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RESUMO
A dermatite atopica (DA) é uma doencga inflamatéria crénica da pele marcada por
disfungao de barreira, prurido e inflamacéao recorrente. O 6leo de copaiba (OC)
apresenta atividade anti-inflamatéria e cicatrizante, enquanto a hidratagdo e a
reposicao de emolientes sdo fundamentais no manejo da DA. Neste trabalho,
foram desenvolvidos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) contendo
OC e investigado o seu desempenho in vitro, visando seu uso tépico através da
incorporagdo em hidrogéis a base de Aloe vera. CLNs dialisados foram
produzidos pela técnica de emulsificacdo a quente seguida de ultrassonicacao,
contendo 6% de OC, e apresentaram tamanho de 192,7 £ 2,2 nm, Pdl 0,13 %
0,04 e potencial zeta -35,2 £+ 1,0 mV. A citotoxicidade das formulagdes foi
avaliada por ensaio de MTT em HaCaT, com ICso de 73,59 £ 1,21 pg/mL. A
mucilagem de Aloe Vera foi extraida e caracterizada quanto a estrutura e
presenca de aloina, sendo confirmado perfil polissacaridico e presenca de picos
de baixa intensidade referentes a aloina. Foram produzidos hidrogéis contendo
a mucilagem, que demonstraram comportamento reoldgico e de textura
adequados para aplicagao tépica, mesmo apos associagdo aos CLNs. O
estresse oxidativo foi avaliado em RAW 264.7, utilizando as formulagdes na
concentracao final equivalente a 25 pg/mL de OC, onde o hidrogel contendo
CLNs (H-CLN) foi o unico capaz de atenuar completamente o estado oxidante
induzido por forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, 200 ng/mL). Ja a atividade anti-
inflamatadria foi investigada sob estimulo com lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/mL).
Na quantificagao de NO2, CLN reduziu significativamente o marcador em relagéo
ao LPS. Através do ELISA, observou-se redugéo de IL-6 para CLN (-43,9%) e
OC (-34,0%), enquanto, para TNF-a, CLN apresentou redugao estatisticamente
significativa (-23,2%). Portanto, conclui-se que a nanoencapsulagao
potencializou a agado antioxidante e anti-inflamatéria do d6leo de copaiba,
destacando o potencial do sistema desenvolvido para tratamento de inflamacgdes

tépicas.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Oleos essenciais. Atividade antioxidante.
Atividade anti-inflamatoria.



ABSTRACT

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease characterized by
barrier dysfunction, pruritus, and recurrent inflammation. Copaiba oil (CO)
exhibits anti-inflammatory and wound-healing activity, while hydration and
emollient replenishment are fundamental in AD management. In this study,
copaiba oil-loaded nanostructured lipid carriers (NLCs) were developed and their
in vitro performance was investigated, aiming at topical use through incorporation
into Aloe vera-based hydrogels. Dialyzed NLCs were produced by hot
emulsification followed by ultrasonication, containing 6% CO, and showed a size
of 192.7 £ 2.2 nm, Pdl 0.13 £ 0.04, and zeta potential -35.2 £ 1.0 mV. The
cytotoxicity of the formulations was assessed by the MTT assay in HaCaT cells,
with an IC50 of 73.59 + 1.21 ug/mL. Aloe vera mucilage was extracted and
structurally characterized, including the presence of aloin; a polysaccharide
profile was confirmed, along with low-intensity peaks related to aloin. Hydrogels
containing the mucilage were produced and demonstrated rheological and
texture properties suitable for topical application, even after association with the
NLCs. Oxidative stress was evaluated in RAW 264.7 cells using the formulations
at a final concentration equivalent to 25 pg/mL of CO, in which the hydrogel
containing NLCs (H-NLC) was the only one able to completely attenuate the
oxidant state induced by PMA (200 ng/mL). Anti-inflammatory activity was
investigated under stimulation with LPS (1 pyg/mL). For NO2- quantification, NLC
significantly reduced this marker compared with LPS. By ELISA, a reduction in
IL-6 was observed for NLC (-43.9%) and CO (-34.0%), whereas for TNF-a, NLC
showed a statistically significant reduction (-23.2%). Therefore, it is concluded
that nanoencapsulation promoted superior antioxidant and anti-inflammatory
effects compared with free copaiba oil, highlighting the potential of the developed

system for the treatment of topical inflammation.

Keywords: Nanotechnology. Essential oils. Antioxidant activity. Anti-

inflammatory activity.
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1. INTRODUGAO

A dermatite atopica (DA) é uma doenca inflamatéria cronica da pele,
caracterizada por prurido intenso e lesbes eczematosas recorrentes (Langan et
al., 2020). Trata-se de uma das dermatoses mais comuns em todo o mundo,
afetando significativamente a qualidade de vida dos pacientes e podendo ocorrer
em qualquer idade, sendo que aproximadamente 60% dos pacientes
desenvolvem a doenga no primeiro ano de vida (Tian et al., 2023). A DA pode
acometer até cerca de 20% das criangas e até 10% dos adultos em todo o
mundo, embora haja variagdes regionais (Ghazal et al., 2022). Além das
implicagdes fisicas, ela impde também consideravel carga socioeconémica
devido a custos de tratamento e perda de produtividade, sendo hoje reconhecida
como uma das principais causas de anos vividos com incapacidade (Laughter et
al., 2021).

O tratamento convencional da dermatite atdpica baseia-se no controle da
inflamacéao e do prurido, bem como na restauracédo da barreira cutadnea, sendo
os corticosteroides tépicos os farmacos de primeira linha. Entretanto, seu uso
prolongado pode causar efeitos adversos locais, como atrofia cutanea e estrias
(Zhang et al., 2025). Em casos moderados a graves, ha necessidade de terapias
sisttmicas imunomoduladoras, contudo, estas apresentam toxicidade
importante com uso cronico, como nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, limitando
sua utilizagdo (Langan et al., 2020). Assim, apesar das opg¢des disponiveis,
muitos pacientes com DA nao alcangam o controle ideal da doencga ou sofrem
com efeitos adversos, ressaltando a necessidade de alternativas terapéuticas

mais seguras, eficazes e acessiveis.

Diante disso, cresce a necessidade de abordagens inovadoras que
combinem eficacia, seguranca e entrega direcionada do ativo. Assim, os avangos
em nanotecnologia tém aberto novas possibilidades para entrega mais precisa
de agentes terapéuticos a pele inflamada, aumentando a biodisponibilidade e
minimizando a exposigao sistémica e a toxicidade (Campos et al., 2020). Essa
abordagem se torna ainda mais promissora quando aliada ao uso de produtos

naturais, como 6leos essenciais, que apresentam propriedades farmacoldgicas
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relevantes, ampla aceitacdo e menor custo (Achagar et al., 2024). O o6leo
essencial de copaiba (OC), por exemplo, possui atividades anti-inflamatérias,
antimicrobianas e cicatrizantes bem documentadas na literatura (Frazéo et al.,
2023), o que o torna um candidato interessante para o tratamento da DA, uma
doengca que envolve disfuncdo de barreira, inflamagdo cronica e,
frequentemente, colonizagao bacteriana por Staphylococcus aureus (Weidinger
et al., 2018).

Dentre os diversos tipos de nanoparticulas (poliméricas, lipidicas,
metalicas etc.) os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) se destacam,
pois apresentam excelente tolerabilidade cutanea e capacidade de melhorar a
permeacao através da pele lesionada, ao mesmo tempo em que protegem o
ativo encapsulado da degradacéao e prolongam sua agao local (Paiva-Santos et
al., 2022). Adicionalmente, permitem a liberacdo controlada do composto
bioativo e podem minimizar efeitos adversos associados ao uso tépico de oleos
essenciais, contribuindo para maior eficacia terapéutica e segurangca (Khan;
Sharma; Jain, 2023; Sindle; Martin, 2020).

Paralelamente, hidrogéis s&o polimeros tridimensionais caracterizados
por seu elevado conteudo aquoso, o que os torna veiculos ideais para aplicacoes
dermatoldgicas, contribuindo para um ambiente umido favoravel a cicatrizagcao
(Liu; Chen, 2024). Ja a mucilagem da Aloe vera como matriz de um hidrogel é
fundamentada em seu perfil fitoquimico diversificado, que inclui polissacarideos,
vitaminas, enzimas e minerais, conferindo-lhe propriedades anti-inflamatdrias,

hidratantes e cicatrizantes (Catalano et al., 2024).

Assim, parte-se da hipotese de que formulacdes topicas baseadas em
carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 6leo de copaiba, quando
incorporadas em hidrogéis a base de Aloe vera, podem contribuir para o manejo
da DA ao atuar simultaneamente sobre a inflamagao, o estresse oxidativo e a
disfuncdo da barreira cutanea, além de promover hidratagdo e emoliéncia da
pele. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e
caracterizar CLNs contendo OC, incorporar esses sistemas em hidrogéis e
avaliar, in vitro, o desempenho das formulagdes quanto a seguranca,

propriedades reoldgicas e efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. Fisiopatologia da dermatite atopica

A dermatite atopica, também conhecida como eczema atdpico, € uma
desordem cutanea inflamatoria crénica caracterizada por lesdes pruriginosas,
eritema, descamacgao, ressecamento e espessamento da pele (Afshari et al.,
2024). Essa condigdo esta frequentemente associada a outras doencas
atopicas, como asma e rinite alérgica, podendo desencadear efeitos sistémicos
nos individuos afetados (Smirnova et al., 2020). Para além do impacto clinico, a
DA compromete significativamente a qualidade de vida dos pacientes e de seus
familiares, aumentando o risco de desenvolvimento de comorbidades, incluindo

disturbios de saude mental e outras condi¢gdes dermatolégicas (Tian et al., 2023).

A DA tem origem em uma interagdo multifatorial que envolve
predisposicdo genética, desregulagdo imunolodgica, disfungao da barreira
epidérmica e fatores ambientais, os quais, em conjunto, comprometem a
homeostase cutanea e promovem inflamacdo crénica. A barreira cutanea é
composta por diferentes camadas de células epiteliais na epiderme (Figura 1),
que passam por um processo de diferenciacdo para estabelecer e manter uma

barreira funcional da pele (Kim, Kim, Leung, 2019).

Figura 1. Organizagao estrutural da epiderme humana.

Cornedcitos Estrato corneo

Estrato lucido
Estrato granuloso

Desmossomo v T

Célula de Langerhans
Estrato espinhoso

Queratindcito

Melandcito Estrato basal

Fonte: Adaptado de Ramadon et al., 2022
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A camada mais profunda, a camada basal, contém células-tronco que dao
origem aos queratindcitos, o principal tipo celular da barreira epidérmica. A
medida que os queratindcitos se diferenciam e migram em diregdo as camadas
superiores, passam a expressar proteinas estruturais, como desmogleinas e
desmocolinas, formando a camada espinhosa (Ishida-Yamamoto et al., 2018).
Na camada granulosa, essas células produzem granulos de querato-hialina ricos
em filagrina (FLG), uma proteina essencial para a compactagcdo celular.
Simultaneamente, os corpos lamelares secretam lipidios, incluindo ceramidas,
colesterol e acidos graxos, que se integram a FLG para iniciar o processo de

cornificagao (Ipponjima et al., 2020).

A camada mais externa, o estrato cérneo (EC), é constituida por
cornedcitos, células anucleadas derivadas da diferenciagdo dos queratindcitos,
conectados por lipidios e produtos de degradacao da filagrina. Essas estruturas
organizam-se em formagdes lamelares, prevenindo a desidratacdo e atuando
como a primeira linha de defesa da barreira cutdnea. O processo de
descamacao, responsavel pela eliminagao dos cornedcitos, depende de enzimas
armazenadas e secretadas a partir dos corpos lamelares (Bouwstra et al., 2023).
Dessa forma, alteracbes na composi¢cao do EC, como a redugao dos niveis de
ceramidas e da filagrina, resultam em um aumento da perda de agua
transepidérmica, facilitam a permeabilidade a alérgenos e irritantes e favorecem
a colonizacao bacteriana, desencadeando coletivamente o processo inflamatério

associado a DA (Stefanovic, Irvine, 2024).

Do ponto de vista genético, diversos genes tém sido implicados na
suscetibilidade a DA, incluindo aqueles envolvidos nas respostas imune inata
(por exemplo, receptores do tipo toll e defensinas) e adaptativa (por exemplo,
subunidades do receptor de imunoglobulina E) (Nedoszytko et al., 2020).
Destaca-se que mutacdes no gene da filagrina levam a redugdo da expressao
dessa proteina, comprometendo a regulagao do pH e a sintese lipidica no estrato
cérneo. O aumento do pH cutaneo resultante promove a ativacao de enzimas
proteoliticas, que degradam a estrutura do estrato cérneo e desencadeiam a
ativagao imune. Além disso, polimorfismos em genes relacionados a resposta

imune, como o KIF3A e aqueles que codificam a linfopoietina estromal timica
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(TSLP), contribuem adicionalmente para a disfungédo da barreira cutanea e para

a desregulagao imunoldgica (Kim, Kim, Leung, 2019; Nedoszytko et al., 2020).

A TSLP, particularmente sua isoforma longa (TSLP-1), € uma alarmina
epidérmica fundamental liberada em resposta a danos da barreira cuténea
induzidos por trauma mecanico, irritantes quimicos ou adesao microbiana (Furue
et al., 2017). Dessa forma, niveis elevados de TSLP-1 na pele lesionada de
pacientes com dermatite atdpica tornam essa citocina um potencial biomarcador
precoce da doenga (Adhikary et al., 2021). ATSLP também promove a ativagao
das células de Langerhans na epiderme, as quais apresentam antigenos a
linfécitos T CD4+ naive por meio de receptores do tipo Toll (TLRs), responsaveis
pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a dano e a patégenos
(DAMPs e PAMPs). Esse processo favorece a diferenciagdo das células T
auxiliares para o fenétipo Th2, caracterizado pela secre¢ao das interleucinas IL-
4, IL-13 e IL-31 (Kim, Kim, Leung, 2019).

Essas citocinas ligam-se a receptores de superficie celular e ativam a via
de sinalizacdo Janus kinase-signal transducer and activator of transcription
(JAK-STAT) (Huang et al., 2022), levando a transcricdo de genes pro-
inflamatdrios que comprometem o reparo da barreira cutanea e perpetuam o
estado inflamatdrio. Como consequéncia, a ativagao excessiva do eixo Th2 pode
induzir autoimunidade mediada por linfocitos T e estimular a produgao de
imunoglobulina E (IgE) por células B, a qual, por sua vez, promove a ativagao de
mastoécitos e eosindfilos. Essas células liberam histamina e outros mediadores
pré-inflamatérios, intensificando o prurido, o dano tecidual e estabelecendo um
ciclo inflamatério autoalimentado que agrava a inflamacgao associada a dermatite
atopica (Czarnowicki et al., 2019; Sun et al., 2023). Paralelamente, a polarizagao
do eixo Th2 e a disfungao dos queratindcitos levam a reducéo da producéo de
peptideos antimicrobianos, especialmente catelicidinas e B-defensinas, o que
favorece a colonizacdo por Staphylococcus aureus, cujos PAMPs sao
reconhecidos pelo sistema imune inato, contribuindo para a perpetuacao da

inflamacéao cutanea (Czarnowicki et al., 2019).

Embora o perfil Th2 seja predominante, a fisiopatologia da dermatite

atépica envolve uma interacao complexa de citocinas, especialmente em casos
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moderados a grave, onde o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e a
Interleucina-6 (IL-6) desempenham papéis relevantes na inflamagédo e na
alteracdo da barreira cutanea (Criado et al., 2024). Estudos utilizando modelos
de epiderme humana demonstraram que o TNF-a, isoladamente ou em
combinagdo com citocinas Th2, induz alteragdes morfoldégicas e reduz
significativamente a expressao de filagrina, comprometendo a fungao de barreira
(Danso et al., 2014). Além disso, o TNF-a ainda € um potente ativador da via do
NF- kB, um fator de transcricdo que regula a expressdo de genes pro-
inflamatoérios e moléculas de adeséo, incluindo ICAM-1, E-selectina e VCAM-1,
fundamentais para a adesao e recrutamento de leucécitos para o local da

inflamacéao (Zelova; Hosek, 2013).

Concomitantemente, a IL-6 atua como um mediador pleiotropico entre a
imunidade inata e adaptativa. Em lesbes crbnicas relacionadas a DA, ha
producao de grandes quantidades desta citocina, e sua combinagdo com o TGF-
B € indispensavel para a diferenciagcdo de células T CD4+ virgens em células
Th17, ao mesmo tempo em que inibe a diferenciacado de células T reguladoras,
0 que pode perpetuar o desequilibrio imunolégico (Tanaka et al., 2014; Navarini
et al., 2011). Adicionalmente, evidéncias clinicas mostram que a IL-6 auxilia na
proliferacdo excessiva de queratindcitos e que o bloqueio da sinalizacido do
receptor de IL-6 resulta em melhora significativa dos sintomas relacionados a

DA, reduzindo a inflamacgao cutadnea (Navarini et al., 2011).

Respostas mediadas por linfécitos Th17 e Th22 também sao ativadas na
dermatite atépica. Em condicbes normais, essas células produziriam,
respectivamente, as citocinas IL-17 e IL-22, que desempenham papéis
essenciais na defesa contra patdgenos fungicos e bacterianos e na regulagao da
barreira epitelial apds lesdo tecidual (Furue et al., 2017). Entretanto, niveis
elevados delas podem agravar a disfungdo da barreira cutdnea, aumentar a
suscetibilidade a infecgbes secundarias e interagir com a resposta Th2,
intensificando ou modulando a inflamagéao associada a DA (Tokura, Hayano,
2022; Furue et al., 2017).

Intrinsecamente associado a essa cascata de citocinas, o estresse

oxidativo atua ndo apenas como uma consequéncia, mas como um fator
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patogénico central na dermatite atdpica. O infiltrado inflamatério na derme,
composto majoritariamente por macréfagos, eosindfilos e neutréfilos, é
responsavel pela superproducao de espécies reativas de oxigénio (ROS), como
0 anion superoxido (O27) e o peroxido de hidrogénio (H202) (Bertino et al., 2020).
Em condigdes de homeostase, sistemas antioxidantes endogenos, tanto
enzimaticos (como superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase)
quanto n&o enzimaticos (como carotenoides, tocoferol e acido ascorbico),
neutralizariam essas espécies. Contudo, na pele de pacientes com DA, observa-
se uma diminuicdo dessas defesas, resultando em um acumulo de ROS
(Alessandrello et al., 2024).

Essas espécies promovem peroxidacado lipidica, um processo que é
facilitado pelo fato de a pele ser um alvo preferencial devido ao seu alto teor de
lipidios, incluindo acidos graxos poli-insaturados. O ataque oxidativo a esses
lipidios gera produtos como 6xido nitrico, malondialdeido e 4-hidroxinonenal, os
quais podem alterar a estrutura e fungcdo da barreira cutanea, aumentando a
perda de agua transepidérmica e facilitando a penetragéo de patoégenos (Ji; Li,
2016; Bertino et al., 2020). Adicionalmente, o estresse oxidativo causa danos a
proteinas e ao DNA dos queratindcitos, contribuindo para a apoptose celular e
disfuncédo da barreira, além de ativar rotas pré-inflamatérias, como a do NF-kB
(Raimondo et al., 2023). Assim, estratégias que visem restaurar o equilibrio
redox e inibir essa retroalimentacao inflamatéria sdo consideradas promissoras

para o controle da doenca.

2.2. Tratamentos para a dermatite atopica

O tratamento farmacolégico da dermatite atopica visa restaurar a barreira
cutanea, reduzir a inflamagao e controlar o prurido, com o objetivo mais amplo
de alcancar o controle da doenca a longo prazo, e nao apenas o alivio dos
sintomas agudos (Afshari et al., 2024). As estratégias terapéuticas devem ser
individualizadas para cada paciente, considerando a gravidade da doenga, a
idade e a localizagdo anatdomica das lesbes. Em casos leves a moderados,
tratamentos tépicos geralmente sdo suficientes para reverter os sintomas,
enquanto formas mais graves podem exigir intervengdes adicionais, como

terapias imunomoduladoras sistémicas (Langan; Irvine; Weidinger, 2020).
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2.2.1. Terapias anti-inflamatoérias convencionais

Antes do advento das terapias direcionadas, o manejo da dermatite
atopica baseava-se quase exclusivamente em abordagens anti-inflamatorias
inespecificas, particularmente no uso de agentes tdépicos. Essas terapias
permanecem como componentes fundamentais da pratica clinica, especialmente
em pacientes com doencga leve a moderada ou como adjuvantes ao tratamento
sistémico (Jeskey et al., 2024). Dessa forma, as terapias convencionais
englobam corticosteroides topicos e inibidores tdpicos da calcineurina, além de
estratégias de suporte destinadas a restaurar a barreira cutanea e prevenir

exacerbacodes (Zhang et al., 2025).

Os corticosteroides topicos tém sido o pilar do tratamento da DA por mais
de seis décadas, ja que exercem efeitos imunossupressores e anti-inflamatorios
amplos por meio da modulagao da transcricdo génica apdés ligagado ao receptor
de glicocorticoides. Esse mecanismo resulta na diminuigdo da expressao de
citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias envolvidas na inflamagao cuténea
(Chiricozzi et al., 2020). Embora sejam eficazes e amplamente acessiveis, seu
uso requer cuidadosa supervisdo clinica devido ao risco de efeitos adversos
locais e sistémicos, especialmente quando aplicados em areas cutaneas

sensiveis ou por periodos prolongados (Barnes; Kaya; Rollason, 2015).

Eles estdo disponiveis em diversas formas farmacéuticas, incluindo
cremes, pomadas, logcbes, géis e espumas, as quais influenciam tanto a
penetracdo do farmaco quanto a aceitabilidade pelo paciente (Jeskey et al.,
2024). As pomadas tendem a ser mais oclusivas e potentes, sendo mais
indicadas para lesdes secas e liquenificadas, enquanto os géis sao preferidos
para areas cutdneas umidas ou exsudativas. Apesar de sua eficacia, o uso
prolongado ou excessivo dos corticosteroides topicos esta associado a efeitos
adversos, dos quais destacam-se atrofia cutanea, estrias, telangiectasias,
dermatite perioral e sensibilidade (Barnes; Kaya; Rollason, 2015). Os efeitos
sistémicos, embora raros com o uso toépico, podem ocorrer especialmente
quando agentes de alta poténcia sao aplicados em grandes areas da superficie
corporal, sob oclusdo ou em populagcbes pediatricas. Esses efeitos incluem
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supressdo do eixo  hipotalamo-hipdfise—adrenal,  hiperglicemia e

comprometimento do crescimento em criangas (Levin et al., 2014).

Como citado anteriormente, os emolientes e as estratégias de suporte a
barreira cutdnea desempenham papel fundamental no manejo da doenca,
independentemente da gravidade. Essas intervengbes néo farmacoldgicas
auxiliam na restauracdo da hidratacdo da pele, na redugdo da perda
transepidérmica de agua e na prevengao de exacerbagdes, ao reforgcar a
integridade estrutural da barreira cutanea (Jeskey et al., 2024). O uso regular de
emolientes, por exemplo, tem sido associado a redugdo da necessidade de
medicamentos anti-inflamatérios e a melhora dos desfechos clinicos tanto em

populagdes pediatricas quanto adultas (Hon et al., 2018).
2.2.2. Terapias direcionadas

Enquanto as terapias convencionais promovem uma supressao
inflamatdria ampla, elas carecem de especificidade e frequentemente estao
associadas a efeitos adversos ou eficacia limitada em casos de doenca
moderada a grave. Em contraste, as terapias molecularmente direcionadas séo
desenvolvidas para interferir em componentes precisos da resposta imune,
oferecendo perfis de seguranca aprimorados e maior controle da doenca a longo
prazo. Essas intervengdes direcionadas podem ser agrupadas em duas
categorias principais: agentes bioldgicos, geralmente anticorpos monoclonais
que bloqueiam citocinas extracelulares ou seus receptores, e pequenas
moléculas, que modulam cascatas de sinalizacgao intracelular (Bruin-Weller et al.,
2025).

Os bioldgicos, ou anticorpos monoclonais, sdo administrados por via
subcutanea e promovem imunomodulacao sistémica com alta especificidade. O
desenvolvimento dessas terapias foi amplamente impulsionado pelo
reconhecimento do papel central das citocinas do tipo 2, particularmente IL-4, IL-
13 e IL-31, na coordenacgao da desregulagao imune e da disfungdo da barreira
cutanea. Diversos agentes bioldgicos ja foram aprovados para uso clinico, como
0 Dupilumabe e Tralocinumabe, enquanto outros se encontram em estagios
avancgados de desenvolvimento, com alvo em citocinas menos exploradas, como
TSLP e IL-33 (Zhao; Pan; Li, 2023).
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Apesar de sua eficacia, os agentes bioldgicos ndo sado atualmente
considerados terapias de primeira linha para a DA, sendo seu uso geralmente
reservado a pacientes com doenga moderada a grave que nao responderam
adequadamente as terapias tdépicas convencionais ou que apresentam
contraindicagbes ao uso de imunossupressores sistémicos (Davis et al., 2024).
Primeiramente, esses tratamentos apresentam alto custo, o que restringe o
acesso. Em segundo lugar, requerem administracdo parenteral, o que pode
representar uma barreira a adesao e a preferéncia do paciente, particularmente
em populagdes pediatricas. Por fim, embora a maioria dos agentes biolégicos
apresente um perfil de segurancga favoravel, as consequéncias imunoldgicas a
longo prazo e riscos como conjuntivite, reagdes no local da inje¢ao ou infecgdes

raras permanecem sob vigilédncia continua (Weiss et al., 2021).

Ja as terapias com pequenas moléculas constituem uma classe de
tratamentos direcionados capazes de modular vias intracelulares ativadas por
multiplas citocinas. Diferentemente dos bioldgicos, que sdo administrados por
via parenteral, esses agentes geralmente estdo disponiveis em formulagdes
orais ou topicas, oferecendo maior flexibilidade nas vias de administracédo
(Nitulescu et al., 2025). As pequenas moléculas clinicamente mais avangadas no
tratamento da DA séo os inibidores da Janus quinase (JAK), como Upadacitinibe
e Abrocitinibe, que bloqueiam a via de sinalizagdo JAK-STAT envolvida na
transmissao de sinais inflamatérios mediada por diversas citocinas (Freitas;
Torres, 2023).

Apesar de sua eficacia clinica e do rapido controle sintomatico, tanto os
inibidores orais quanto os topicos de JAK apresentam limitagées importantes que
devem ser consideradas na pratica clinica. As formulagdes orais, embora
eficazes na DA moderada a grave, estdo associadas a aumento do risco de
infeccbes graves, herpes-zoster, trombose, elevagcao dos niveis lipidicos,
citopenias e, em casos raros, malignidades. Esses riscos motivaram a emissao
de alertas por agéncias regulatérias, como a FDA e a EMA, que recomendam
selecdo cuidadosa dos pacientes, uso da menor dose eficaz € monitoramento
laboratorial regular durante o tratamento (Hoisnard et al., 2022). Os
medicamentos topicos s&o limitados ao uso de curto prazo e n&o continuo devido

ao potencial de absorcdo sistémica, especialmente quando aplicados em
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grandes areas corporais, sob oclusdo ou em pacientes mais jovens. Além disso,
a maioria dos dados de seguranga e eficacia € proveniente de ensaios clinicos
de curto prazo, com duracido de 8 a 12 semanas, havendo escassez de dados
robustos de longo prazo, particularmente em populag¢des pediatricas. Custos
elevados também limitam o acesso a essas terapias em determinados sistemas
de saude (Chovatiya; Paller, 2021).

AFigura 2 resume os sinais, a fisiopatologia e os tratamentos direcionados

disponiveis para a dermatite atopica atualmente.

Figura 2. Fisiopatologia da DA, principais alvos terapéuticos e farmacos disponiveis.
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Representacdo esquematica da pele na dermatite atépica, evidenciando ruptura da barreira
epidérmica, aumento da perda de agua transepidérmica, maior permeabilidade a alérgenos e
irritantes, colonizagao microbiana e resposta inflamatdria, bem como os principais alvos de
farmacos topicos e sistémicos atualmente disponiveis.

Fonte: Autoria prépria, 2025
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2.3. Produtos naturais como potencial tratamento

2.3.1. Oleo de copaiba

Diante das limitagdes das terapias convencionais, a busca por novos
farmacos a partir da biodiversidade tem ganhado destaque. Uma estratégia
promissora para o desenvolvimento de farmacos destinados ao tratamento de
dermatoses inflamatérias, com potencial para maior eficacia e menor incidéncia
de efeitos adversos, consiste no uso racional de produtos naturais. De modo
geral, os efeitos terapéuticos dessas matrizes vegetais sdo atribuidos ao
sinergismo entre seus metabdlitos secundarios, como os alcaloides, triterpenos,
sesquiterpenos e flavonoides, que evoluiram como mecanismos de defesa das
plantas e apresentam diversas atividades bioldgicas bem descritas (Atanasov et
al., 2021).

Nesse contexto, os oleos essenciais e oleorresinas destacam-se pela sua
natureza lipofilica, caracteristica fisico-quimica esta que é particularmente
vantajosa para aplicagdes dermatoldgicas, pois favorece a interagdo com os
lipidios do estrato cérneo, facilitando a permeacdo de compostos bioativos
através da barreira cutdnea (Kaspute et al., 2025). Além disso, muitos desses
Oleos possuem atividades intrinsecas anti-inflamatéria, antioxidante e
antimicrobiana, sendo possivelmente capazes de atuar diretamente sobre os

pilares fisiopatoldgicos da dermatite atépica (Herman; Herman, 2015).

O dleo de copaiba, por exemplo, € um exsudado do tronco de arvores do
género Copaifera L., amplamente distribuidas na regido amazoénica. Diferente
dos o6leos vegetais fixos, a oleorresina de copaiba € uma solugdo complexa
constituida por duas fragdes principais: uma fragao volatil (6leo essencial),
composta majoritariamente por sesquiterpenos, e uma fragdo resinosa nao
volatil, constituida por acidos diterpénicos (Trindade; Silva; Setzer, 2018). Essa
complexidade quimica confere a copaiba uma gama de efeitos farmacologicos,
tornando-a um candidato promissor para o tratamento multifatorial de diversas

doencas, inclusive da DA.

O marcador quimico majoritario da fragao volatil € o B-cariofileno (Figura
3), um sesquiterpeno biciclico que tem despertado interesse cientifico por atuar

como um "canabinoide dietético", ou seja, um modulador do sistema canabinoide
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advindo da dieta (Ricardi et al., 2024). Estruturalmente, o B-cariofileno se
distingue pela presenga de um anel de ciclobutano, que confere a ele rigidez
conformacional e alta lipofilicidade. Estudos de modelagem molecular e ensaios
de ligagao indicam que essa conformagao lipofilica permite que o composto
interaja diretamente com o sitio de ligagdo hidrofdbico dos receptores
canabinoides do tipo 2 (CB2) (Ricardi et al., 2024), cuja ativagdo em células
imunes inibe vias de sinalizacdo pré-inflamatérias, como a via do NF-kB,
resultando na redugéo da produgao de citocinas cruciais na patogénese da DA,
como TNF-q, IL-1B e IL-6 (Zhong et al., 2024). Essa atividade anti-inflamatéria
justifica a investigacado do 6leo de copaiba como uma alternativa ndo esteroidal

para o controle do eczema.

Figura 3. Estrutura quimica do B-cariofileno
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Fonte: Sigma Aldrich

Além da inflamacgao, o controle da colonizacao microbiana é um aspecto
importante no manejo na DA, visto que a disbiose cutanea e a infecgéo por
Staphylococcus aureus sao gatilhos conhecidos para exacerbagdes da doenca
(Kim et al., 2025). Oleos de copaiba de diversas espécies demonstram atividade
in vitro contra bactérias Gram-positivas, incluindo cepas de S. aureus resistentes
a meticilina (Santos et al., 2008). Estudos com microscopia eletrénica indicam
dano do envelope celular (disrupgéo de parede ou membrana e extravasamento
de conteudo), e ha evidéncia de interferéncia na divisdo celular em modelos
especificos (Santos et al., 2013; Morguette et al., 2019).

Outro aspecto relevante é o potencial antioxidante do dleo de copaiba,

atribuido principalmente ao B-cariofileno. Como discutido anteriormente, o
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estresse oxidativo perpetua o dano a barreira cutanea. Nesse contexto, o B-
cariofileno atua como um modulador endégeno das defesas antioxidantes, onde
estudos in vitro demonstraram redugao da producdo de ROS, restauracido da
funcionalidade mitocondrial e elevagéo dos niveis de glutationa reduzida, efeitos
dependentes da ativagao dos receptores CB2 e da via de transcricao Nrf2/HO-
1. Além disso, em modelos in vivo, observou-se restauracao da atividade das
enzimas antioxidantes superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase

(Francomano et al., 2019)

Em relagédo ao uso do 6leo essencial de copaiba na dermatite atopica, os
estudos especificamente voltados a isso ainda sdo escassos, mas as evidéncias
sugerem que ele pode atuar simultaneamente em diversas frentes relevantes a
fisiopatologia da DA, diminuindo a inflamagcdo de base, auxiliando na
recuperacao da barreira cutadnea lesada e combatendo infecgdes secundarias.
Em um modelo animal de feridas cutaneas, por exemplo, a aplicacéo tépica do
Oleo de copaiba promoveu reparo tecidual mais rapido, com maior deposicao de
colageno e redugao de microrganismos locais, em comparagédo aos controles
(Menezes et al., 2022).

Apesar de todo esse potencial terapéutico, o uso tépico de Oleos
essenciais apresenta limitagdbes farmacotécnicas importantes. Seus
componentes sao volateis e fotossensiveis, o que pode alterar sua composi¢cao
quimica e reduzir sua eficacia ao longo do tempo. Além disso, a alta lipofilicidade
e viscosidade dificultam sua dispersdo homogénea em veiculos hidrofilicos
(Turek; Stintzing, 2013). Para superar essas barreiras, a nanoencapsulacao
surge como uma estratégia tecnologica interessante, com diversas vantagens,
como a proteg¢ao dos compostos volateis, aumento da estabilidade fisico-quimica
da formulacdo, liberagao controlada do ativo, melhora da sua dispersdao em
matrizes aquosas e penetracdo mais eficiente dos bioativos na epiderme,
maximizando a eficacia terapéutica enquanto minimiza potenciais irritagdes
cuténeas (Ziech et al., 2025).

2.3.2. Hidrogéis poliméricos e o potencial da Aloe vera

A escolha da forma farmacéutica € determinante para o sucesso da

terapia topica na dermatite atopica. Enquanto pomadas oleosas sdo emolientes
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eficazes, sua textura gordurosa e oclusiva pode gerar desconforto, "abafamento”
da pele e baixa adesdo ao tratamento, especialmente em climas tropicais
(Barnes et al., 2021). Nesse contexto, os hidrogéis apresentam-se como veiculos
ideais. Definidos como redes poliméricas tridimensionais hidrofilicas, capazes de
absorver e reter grandes quantidades de agua ou fluidos bioldgicos, os hidrogéis

mimetizam o conteudo hidrico dos tecidos moles (Segneanu et al., 2025).

Para a pele atdpica, caracterizada pela xerose (ressecamento) severa e
prurido intenso, os hidrogéis oferecem vantagens terapéuticas (Rao; Tan, 2025).
A evaporacgao gradual da agua contida na matriz polimérica promove um efeito
de resfriamento, “cooling effect’, na superficie cutanea, o que atua diretamente
na reducao da percepcao do prurido, quebrando o ciclo "coceira-arranhadura"
(Gounden; Varshan, 2024). Além disso, a estrutura porosa do gel permite a troca
gasosa, facilitando a respiragao cutanea enquanto mantém o ambiente umido

necessario para a reepitelizagao de lesdes e fissuras (Arabpour et al., 2024).

Além disso, ha uma tendéncia crescente pelo uso de biopolimeros
naturais que agreguem atividade biolégica ao veiculo. A mucilagem da Aloe vera
(L.) Burm. f., por exemplo, destaca-se n&o apenas como excipiente, mas como
um agente terapéutico bioativo. A composigao fitoquimica do parénquima incolor
das folhas de Aloe vera (o "gel" interno, ou “mucilagem”) é constituida por mais
de 99% de agua, sendo o restante composto por uma mistura complexa de
polissacarideos, vitaminas, enzimas, aminoacidos e acidos organicos (Catalano
et al., 2024). O componente solido majoritario e principal responsavel pelas
propriedades bioldégicas é a acemanana (Figura 4), um polissacarideo de cadeia
longa composto por unidades de manose acetilada, glicose e galactose
(Sanchez et al., 2020).
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Figura 4. Estrutura quimica da acemanana, principal polissacarideo da mucilagem de

Aloe vera

Fonte: BioSynth

Devido a sua natureza hidrofilica e alto peso molecular, este polimero
pode ser capaz de formar uma rede reticulada sobre a pele que atua como um
filme protetor umectante, reduzindo a perda de agua transepidérmica e
restaurando a hidratagdo do estrato cérneo (Dal'Belo; Gaspar; Campos, 2006).
Além da hidratacdo, a Aloe vera possui atividades anti-inflamatorias e
cicatrizantes bem documentadas, que corroboram seu uso como coadjuvante na
DA. Estudos demonstram que a acemanana e outros constituintes, como a
aloesina e alprogen, s&o capazes de inibir a via da ciclooxigenase (COX-2) e
reduzir a producao de citocinas pro-inflamatérias em macrofagos ativados,
atuando no mesmo eixo inflamatério exacerbado na pele atdpica.
Adicionalmente, a presenga de enzimas como a bradicinase ajuda a degradar a
bradicinina, um mediador de dor e inflamacéo, proporcionando alivio sintomatico

em peles irritadas (He$ et al., 2019; Radha; Laxmipriya, 2015).

Por fim, durante a extragdo da mucilagem, é importante separa-la do
exsudato amarelo (latex) da planta. Enquanto o latex é rico em antraquinonas
livres, como a aloina, que possuem efeito laxativo e potencial irritante, o gel
interno processado adequadamente contém baixos teores destes compostos,

sendo seguro para aplicagdo em pele lesionada (Cordiano et al., 2025). Estudos
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recentes em modelos de cicatrizacdo indicam que hidrogéis a base de
acemanana aceleram o fechamento de feridas através do estimulo a proliferagéo
de fibroblastos e sintese de colageno tipo |, caracteristicas essenciais para
reparar a barreira cutdnea comprometida na dermatite atopica (Liu et al., 2019;
Sanchez et al., 2020).

Portanto, o desenvolvimento de um hidrogel a base de Aloe vera visa,
além de obter uma forma farmacéutica dermatologicamente adequada, também
criar um sistema hibrido, onde o veiculo atuaria em sinergismo com o ativo
incorporado, neste caso, o 6leo de copaiba encapsulado em CLNs, para

promover hidratacdo, alivio do prurido, atividade antioxidante e anti-inflamataria.

24. Nanotecnologia aplicada ao tratamento da dermatite atopica

A nanotecnologia representa um grande avango no tratamento de
diversas doengas por meio do desenvolvimento de sistemas de liberagcdo de
farmacos. Esses sistemas integram técnicas de liberagao controlada, tanto no
que se refere ao tempo, quanto a dosagem, associadas a administragcéo
direcionada aos sitios-alvo, o que resulta na reducio de efeitos adversos e na
potencializacao dos efeitos terapéuticos (Chiddarwar et al., 2024; Zheng, 2025).
Tais beneficios indicam uma perspectiva promissora de redugao de custos e de
tempo a longo prazo, com resultados potencialmente superiores aos observados
em terapias convencionais previamente estabelecidas, as quais frequentemente
apresentam baixa biodisponibilidade, distribuicdo nao direcionada do farmaco,

eliminacao sistémica rapida e toxicidade significativa (Chiddarwar et al., 2024).

As nanoparticulas podem ser produzidas a partir de uma ampla variedade
de materiais, incluindo compostos inorganicos, organicos e nanotubos de
carbono, sendo empregadas na administracdo de agentes bioterapéuticos,
quimioterapicos ou imunoterapéuticos. Esses sistemas permitem a liberacéo
especifica e direcionada no local de acdo, além de protegerem os farmacos
contra modificagdbes metabdlicas ou quimicas, contribuindo, assim, para o
aumento da biodisponibilidade (Khizar et al., 2023). A classificagdo dessas
nanoparticulas, baseada em sua composigdo quimica, abrange diferentes
categorias de materiais; entre eles, os sistemas baseados em polimeros, como

nanoparticulas poliméricas, micelas e dendrimeros, destacam-se como uma
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estratégia ndo invasiva e inovadora para a administragdo de farmacos,
oferecendo elevada estabilidade e controle da liberacao do ativo, além de serem
particularmente eficazes no aumento da solubilidade de compostos hidrofobicos
(Begines et al., 2020).

Concomitantemente, os compostos lipidicos, incluindo lipossomas,
nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados,
apresentam excelente biocompatibilidade, liberacdo gradual pronunciada em
formulacbes topicas e elevada capacidade de encapsulacdo de farmacos
hidrofébicos, além de conferirem protegcdo contra degradagdo enzimatica
(Mohapatra et al., 2024). Os CLNs, especificamente, consistem em uma mistura
de lipidios sélidos e liquidos em escala nanométrica, estabilizados por
tensoativos, que forma particulas com nucleo lipidico parcialmente cristalino
(Rajoriya et al., 2024).

Essa estrutura com nucleo desorganizado confere a eles uma capacidade
de incorporacdo de farmacos superior a das nanoparticulas lipidicas sodlidas
tradicionais, devido a menor possibilidade de expulsdo do ativo durante a
solidificacdo, e uma maior estabilidade, em comparacdo aos produtos
lipossomais, por exemplo, que podem se fundir ou oxidar com mais facilidade
(Khan; Sharma; Jain, 2022). Outra vantagem ¢é o uso de excipientes
biocompativeis, como por exemplo lipidios semelhantes aos da pele, o que pode
minimizar irritagdes em comparagao a veiculos convencionais ou nanoparticulas

poliméricas sintéticas (Ghasemiyeh; Mohammadi-Samani, 2018).

Classicamente, a penetracido de ativos e nanoparticulas através da pele
pode ocorrer por trés vias principais: a via transcelular, na qual o farmaco
atravessa diretamente os cornedcitos e a matriz lipidica, embora seja dificultada
pela barreira proteica das células queratinizadas; a via intercelular, onde a
difusdo ocorre tortuosamente através dos dominios lipidicos entre os
cornedcitos; e a via transfolicular (ou anexial), que utiliza os foliculos pilosos e
glandulas sebaceas como canais de entrada direta para a derme profunda
(Gupta et al., 2013; Paiva-Santos et al., 2022).

Para os CLNSs, a via intercelular e a transfolicular sdo as mais favorecidas,

visto que, devido a sua natureza lipofilica e tamanho reduzido, séo capazes de
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interagir com os lipidios do estrato corneo, promovendo uma desorganizagao
reversivel que facilita a difusao do farmaco (via intercelular) (Khan; Sharma; Jain,
2023). Além disso, o tamanho nanométrico permite que essas particulas se
acumulem no infundibulo dos foliculos pilosos (via transfolicular), criando um
efeito de reservatério que libera o farmaco de forma sustentada e profunda, o
que é particularmente vantajoso na DA, onde a inflamagcdo muitas vezes se
estende a derme e os foliculos podem ser portas de entrada para colonizagao
bacteriana (Yuan et al., 2023).

Outro mecanismo atribuido aos CLNs é o efeito oclusivo. Apds a aplicagao
tépica e a evaporagdo da agua da formulagdo, as nanoparticulas lipidicas
formam um filme adesivo e continuo sobre a superficie da pele. Esse filme reduz
a perda de agua transepidérmica, aumentando a hidratagdo do estrato corneo.
A hidratacao, por sua vez, causa o inchago dos corneocitos e o aumento do
espaco intercelular, facilitando ainda mais a permeacéao do ativo e auxiliando na

recuperacao da barreira cutanea danificada na pele (Loo et al., 2013).

No contexto da DA, o uso da nanotecnologia tem se mostrado promissor.
A Tabela 1 reune parte dos estudos existentes que associam nanoparticulas ao

tratamento da dermatite atopica.
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Tabela 1. Estudos experimentais de produc¢ao de nanossistemas aplicados a reducao da inflamagao associada a dermatite atopica

Tipo de
nanossistema

Composicao

Caracteristicas
fisico-quimicas

Tipos de testes realizados

Resultados encontrados

Referéncia

Nanocapsulas
poliméricas

PLGA, Pluronic F68, acido
oleico, Labrafil, MCT

Tamanho de 162,0
+ 0,75 nm, Pdl de
0,061 + 0,02, zeta
de -36,0 £ 0,6.
Eficiéncia de
encapsulacao de
92,15%, morfologia
esférica e
homogénea.

Ex vivo, em difusdo em pele de
orelha de porco, organotipos de
pele humana inflamados por
LPS (reducao de IL-6/IL-8). In
vivo, em dois modelos murinos:
DA induzida por ovalbumina
(OVA) e por DNFB. Avaliagéo de
perda de agua transepidérmica,
espessura dérmica, contagem
de mastdcitos, IgE sérica,
citocinas IL-4, IL-5 e IFN-y, e
escore clinico de lesdes.

Reducao da perda de agua, do
edema e do espessamento
dérmico. Supressao da resposta
Th2 sistémica, com redugao de
IgE. Reducao das citocinas
avaliadas; escore de dermatite
menor em comparagao ao
tacrolimo ou esteroide, permitindo
eficacia semelhante com dose
tépica menor e sem irritagcao
aparente.

Badihi et al.,
2020

Gel contendo
nanoparticulas
poliméricas

Copolimeros de PLGA-b-
PEG funcionalizados com
peptideo arginil-glicil-
aspartico (RGD);
hidroxietilcelulose.

Tamanho de 317,9
nm, Pdl de 0,22,
morfologia esférica.

Ex vivo, em modelo 3D de pele
humana e imunohistoquimica
para reducao de fosfo-STAT3

inflamatorio; In vivo, em modelo

murino induzido por calcipotriol;
espessura e edema de orelha,
perda de agua transepidérmica,

histologia, niveis de citocinas e

IgE.

Reducao da inflamacgao e melhora
da fungao de barreira cutanea
comparado ao controle e a
hidrocortisona tépica. Diminuicao
do edema, prurido e espessura da
orelha; reducao da perda de agua
transepidérmica, de fosfo-STAT3 e
de IgE sérica.

Park et al.,
2025

Hidrogel
contendo
nanocapsulas
poliméricas

Eudragit RS100, Span 80,
Tween 80, bisabolol,
acetona; Carbopol.

Tamanho de 133 *
7 nm, Pdl de 0.12 £
0.04, zeta de +51,4
+9,78 mV,
eficiéncia de
encapsulagao de 93

In vivo em modelo murino de DA
induzida por DNCB com
avaliagao clinica, histolégica e
de atividade da mieloperoxidase
(MPO).

Reducéo significativa do eritema,
edema e espessura da pele, com
melhora da arquitetura epidérmica
e menor inflamagao, além de
redugéo de MPO, quando
comparadas ao farmaco livre.

Karami et
al., 2024
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t14%e
morfologia esférica.

Hidrogel
contendo
nanoparticulas
poliméricas

PLGA, quitosana,
budesonida, Myritol 318,
PVA, diclorometano,
acetona; Polaxamer 407

Tamanho de 324 +
4 nm, 0,12 + 0,04,
zetade +20,7 £ 0,5
mV, eficiéncia de
encapsulacao de
98,7 + 0,02%

In vitro, por avaliacdo de ROS.

Ex vivo, por permeacao cutanea

em orelha de porco (modelo de
DA por tape stripping).

Aumento de ROS, atribuido a
carga positiva da quitosana; Nao
atravessaram o estrato cérneo,
mas a nanoencapsulacao
aumentou a absor¢ao cutanea da
budesonida. Na pele com DA as
Nps reduziram o fluxo e a
permeabilidade da budesonida em
comparagao ao farmaco livre,
mantendo-o nas camadas
superiores.

Campos et
al., 2021

Filme contendo
nanocapsulas
poliméricas

Oleo de semente de
roma, Eudragit RS100,
Span 80, pullulana,
acetona, sorbitol, PEG
400

Tamanho de 181 %
6 nm, Pdl de 0,13 +
0,05, zeta de
+43,13 £ 0,7 mV.

In vivo, em camundongos
induzidos por DNCB, com
avaliacao do escore clinico,
teste de Von Frey e Open Field
Test.

Ex vivo, com avaliagao da
atividade da MPO, ROS e SOD.

Reducéao do prurido, eritema,
edema, descamacéo e
hipernocicepg¢ao mecanica.
Reducao da atividade de MPO e
de ROS. Restauragao da atividade
da SOD.

Cervi et al.,
2021

Nanoemulsao

Fosfatidilcolina,
triglicerideo de cadeia
média e lipidio catidnico
DOTAP, incorporando
vitamina E e com poli(l:C)
adsorvido na superficie.

Tamanho < 150 nm,

zeta em torno de 30

mV, com morfologia
esférica

In vitro, por ativacdo de células
dendriticas, cocultura DCs-
Linfécitos e avaliagao de ROS.
In vivo, em modelo murino de
DA induzida por DNCB, com
avaliagao por escore clinico,
histologia, IgE sérica, IL-4 e
TSLP, além de
imunohistoquimica (DCs,
Th1/Th2).

Reducao da liquenificacgao,
espessamento, prurido e eritema,
com restauragao da barreira
epidérmica e repilagao, superando
a eficacia do creme de
dexametasona 0,1%.
Estabelecimento do balango
Th1/Th2 e redugao do estresse
oxidativo; diminuicdo de IgE sérica,
IL-4 e TSLP cutaneos, além da
normalizagao da infiltragdo de DCs
na pele.

Lu et al.,
2025
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Gel contendo
microemulsao

Miristato de isopropila,
Tween 80, etanaol,
fluticasona ou
levocetirizina; carbopol

Tamanho de 52,12
nm, zeta de -2,98
mV, morfologia
esférica e
monodispersa.
Eficiéncia de
encapsulacéo de
49% para
fluticasona e 76%
para levocetirizina.

Ex vivo, avaliagao da retencao
cutanea dos farmacos.

In vivo, em modelo de DA
induzida por H20,, com
avaliagao clinica e
histopatoldgica.

Aumento da permeagao e retengao
cutanea em comparagao com 0s
respectivos cremes
comercializados. Redugao
significativa de eritema,
descamacéio e excoriagao, com
reparo quase completo da
epiderme no 7° dia, auséncia de
fluido intersticial e minima
inflamacao histolégica.

Almawash et
al., 2022

Gel contendo
microemulsao

Oleo de patchouli, oleato

de etila, éter etoxilado de

6leo de ricino-40 e etanol
anidro.

Tamanho de 24,83
+ 0,12 nm, Pdl de
0,174 £ 0,12, zeta
de -33,5+0,4 mV
e morfologia
esférica e
homogénea

Ex vivo, por permeacéio cutanea
em pele de rato.
In vivo, em modelo murino de
DA induzida por DNCB, com
avaliacdo clinica das lesdes,
histologia, contagem de
mastécitos, ELISA (IgE, IL-4,
IFNy)

Reducao significativa do escore
clinico das lesdes cutaneas e da
espessura epidérmica; reducio do
numero de mastécitos e dos niveis
cutaneos de IgE e IL-4;
aumento significativo dos niveis de
IFN-y, indicando modulacgéo do
eixo Th1/Th2

Chen et al.,
2024

Lipossomas

Veneno de abelha

In vivo, em modelo de
camundongos induzido por
anidrido ftalico, com avaliacéo
da espessura da orelha, peso de
linfonodos auriculares,
histologia, contagem de
mastocitos, dosagem sérica de
IgE, IL-1B, IL-4 e IL-6 (ELISA),
expressao génica de IL-13, IL-4,
IL-6, TSLP e CCL22 (RT-gPCR)
e avaliagao das vias MAPK (p-
ERK, p-p38) e NF-kB (p65, p50,
IkB, p-IkB) por Western blot.

Reducao da espessura epidérmica
e das lesbes cutaneas de forma
dose-dependente, superior ao
veneno livre. Redugao do peso dos
linfonodos, de IgE e do infiltrado de
mastdcitos na pele lesada.
Reducao de IL-1B3, IL-4 e IL-6 no
soro, bem como da expressao
génica de IL-1B, IL-4, IL-6, TSLP e
CCL22. Inibigao da ativagéo das
vias MAPK e NF-kB, evidenciando
mecanismo anti-inflamatorio
molecular.

Kim; Song,
2022
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Tetrametilpirazina, lecitina

Tamanho de 126 +
12,55 nm, zeta de -

In vitro, por sequestro de DPPH
e remocao de Hx0s.
In vivo, em modelo murino de

Reducao das lesbes cutaneas,
com recuperacao quase completa
da pele, redugao do prurido,

Hidrogel de soja, colesterol; 242 +3,7mV, . , normalizagao da arquitetura .
contendo alginato de sédio, morfologia esférica DA |r_1duNZ|da por DNCB,’ com epidérmica. Reducéo do indice Xia et al.,
. . N avaliagcido do escore clinico, . AR AN 2024
lipossomas quitosana, cloreto de e eficiéncia de . o o esplénico, maior inibicdo de MDA e
L b ~ histologia, indice esplénico, o S
calcio e cloreto de sédio. encapsulacéo de MDA. SOD e quantificacio de aumento significativo da atividade
62,15 + 3,59 %. ’ 9 ¢ da SOD. Maior retencao cutanea
TMP.
de TMP.
Tamanho de 127,2
Gel contendo + 2,1 nm, Pdl de In vivo em camundongos com Reducéao dos niveis de IL-4, IL-6 e
Carreadores DPK-060, Compritol 888 0,1 e zetade -22,5 lesdes induzidas por TNF-a no soro dos animais Javia; Misra;
o ATO, Miglyol 840, lecitina mV. Morfologia ovalbumina, cortes histologicos tratados, reducao do Thakkar,
lipidicos . - ~ AP
de ovo e Tween 80 esférica e eficiéncia e mensuragao de IL-4, IL-6 e espessamento epidérmico e 2022
nanoestruturados ~ ~ N
de encapsulacéo de TNF-a. melhora na permeacgao cutanea.
85,3+ 1%
Tamanho de 207,1
+ 0,9 nm, Pdl de
0,27 £ 0,005 e zeta | In vivo em modelo murino de DA
. de -30,22 £ 0,78 induzida por calcipotriol, Reducéao da espessura da orelha,
Carreadores Oleo de coco, . ~ ) i AR ,
Lo L mV. Morfologia mensuracéo da espessura da da hiperplasia epidérmica, da Hayati et al.,
lipidicos monostearato de glicerila, o > . o - ~ .
esférica e orelha, anadlise histopatolégica e | infiltracdo de mastocitos e de JNK 2025
nanoestruturados Tween 80, Span 20 . . .
monodispersa, quantificacao de JNK e p- total
eficiéncia de JNK1/2 por ELISA.
encapsulacao de
94,4%.
Gel contendo Ciclosporina, Compritol In vivo em modelo de ratos
1 Tamanho de 265,6 albinos de DA induzido por 2,4- ~ , Wairkar;
Carreadores ATO 888, Gelucire 44/14, L Reducao do eritema e da o
s . nm, Pdl de 0,134 e Dinitroclorobenzeno, Patel; Singh,
lipidicos Miglyol 812N e Solutol ~ . espessura da orelha.
zeta de -29,9 mV. mensuracao do eritema e 2022
nanoestruturados HS15

espessura da orelha.
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O estudo conduzido por Wairkar et al. (2022), por exemplo, visou o
desenvolvimento de um gel dermatolégico contendo ciclosporina encapsulada
em CLNs. A associagdo demonstrou reduzir significativamente a inflamacgao e
espessura de lesdes eczematosas em um modelo animal de dermatite atdpica,
em comparagdo a formulacdo ndo nanoestruturada, evidenciando a eficacia
superior proporcionada pela encapsulagdo. Hayati e colaboradores (2025)
também viram que encapsular 6leo de coco em CLN reduziu significativamente
a espessura induzida da orelha de camundongos, a contagem de mastdcitos e
a atividade da c-Jun N-terminal quinases (JNK) em comparagdo com o ativo
isolado, o que sugere uma atividade anti-inflamatodria potencializada pela

nanoencapsulagio.

Javia, Misra e Thakkar (2022) relataram avangos relevantes no
desenvolvimento de um gel contendo CLNs carregados com DPK-060, um
peptideo com propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias, direcionado ao
tratamento da DA. Ensaios in vitro e pré-clinicos demonstraram que os CLNs
apresentaram elevada eficiéncia de encapsulagdo (85,34%) e tamanho
nanométrico médio de 127,2 nm, caracteristicas que garantiram liberagao
sustentada do peptideo e protecao contra degradacgao proteolitica, com apenas
40% de degradacgao apos 4 horas de incubagao com tripsina, em contraste com
a degradagao completa observada na formulacéo livre. Além disso, em modelos
murinos de DA induzida por ovalbumina, o gel contendo CLNs promoveu
permeacao cutanea aproximadamente trés vezes maior em comparacado as
formulagcbes convencionais, bem como redugado significativa da espessura
epidérmica e dos niveis das citocinas proé-inflamatérias IL-4, TNF-a e IL-6, em
cerca de 85%, superando o desempenho de um gel e de uma logdo contendo
DPK-060 livre. Cabe destacar que ensaios clinicos de Fase Il previamente
conduzidos (NCT01522391) ja haviam indicado a eficacia do DPK-060 em
pacientes com DA, embora limitados pela instabilidade do peptideo, limitacdo
essa que foi efetivamente contornada pela nanoencapsulagdo, a qual
demonstrou melhora significativa na estabilidade e no perfil farmacocinético do

farmaco.
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Em resumo, a analise da literatura evidencia que, embora existam
tratamentos para a dermatite atdpica, estes ainda possuem limitagdes
importantes relacionadas a seguranga a longo prazo, efeitos adversos, custos,
biodisponibilidade e estabilidade. Assim, associacdo de produtos naturais
bioativos, como o 6leo essencial de copaiba, com a encapsulagéo através de
nanoparticulas lipidicas, apresenta-se como uma estratégia racional para
superar a baixa solubilidade e volatilidade desses compostos. Adicionalmente, a
incorporagao desses carreadores em uma base hidrofilica funcional, como o
hidrogel de Aloe vera, visa ndo apenas solucionar a questao da viscosidade para
aplicagao tépica, mas também agregar propriedades anti-inflamatérias,
hidratantes e de reparo tecidual no veiculo. Essa abordagem sinérgica
fundamenta a hipétese deste trabalho de que tal sistema pode oferecer eficacia

e segurancga superior no manejo da dermatite atdpica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver um hidrogel a base de Aloe vera contendo carreadores
lipidicos nanoestruturados de 6leo de copaiba para avaliagao in vitro do potencial

anti-inflamatoério e antioxidante.

3.2. Objetivos especificos

e Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) contendo
6leo de copaiba;

e Purificar os CLNs a fim de obter uma formulacdo menos téxica;

e Caracterizar as formulagdes quanto ao tamanho, indice de polidispersao,
potencial zeta, rastreio de nanoparticulas e morfologia;

e Determinar a estabilidade do CLN sob diferentes temperaturas;

e Extrair a mucilagem e produzir hidrogéis a base de Aloe vera;

e Caracterizar a mucilagem de Aloe vera quanto a ressonancia magnética
nuclear e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas;

e Incorporar os CLNs nos hidrogéis;

e Caracterizar as formulagbes quanto a espectroscopia no infravermelho,
termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial;

e Avaliar as propriedades reoldgicas, mecanicas e de bioadesdo dos
hidrogéis;

e Avaliar a citotoxicidade em linhagens celulares de queratinécitos
humanos, fibroblastos e macréfagos murinos;

e Avaliar in vitro a internalizagao celular dos CLNs

¢ Avaliar a expressao de espécies reativas de oxigénio in vitro;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local da pesquisa

A producdo do hidrogel a base de Aloe vera e das nanoparticulas
contendo 6leo de copaiba, assim como as analises de tamanho, indice de
polidispersao, potencial zeta e infravermelho, foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia Farmacéutica (BioTecFarm), localizado no Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM/UFPB). As analises dos espectros de
RMN e de LC-MS foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo e Analise (LMCA) da UFPB. As analises térmicas foram
conduzidas no Laboratério de Polimeros e Nanoestruturas (LPN), localizado no
Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade Federal de
Pernambuco. A microscopia eletrénica de varredura foi analisada no Laboratério
Nacional de Nanotecnologia (LNNano), do Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM). A avaliagao da citotoxicidade em queratinécitos
humanos foi realizada no Laboratério de Oncofarmacologia (Oncofar/UFPB). Por
fim, a microscopia eletrénica de transmissao e o rastreamento de nanoparticulas,
bem como as caracterizagdes fisico-quimicas do hidrogel e os testes in vitro de
atividade anti-inflamatdria e antioxidante foram realizados no Centro de Inovacéao
em Sistemas Nanoestruturados e Administracdo Toépica (NanoTop), da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP-Ribeirao Preto.

4.2. Material

Os materiais utilizados neste estudo incluiram 6leo essencial de copaiba
(Ferquima Industria e Comércio, Sdo Paulo, Brasil), Distearato de Glicerila
(Precirol® ATO 5, Gattefossé, Nova Jersey, Estados Unidos), Polissorbato 80,
Tween® 80, Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brasil), Fosfatidilcolina (Lipoid® S-100,
Lipoid GmbH, Alemanha) e triglicerideo de cadeia média (BASF Pharma,
Califérnia, Estados Unidos). Foram empregadas membranas hidrofilicas de
PVDF Millex™ 0,22 um e unidades de ultrafiltragdo Amicon® Ultra com MWCO
de 15 kDa (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), bem como membrana de
didlise de celulose Spectra/Por® Biotech CE Tubing com MWCO de 100 kDa
(USA).
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Também foram utilizados Carbopol (Dindmica Quimica, Sao Paulo,
Brasil), metilparabeno e aminometilpropanol (Mix das Esséncias, Sao Paulo,
Brasil), propilenoglicol (Casa dos Quimicos, Sao Paulo, Brasil), EDTA (Neon, S&o
Paulo, Brasil) e metabissulfito de sédio (Dinamica Quimica, Sao Paulo, Brasil).
Acido férmico e acetonitrila foram adquiridos da Thermo Fisher Scientific
(Massachusetts, EUA), e agua deuterada da Cambridge Isotope Laboratories®.
Para os ensaios de cultura celular e analises biologicas, foram utilizados
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Procell Biotechnology, China),
solugao salina tampao fosfato (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brasil), brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio, dodecil sulfato de sodio, Hoechst
33342, vermelho de Nilo, acetato de forbol miristato e lipopolissacarideo de
Escherichia coli O127:B8 (Sigma-Aldrich®, EUA), além de resazurina e 2',7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA). Kits ELISA DuoSet® para IL-6 e TNF-a foram adquiridos da R&D Systems
(Minneapolis, EUA).

4.3. Producao das nanoparticulas

Carreadores lipidicos nanoestruturados foram preparados a partir de uma
formulacao previamente otimizada por nosso grupo de pesquisa (Uchoa et al.,
2025), utilizando 6leo de copaiba (6%) como lipidio liquido, Precirol® ATO 5 (1%)
como lipidio sélido, Tween® 80 (0,9%) como surfactante hidrofilico e Lipoid® S-
100 (0,5%) como surfactante lipofilico. Para tanto, foi utilizado o método de
emulsificagdo a quente seguida de sonicacdo ultrassénica (EQS)
(Venkateswarlu; Manjunath, 2004 ), sendo os componentes pesados diretamente
em um unico frasco, e o volume final ajustado com agua ultrapura para 1 mL. As
amostras foram, entado, submetidas a agitagdao magnética (1.000 rpm) enquanto
aquecidas em banho-maria (65 £ 5 °C) e, subsequentemente, submetidas a
sonda ultrassonica (60 W, 90 s) (Disruptor, Ultronique®, Indaiatuba, Sao Paulo).

Apo6s a produgao dos CLNSs, diferentes métodos de purificacdo foram
testados, com o objetivo de remover compostos ndo encapsulados e potenciais
impurezas, que poderiam interferir nas analises posteriores ou exercer efeitos
téxicos. Foram avaliadas quatro estratégias distintas: (i) filtragdo por membrana
hidrofilica de PVDF (Millex™) com poro de 0,22 um (CLN-F); (ii) centrifugacao

convencional a 5.000 rpm por 10 minutos (CLN-C); (iii) ultrafiltracdo por
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centrifuga acoplada a filtros de corte por peso molecular (CLN-CF) (MWCO 15
kDa, Amicon® Ultra, Merck Millipore), na qual a formulagao é diluida com agua
ultrapura (1:1), centrifugada nas mesmas condi¢des, seguida de nova lavagem
com agua e nova centrifugagéo, sendo coletada apenas a fragao retida no filtro;
e (iv) dialise por 24 horas utilizando membrana de celulose MWCO 100 kD (CLN-

D), com trocas de agua nos tempos de 1, 3, 6 e 24 h.

ApoOs as purificagdes, os nanossistemas resultantes foram reanalisados
quanto ao didmetro hidrodinamico, indice de polidispersao e potencial zeta, a fim
de avaliar possiveis alteracdes fisico-quimicas. Para determinar a purificacéo
mais eficaz, foi conduzido um ensaio de citotoxicidade in vitro em células
saudaveis de queratinocitos humanos, considerando como critério de escolha o
método que apresentar a menor toxicidade celular, refletindo, assim, maior
remogcao de residuos nao encapsulados e melhor biocompatibilidade da

formulacgao final.

4.4. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

4.4.1. Tamanho de particula e indice de polidispersao

O didmetro hidrodinamico e a distribuicdo de tamanho dos nanosistemas
foram determinados por espalhamento dindmico de luz (DLS) usando o Zetasizer
Lab (Malvern® Instruments Ltd, Worcestershire, UK) a 25°C. O angulo de
espalhamento foi fixado em 90 graus, e as amostras foram diluidas na proporgao
de 1:100 com agua ultrapura antes da analise. Os resultados analisados em
triplicata foram expressos como didmetro hidrodindmico médio (distribuicdo de

tamanho) e indice de polidispersao (Pdl).
4.4.2. Potencial zeta

O potencial zeta () foi medido no Zetasizer Lab (Malvern® Instruments
Ltd, Worcestershire, UK) a 25°C, com as amostras diluidas (1:100) em solugao
salina (NaCl, 1 mM) para manter uma forga ibnica constante. Todos os resultados

correspondem a média de trés determinagdes.
4.4.3. Rastreio de nanoparticulas (NTA)

A analise do tamanho médio e da distribuicdo das nanoparticulas foi

realizada por meio da técnica de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle

48



Tracking Analysis, NTA), utilizando o equipamento NanoSight NS300 (Malvern
Panalytical®, Reino Unido), com laser de 405 nm. Os CLNs foram previamente
diluidos em agua ultrapura estéril até atingirem uma concentracdo adequada
para analise, evitando sobreposicédo ou baixa contagem de particulas no campo
de visualizagdo. As medicbes foram realizadas a temperatura controlada (20-
25 °C), com registro de cinco videos de 60 segundos por amostra, em ftriplicata.
A amostra foi introduzida em camara de fluxo estatico com bomba de seringa
para garantir fluxo constante durante a captura dos videos. Foram obtidos os
parametros de didametro médio hidrodinamico, distribuicdo de tamanho, indice de

polidispersao e concentracao de particulas (particulas/mL).
4.4.4. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As analises por infravermelho para detecgao dos grupos funcionais foram
conduzidas em todos os componentes individualmente e nos CLNSs utilizando um
espectrofotometro (FTIR-ATR, Shimadzu® Cary 630). As amostras foram
adicionadas diretamente ao cristal e os dados foram coletados na regiao de 4000

a 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™' e 128 varreduras a 25 °C.
4.4.5. Analises térmicas

A fim de avaliar a estabilidade térmica das formulagbes e possiveis
interacdes entre seus componentes, os CLNs foram submetidos as analises
térmicas de termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
realizadas em equipamento DTG-60H (Shimadzu®). Para cada ensaio, cerca de
15 mg de amostra foram pesados e acondicionados em cadinhos de aluminio
selados. As analises foram conduzidas em atmosfera controlada, com

aquecimento de 25 a 500 °C, utilizando uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

4.5. Morfologia
4.5.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise da morfologia superficial dos CLNs foi realizada em Microscopio
Eletrobnico de Varredura (FEI Inspect® F50), operado a uma tensdo de
aceleracdo de 10 a 15 kV. Para o preparo das amostras, placas de silicio,
previamente funcionalizadas por tratamento de descarga de plasma

(EasyGlow®) para aumento da hidrofilicidade, foram fixadas sobre laminas de
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microscopia. A dispersdo de CLN foi diluida em agua ultrapura (Milli-Q®) na
proporgao de 1:100 (v/v) e depositada sobre as placas de silicio, sendo mantida
a temperatura ambiente até a completa secagem. Apds isso, as placas foram
fixadas em stubs de aluminio utilizando adesivo condutivo a base de carbono.
Em seguida, os stubs foram submetidos a recobrimento condutor por sputtering
com carbono, formando uma camada de aproximadamente 5 nm de espessura,

a fim de minimizar o acumulo de carga durante a analise.

4.5.2. Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

A analise morfologica foi conduzida utilizando microscépio eletrénico de
transmissao (MET) (JEOL JEM-100CX2, Téquio, Japao). As amostras diluidas
20 vezes em agua ultrapura foram depositadas em grades de cobre recobertas
com filme de carbono e coradas com acetato de uranila a 2% como contraste
negativo. Apds a secagem das grades, aproximadamente 24 horas a 25 °C, elas
foram observadas no MET a 100 kV.

4.6. Estabilidade das nanoparticulas

Os CLNs foram submetidos a analises de estabilidade a longo prazo sob
temperatura controlada. Para tanto, 2 mL de formulagdo foi armazenado em
frasco de vidro de 5 mL e avaliado por 90 dias a 4 (geladeira), 25 (bancada) e 37

°C (estufa), em termos de tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta.

4.7. Coleta da mucilagem de Aloe vera

As folhas de Aloe vera (L.) Burman f. (Figura 5A) utilizadas neste estudo
foram obtidas do horto do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A espécie foi
corretamente identificada, e uma amostra botanica foi incluida na colecdo do
Herbario Laura Pires Xavier (JPB/UFPB) sob o numero de voucher JPB0063909,
com coordenadas geograficas aproximadas de latitude 7,115°S e longitude
34,863°W (WGS84). A coleta vegetal ja foi registrada no Sistema Nacional de
Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob o numero ACEOBCC, em conformidade com a legislagao vigente
(Jales, 2018).
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As folhas selecionadas pertenciam a plantas com idade estimada de um
ano e foram colhidas sempre no inicio da manha. Apds a colheita, as folhas foram
higienizadas e suas extremidades basais seccionadas, posicionando-as
verticalmente por 30 minutos, a fim de permitir o escoamento do exsudato
amarelado do parénquima clorofiliano, rico em antraquinonas, como a aloina
(Figura 5B). Posteriormente, foi feita a lavagem com agua destilada, seguida da
remogao manual da epiderme externa (casca verde). A mucilagem (Figura 5C)
foi entdo retirada com auxilio de uma espatula de plastico e submetida a
processamento por trituragdo mecanica em mixer até obtencdo de um gel
homogéneo, que foi posteriormente submetido a filtracdo a vacuo utilizando
membrana de poliéster 100%. Para as analises de caracterizagao fisico-quimica,
a mucilagem foi congelada, liofilizada e armazenada em dessecador contendo
silica gel, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo utilizada na forma

de po seco para as analises subsequentes.

Figura 5. Processo de coleta da mucilagem de Aloe vera

Fonte: Autoria propria, 2025

4.8. Caracterizacgao fisico-quimica da mucilagem de Aloe vera

4.8.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas (LC-MS)

A mucilagem foi submetida a analise por LC-MS para verificar a presenga

da antroquinona aloina. Para tanto, a mucilagem previamente liofilizada foi
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submetida a uma extragao solido-liquido com o objetivo de solubilizar compostos
fendlicos e antraquinonas, onde 10 mg foram diluidos em 2 mL de uma mistura
etanol:agua (80:20, v/v), seguida de filtragdo em membrana hidrofilica de PVDF
(Millex®) com poro de 0,22 um (Afiibarro-Ortega et al., 2019).

Para analise, 1 yL dessa amostra foi solubilizado em 1 mL de uma solugao
1:1 de ACN:agua, e foi adicionado 1 uL de solucéo de acido férmico 0,1% em
agua (v/v). Apos isso, 200 uL desta foram diluidos em 800 pL de uma solugéo de
ACN:agua 1:1. Em seguida, foram filtrados em um filtro PVDF de poro 0,22 um.
Assim, 1 pyL da solugao filtrada foi injetado no cromatégrafo (LC-40D X3,
Shimadzu®) equipado com os modulos CBM-40, DGU-40S, LC 40D X3, SIL-40C
X3 e CTD-40S, acoplado a um espectrometro de massas (LCMS-9050,
Shimadzu®) com uma fonte de ionizagao Electrospray (ESI) e um analisador
Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF).

Foi utilizada uma coluna C18 (Ascents 150 mm x 4,6 mm x 2,7 ym), e a
fase movel consistiu em uma solugéo acido férmico/agua 0,1% v/v (Solvente A)
e acetonitrila (Solvente B). Um gradiente linear (15-50% B) foi realizado para
eluicdo em 37 min, com um fluxo de 0,3 mL/min e temperatura de 40 °C. Os
parametros das analises para espectrometros de massas foram os seguintes:
voltagem do capilar: -3,5 kV, fluxo do gas nebulizador de 3,0 L/min, gas de
secagem com fluxo de 10 ml/min e temperatura da interface de 300 °C. As
substancias foram analisadas no modo de ionizagdo negativo (m/z 100-1000).
Os dados de MS/MS foram obtidos por aquisicao dependente de dados (DIA)
com uma rampa de energia de colisdo de 5-55 V. O TOF-MS observou ions
produtos de 50-1000 m/z.

4.8.2. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

A fim de confirmar sua composicao estrutural predominante e verificar a
integridade dos polissacarideos, foram realizadas analises de Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e '3C. Os espectros foram obtidos em
espectrémetro Avance NEO 500 MHz (Bruker®), operando a 500 MHz para RMN
de 'H e 125 MHz para RMN de '3C. As amostras foram solubilizadas em agua

deuterada (Cambridge Isotope Laboratories®). Os deslocamentos quimicos (d)
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foram expressos em partes por milhao (ppm), utilizando como referéncia interna

0 proéprio solvente.

4.9. Producgao do hidrogel a base de Aloe vera

O hidrogel foi preparado com os seguintes componentes: mucilagem de
Aloe vera (80%), carbopol (1%) como espessante e agente gelificante,
metilparabeno (0,2%) como conservante antimicrobiano, propilenoglicol (5%)
como umectante e co-solubilizante, acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(0,1%) como quelante de ions metalicos, metabissulfito de sédio (0,05%) como
antioxidante e agua purificada (13,65%). Por fim, aminometilpropanol (AMP) foi
utilizado como agente neutralizante para ajuste do pH da formulagao até 7 e
ionizagdo dos grupos carboxilicos do polimero carbopol (Jales et al., 2022),

conferindo aumento da viscosidade a formulacgao.

Para o preparo, a mucilagem e o carbopol foram misturados e mantidos
sob agitacdo em um agitador mecanico de paletas (350 rpm por ao menos 4
horas) para permitir o intumescimento completo do polimero. O metilparabeno
foi dissolvido no propilenoglicol sob brando aquecimento (30 °C), e, em paralelo,
EDTA, metabissulfito e agua foram misturados a parte, em temperatura
ambiente. As fases preparadas foram, entdo, adicionadas a mistura de
mucilagem com carbopol, sob agitagao constante. Por fim, o pH foi ajustado com
AMP até pH=7 e a consequente formagao de um gel espesso e homogéneo. Os
CLN foram dispersos com auxilio de uma espatula, em uma proporcao de 1:10
de CLN:hidrogel.

4.10. Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

4.10.1. Analises térmicas

Os hidrogéis desenvolvidos, com e sem CLNs, foram submetidos as
analises térmicas de termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial,
realizadas em equipamento DTG-60H (Shimadzu®). Para cada ensaio, cerca de
15 mg de amostra foram pesados e acondicionados em cadinhos de aluminio
selados. As anadlises foram conduzidas em atmosfera controlada, com

aquecimento de 25°C a 500 °C, utilizando uma taxa de aquecimento de
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10 °C/min. Essas analises tiveram como objetivo avaliar a estabilidade térmica e

possiveis interagdes entre os componentes das formulagdes.
4.10.2.  Propriedades reologicas

As propriedades reoldgicas dos hidrogéis, na auséncia e na presenca dos
CLNs, foram avaliadas por meio da obtencdo de curvas de fluxo e de
viscosidade, utilizando um redémetro (Discovery HR-2, TA Instruments®,
Delaware, EUA), operado em modo de fluxo com taxa de cisalhamento
controlada. O sistema de medigdo empregado consistiu em geometria de cone

e placa de ago, com didametro de 40 mm, angulo de 2° e gap fixado em 59 um.

As analises foram conduzidas a temperatura de 25 °C e realizadas em
triplicata. 3 g de cada hidrogel foram cuidadosamente aplicados sobre a placa
inferior do redmetro e mantidos em repouso por 60 s antes do inicio da analise,
a fim de minimizar efeitos de cisalhamento. As curvas de fluxo, ascendentes e
descendentes, foram obtidas mediante taxa de cisalhamento crescente, de 1 a

100 s, com intervalo de estabilizagcao de 30 s.
4.10.3.  Propriedades mecéanicas e de bioadesdo

As propriedades mecanicas dos hidrogéis foram determinadas por meio
da analise do perfil de textura (Texture Profile Analysis, TPA), utilizando um
analisador de textura (TA-XT Texture Analyser, Stable Micro Systems®, Surrey,
Reino Unido). 10 g de cada hidrogel foram acondicionados em béqueres e

mantidos a 25 °C por 24 h antes da realizagao dos ensaios.

Os testes consistiram em duas compressdes sucessivas das amostras,
empregando uma sonda analitica de policarbonato com 10 mm de diédmetro,
velocidade de compressao de 2 mm-s™, profundidade de penetracdo de 5 mme
intervalo de 15 s entre a primeira e a segunda compressao. A partir das curvas
de forca em fungao do tempo, foram determinados os paradmetros de dureza
(forca maxima necessaria para promover a deformagao), compressibilidade
(trabalho requerido durante a primeira compressao), coesividade (capacidade de
reestruturagcado da formulagdo apds a remogao da forga aplicada) e elasticidade
(recuperacao da deformagao), com auxilio do software Exponent (Stable Micro
Systems®, UK).
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Ja a bioadesao dos hidrogéis foi avaliada por ensaio de tensao utilizando
0 mesmo analisador de textura, em modulo de tensao, conforme metodologia
descrita por Heck et al. (2016). Amostras de pele foram obtidas a partir de orelhas
de suinos coletadas imediatamente apds o abate (Frigorifico Olhos D’Agua, Ipu3,
SP, Brasil). Durante o transporte até o laboratério, as orelhas foram mantidas sob
refrigeragcdo a aproximadamente 4 °C, sendo posteriormente dissecadas para

obtencao das amostras de pele.

As amostras de pele foram fixadas no suporte inferior do equipamento,
enquanto o hidrogel foi acoplado ao acessério superior. O sistema foi entdo
deslocado verticalmente até o contato entre o hidrogel e a superficie da pele,
mantendo-se uma forgca constante de 0,5 N por 60 s. Apds esse periodo, 0
acessorio superior foi deslocado para cima, em moédulo de tensao, a velocidade
constante de 1 mm-s™, até o completo destacamento do hidrogel da pele (Martin
et al., 2021). Foram determinados a forga maxima de destacamento e o trabalho
de bioadesédo, correspondente a area sob a curva de forgca versus distancia,

utilizando o software Exponent. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.11. Estabilidade dos hidrogéis

A fim de avaliar sua estabilidade sob diferentes temperaturas, os
hidrogéis, com e sem CLNs, foram armazenados sob 4, 25 e 37 °C, em frascos
fechados, por um periodo de até 90 dias. As amostras foram analisadas apos 1,
15, 30, 60 e 90 dias quanto as caracteristicas organolépticas e macroscépicas,
sendo elas cor, odor, aparéncia e separagao de fases. As alteragdes observadas
foram classificadas como: normal, sem alteragcdao (N); leve modificacao da
aparéncia (LMA), da cor (LMC) ou do odor (LMO); modificacédo da aparéncia
(MA), da cor (MC) ou do odor (MO); e intensa modificagado da aparéncia (IMA),
da cor (IMC) ou do odor (IMO), conforme metodologia descrita por Blhler e
Ferreira (2008).

4.12. Ensaios de citotoxicidade in vitro

Os ensaios de citotoxicidade in vitro foram conduzidos de acordo com as
diretrizes estabelecidas pela norma ISO 10993-5, que descreve os métodos e

critérios para avaliacdo da citotoxicidade de materiais por meio de ensaios
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celulares. Inicialmente, foram testados todos os CLNs purificados pelos
diferentes métodos descritos anteriormente, além de um CLN “vazio”, contendo
MCT no lugar do éleo de copaiba. Dentre as formulagdes purificadas, a que
apresentou menor citotoxicidade foi selecionada e incorporada ao hidrogel de
Aloe vera, sendo esta nova formulagdo também posteriormente submetida ao
ensaio. Um hidrogel controle, sem incorporagédo de CLNs, e o OC livre, também

foram analisados para fins comparativos.

A citotoxicidade dos CLNs, hidrogéis e déleo livre foi avaliada de duas
formas: (i) para as linhagens aderentes, HaCaT e NIH/3T3, por meio do ensaio
de viabilidade celular baseado na reducdo do sal de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), o qual permite inferir a atividade
metabdlica mitocondrial e citoplasmatica de células viaveis; (ii) para a linhagem
semi-aderente, RAW 264.7, por meio do ensaio de viabilidade celular
AlamarBlue®, baseado na conversdo de resazurina em resorufina. Todas as
células foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
contendo Soro Fetal Bovino a 10% e Estreptomicina Penicilina a 1%, e mantidas

em incubadora a 37 °C.

Para as linhagens aderentes, as células foram semeadas em placas de
96 pogos (1x10° células/pogo), em um volume final de 100 L por pogo. Apds um
periodo de 24 horas de incubagao para aderéncia, o meio foi retirado e foram
adicionadas as formulagdes em diferentes concentragdes do 6leo de copaiba
(6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL). Apds mais 24 horas de tratamento, o meio
de cultura foi removido e substituido por meio fresco contendo MTT (5 mg/mL).
As placas foram, entao, incubadas por mais 4 horas para formacgao dos cristais
de formazan, os quais indicam a viabilidade celular. Em seguida, foi adicionada
uma solugdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) em HCl a 10% (100 pL/pogo)
para solubilizacdo dos cristais. A absorbancia foi medida em espectrofotémetro
de microplacas (Synergy HT, BioTek Instruments®, Winooski, VT, EUA) com
comprimento de onda fixado em 570 nm. Cada experimento foi realizado em trés
ensaios independentes, com quadruplicatas cada. Os resultados foram
expressos como curvas de viabilidade celular e pela concentragdo necessaria
para inibir 50% da viabilidade celular (Clso), determinada por ajuste de curva de

regressao nao linear.
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Para a linhagem semiaderente, a viabilidade celular foi avaliada de forma
semelhante, mas pelo ensaio AlamarBlue®, baseado na redugao da resazurina
a resorufina por células metabolicamente ativas. Diferentemente do ensaio de
MTT, o meio de cultura ndo foi removido durante o procedimento para minimizar
perdas celulares. Apés 24 h de tratamento com os grupos selecionados, foi
adicionado AlamarBlue® aos pogos na proporcao de 10% (v/v) em relagdo ao
volume final, seguido de incubagéo a 37 °C, em atmosfera umidificada com 5%
de COz2, por 3 h, protegido da luz. A fluorescéncia da resorufina foi entdo
quantificada em leitor de microplacas (A de excitagao de 560 nm e A de emissao
de 590 nm). Como o produto reduzido € soluvel no meio, nado foi necessaria

etapa de solubilizagao, permitindo a leitura direta.

4.13. Internalizagao das nanoparticulas

A internalizagdo celular dos CLNs foi avaliada nas linhagens HaCaT e
RAW 264.7 por microscopia confocal. Para esse ensaio, os CLNs foram
previamente marcados com vermelho de Nilo (0,1 mg/mL, incorporado com os
demais componentes durante a produc¢do), um corante lipofilico amplamente
utilizado para rastreamento intracelular de sistemas lipidicos. As células foram
plaqueadas em placas de Petri com fundo de vidro para microscopia confocal,
contendo quatro compartimentos independentes, na densidade de 3 x 10*
células por compartimento, em meio DMEM. Cada compartimento recebeu um
volume final de 500 uL de meio de cultura. As células foram mantidas em
incubadora a 37 °C, atmosfera umidificada contendo 5% de COz, por 24 h para

permitir adesao celular.

ApOs esse periodo, 0 meio de cultura foi removido e substituido por meio
fresco contendo os CLNs marcados com vermelho de Nilo, na concentracao final
de 25 pg/mL em relagcdo ao 6leo encapsulado. Para possibilitar a analise da
internalizacdo em diferentes tempos mantendo condi¢gdes experimentais
idénticas, os CLNs foram adicionados em tempos escalonados nos diferentes
compartimentos da placa, de modo que todas as amostras fossem analisadas
simultaneamente ao final do experimento. Os tempos de incubacao avaliados
foram de 0,25, 0,75,1,2,3e5h.
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Ao término dos tempos de incubagao, o meio contendo as nanoparticulas
foi removido, e as células foram lavadas cuidadosamente com PBS. Em seguida,
as células foram incubadas com Hoechst 33342 (1 uyg/mL em PBS) por 15 min,
protegidas da luz, para marcagao dos nucleos celulares. Apés nova lavagem
com PBS, foi adicionado meio DMEM sem fenol vermelho, a fim de evitar

interferéncia na aquisi¢cao das imagens fluorescentes.

A aquisigao das imagens foi realizada em microscopio confocal (TCS SP8,
Leica Microsystems, Alemanha), utilizando objetiva de imersao em 6leo HC PL
APO CS2 63x/1,40 NA. As imagens foram adquiridas com resolucdo de
1024x1024 pixels, varredura bidirecional e velocidade de varredura de 400 Hz.
O corante Hoechst foi excitado com laser de 405 nm, e a emissdo foi coletada
na faixa de 408-413 nm, sendo representado nas imagens pela cor azul,
enquanto o vermelho de Nilo foi excitado com laser de 552 nm, com a emissao
coletada entre 589-651 nm, sendo representado em verde. As imagens
adquiridas foram processadas e analisadas utilizando o software Leica LAS X,
permitindo a analise qualitativa da distribui¢ao intracelular dos CLNs ao longo do

tempo de incubacao.

4.14. Avaliacao do estresse oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares foi
avaliada por citometria de fluxo utilizando a sonda fluorescente 2’,7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Para isso, células da linhagem
RAW 264.7 foram plaqueadas na densidade de 3,5 x 10° células por pogo em
placas de 6 pocgos, contendo meio DMEM de alta glicose, e incubadas por 24 h

a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, para adesao celular.

ApoOs esse periodo, o meio foi removido e as células foram tratadas com
os hidrogéis com e sem CLNs, CLNs isolados ou 6leo de copaiba livre, todos na
concentracéo final equivalente a 25 ug/mL de 6leo, permanecendo em incubagao
por 24 h. Ao término do tratamento, as formulagdes foram removidas e as células
foram estimuladas com acetato de forbol miristato (PMA) na concentragao de
200 ng/mL, sendo incubadas por 45 min a 37 °C, com o objetivo de induzir a
producao de ROS intracelulares. Em seguida, as células foram lavadas com PBS
e incubadas com DCFH-DA (5 pyM) por 20 min, a 37 °C, protegidas da luz.
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Apés a incubagao, o corante foi removido, as células foram novamente
lavadas com PBS e destacadas mecanicamente por raspagem. As suspensdes
celulares foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas a 1.300
rom por 5 min. O sobrenadante foi descartado, e os pellets celulares foram
ressuspendidos em 100 pL de PBS. As amostras foram ent&o transferidas para
tubos apropriados para citometria de fluxo e mantidas em gelo e protegidas da
luz até a analise. A fluorescéncia do DCF, correspondente a producéo intracelular
de ROS, foi determinada e os dados foram expressos como intensidade média
de fluorescéncia (MFIl) e analisados comparativamente entre os grupos

experimentais, através do software GraphPad Prism.

4.15. Avaliacao da atividade anti-inflamatéria in vitro

4.15.1.  Producgédo de NO2>

A quantificacéo de nitrito (NO2"), produto de oxidagao do 6xido nitrico, foi
realizada utilizando o principio da redugdao quimica do nitrito a NO gasoso,
seguido de detecgao por quimiluminescéncia. A producédo de NO é amplamente
utilizada como marcador indireto da resposta inflamatéria, especialmente em

modelos associados a ativagdo de macrofagos (Malvicini et al., 2022).

As células RAW 264.7 foram cultivadas em DMEM e mantidas em
incubadora a 37 °C, sob atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. Para os
ensaios, as células foram plaqueadas em placas de 48 pocos na densidade de
1 x 10° células/poco, utilizando volume final de 400 pL por pogo, e incubadas por
24 h para permitir adesao celular. Apos esse periodo, o meio de cultura foi
removido e as células foram submetidas aos diferentes tratamentos por mais 24
h. As formula¢des foram adicionadas na concentracéo final de 6leo de copaiba
de 25 pg/mL, concomitantemente a estimulacdo inflamatéria com
lipopolissacarideo (LPS) (1 pg/mL). Grupos controle incluiram: (i) células
tratadas apenas com LPS (controle positivo de inflamacgao), (ii) células mantidas
apenas em meio de cultura (controle negativo) e (iii) células tratadas apenas com
as formulagdes, na auséncia de LPS, a fim de verificar se os sistemas avaliados
induziam resposta inflamatéria basal. Ao final, os sobrenadantes foram coletados

e armazenados a -20 °C até o momento das analises.
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Antes da anadlise, as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente e, quando necessario, diluidas em agua ultrapura livre de nitrito, de
acordo com a faixa linear de detecg¢ao do equipamento. A quantificacao de nitrito
foi realizada utilizando um analisador de éxido nitrico (NOA) (280i, Sievers, GE
Analytical Instruments, Boulder, CO, EUA). O sistema foi calibrado com 8 pontos
utilizando solugdes padrdo de nitrito de sodio (NaNO,) em concentragdes
conhecidas, preparadas em agua ultrapura, para construgcdo da curva de
calibragdo. Para a analise, 10 yL das amostras ou dos padrbes foram injetados
em um frasco de reacdo contendo solugao redutora de vanadio(lll) cloreto (VCl,)
em acido cloridrico aquecido a 95 °C. Nesta solucdo, o nitrito presente foi

gquantitativamente reduzido a NO gasoso, seguindo a reag&o abaixo:
NO,” +2V* +4 H* — NO +2V* +2H,0

O NO liberado foi transportado pelo fluxo de gas inerte até a camara de
deteccdo do NOA, onde reagiu com ozbénio (O3), gerando um sinal de
quimiluminescéncia proporcional a concentragédo de NO presente na amostra. O

sinal foi registrado e integrado pelo software do equipamento.

As concentracbes de nitrito nas amostras foram determinadas por
interpolacao a partir da curva padrao de nitrito de sddio e expressas em pM. Os
resultados foram utilizados como indicador indireto da produgao de 6xido nitrico.
A atividade anti-inflamatéria dos tratamentos foi avaliada pela redugao dos niveis
de nitrito em comparagéo ao grupo controle inflamatério (LPS), sendo os dados

apresentados como média * erro padrao.
4.15.2. Produgéo de IL-6 e TNF-a

A atividade anti-inflamatdria dos CLNs, dos hidrogéis e do éleo de copaiba
também foi avaliada in vitro por meio da quantificagdo da producgao de citocinas
pro-inflamatérias, sendo estas a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), em macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 estimulados com

lipopolissacarideo.

As células RAW 264.7 foram cultivadas conforme descrito no subtdpico
anterior, e as concentragdes de IL-6 e TNF-a nos sobrenadantes foram

determinadas por ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA sanduiche, utilizando
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kits comerciais DuoSet® para camundongo (R&D Systems, Minneapolis, MN,
EUA), de acordo com as instru¢des fornecidas pelo fabricante. As curvas padrao
foram preparadas conforme recomendado nos kits, e a leitura da densidade
optica foi realizada a 450 nm em leitor de microplacas. Os niveis de citocinas

foram expressos em pg/mL, calculados a partir das curvas padréao.

4.16. Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata ou quadruplicata, e
os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Para comparagao
entre dois grupos, foi aplicado o teste t de Student ndo pareado. Em analises
envolvendo trés ou mais grupos, foi utilizada analise de varidncia unidirecional
(ANOVA oneway), seguida do teste de Tukey para comparagbes multiplas.
Diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism®
(San Diego, EUA).
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Resultaddes e diseessio



Tamanho (nm)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Producao e purificagcao dos nanossistemas

O nanossistema produzido corresponde a formulagdo previamente
otimizada e parcialmente caracterizada pelo grupo de pesquisa, como descrito
por Uchda et al. (2025), e manteve caracteristicas fisico-quimicas compativeis
com aquelas reportadas no referido estudo. A formulacdo apresentou aparéncia
fisico-quimica adequada, com cor branca e reflexo azulado, caracteristico de
formulacbes na escala nanométrica. Apresentou também didametro
hidrodinamico médio de 183,0 + 1,8 nm, estando em consonancia com a
literatura cientifica no que tange a CLN e aplicagbes tdpicas, pois particulas
abaixo de 200 nm tendem a apresentar maior internalizagéo celular e melhor
estabilidade em suspensao (Yusuf et al., 2023). Além disso, seu Pdl foi de 0,12
1 0,01 e potencial zeta foi de —32,8 + 0,4 mV, denotando distribuigdo estreita e
estabilidade eletrostatica adequada para a maioria das aplicagdes biologicas,
visto que valores de potencial zeta em mddulo =230 mV sao frequentemente
usados como indicador de maior estabilidade eletrostatica em suspensdes

(Rodriguez-Loya; Lerma; Gardea-Torresdey, 2023).

Com o intuito de remover possiveis residuos ndo encapsulados e avaliar
o impacto dos diferentes processos de purificagdo sobre as propriedades
coloidais, quatro estratégias foram testadas, como exposto na Figura 6. De
maneira geral, todas as abordagens preservaram o carater nanométrico das
formulagcbes, com tamanhos médios variando entre 177,3 e 192,7 nm e

potenciais zeta entre —29,2 e —35,2 mV (Tabela 2).

Figura 6. Comparagéao entre os parametros fisico-quimicos das formula¢des

purificadas e nao purificada.
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CLN: nao purificado; CLN-F: filtrado; CLN-C: centrifugado; CLN-CF: centrifugado com filtro;
CLN-D: dialisado. Resultados expressos como média £ DP. ANOVA one-way seguida de teste

de Tukey. Asteriscos indicam p < 0,05 em relagdo ao grupo CLN.
Fonte: Autoria prépria, 2025

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos das formulag¢des purificadas em comparagao

com o CLN né&o purificado.

Tamanho
Formulagao PdIl Zeta (mV)
(nm)
CLN 183 +1,8 0,12 £ 0,01 -32,8+0,4

CLN-F 190,1+2,0 0,17 £ 0,07 -32,9+1,0

CLN-C 177,3+1,8 0,09 + 0,02 -29,2+0,4

CLN-C+F 1855+ 1,5 0,11+ 0,02 -31,4 £ 0,32

CLN-D 192,7 £ 2,2 0,13+ 0,04 -35,2+1,0

Fonte: Autoria prépria, 2025

A anadlise estatistica revelou diferengas significativas no tamanho de
particula para alguns grupos em relagao ao CLN nao purificado (Figura 6, p <
0,05). Entretanto, do ponto de vista pratico, todas as formulagées permaneceram
dentro da mesma faixa de tamanho considerada adequada para aplicacao
tépica, ndo sendo observadas alteracbes que comprometessem a aplicabilidade
do sistema. Em relacédo ao Pdl, apesar da centrifugacdo convencional (CLN-C)
ter resultado em menores valores (0,09 + 0,02), sugerindo aumento da
monodispersidade apds sedimentagcdo do material livre, estatisticamente, essa

diferenca nao foi significativa.

Quanto ao potencial zeta, observou-se que a dialise resultou em aumento
significativo (-35,2 + 1,0 mV) em comparagéao ao CLN n&o purificado, sugerindo
uma remocao eficiente de impurezas de baixo peso molecular. Ainda assim,
todas as formulacbes apresentaram valores de potencial zeta em moddulo

préximos ou superiores a 30 mV, indicando estabilidade eletrostatica adequada
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e auséncia de tendéncia a agregacao, independentemente da estratégia de

purificagcao utilizada.

5.2. Ensaio de citotoxicidade dos nanossistemas purificados

A analise da citotoxicidade em células HaCaT demonstrou diferengas
significativas entre as formulagbes avaliadas, revelando perfis dose-

dependentes distintos entre elas (Figura 7).

Figura 7. Citotoxicidade na linhagem celular HaCaT apos tratamento com as

formulagdes por 24 horas, usando o ensaio MTT
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Resultados expressos como média + DP. ANOVA One-way seguido de teste de Tukey. Letras
diferentes indicam p<0.05.
CLN: CLN né&o purificado; CLN-C: CLN centrifugado; CLN-F: CLN filtrado; CLN F+C: CLN
centrifugado com filtro; CLN-D: CLN dialisado; CLN MCT: CLN vazio, sem OC.
Fonte: Autoria propria, 2025
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Os resultados mostraram que a nanoencapsulagao do 6leo de copaiba
em CLNs dialisados (CLN-D) reduziu significativamente sua toxicidade em
relacéo ao 6leo livre, conforme evidenciado pelo aumento do valor de ICso (73,59
t+ 1,21 pg/mL) (Tabela 3). Observou-se que a formulagc&o dialisada também
apresentou o maior valor de Clso (73,59 £ 1,21 yg/mL), sendo significativamente
superior a do CLN néo purificado e a dos demais CLNs, o que indica menor
citotoxicidade e sugere que a etapa de dialise contribuiu para ampliar a janela de

seguranga in vitro do 6éleo de copaiba.

Tabela 3. Concentracao que inibe 50% do crescimento celular (Clso) em HaCaT apds

tratamento com as formulagdes por 24 horas, utilizando o ensaio do MTT.

Formulagao Clso (ug/mL)

oC 39,50 £ 1,972
CLN 45,64 + 1,632
CLN MCT > 1002
CLN-F 32,97 £ 0,782
CLN-C 34,04 + 2,162
CLN-C+F 35,06 + 1,492
CLN-D 73,59 + 1,21P

Valores expressos como média + DP. ANOVA One-way seguida de teste de Tukey. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Fonte: Autoria prépria, 2025

A filtragdo e a centrifugagdo removem predominantemente particulas de
maior tamanho ou agregados eventualmente formados durante o preparo,
enquanto a ultrafiltracdo promove a retencdo do nanossistema com remocéao
parcial da fase aquosa. Esses processos podem, portanto, resultar em
modificagdes na concentracido efetiva do CLN ou na proporg¢ao entre fracoes
livres e associadas, 0 que pode explicar o discreto aumento da citotoxicidade
observado, em relagao ao CLN-D.

A dialise mostrou-se mais eficiente na remocéo de constituintes de baixa
massa molecular ndo encapsulados ou fracamente associados as

nanoparticulas, reduzindo a fracdo prontamente biodisponivel do o6leo. A
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diminuicao significativa da citotoxicidade observada apds esse processo sugere
menor exposi¢cao celular imediata aos componentes livres, favorecendo um perfil
de liberacdo mais controlado e dependente da fragcdo efetivamente retida na
matriz lipidica.

Assim, para as etapas subsequentes deste estudo, optou-se por utilizar o
CLN-D (daqui em diante chamado apenas de “CLN”), uma vez que essa
abordagem apresentou o perfil de citotoxicidade mais favoravel. A escolha da
formulac&o dialisada visa garantir maior consisténcia experimental, reduzindo a
influéncia de fracdes livres ou fracamente associadas do 6leo de copaiba que
poderiam trazer variabilidade nos ensaios biologicos. Além disso, a dialise
permite trabalhar com um CLN no qual a resposta celular esta
predominantemente relacionada a fracdo efetivamente encapsulada,
favorecendo a interpretagdo dos resultados e a comparagao entre diferentes

experimentos.

5.3. Rastreio de nanoparticulas

O rastreio dos CLNs revelou uma distribuicdo de tamanhos unimodal e
centrada na faixa nanométrica, com média ponderada de 178,9 £ 1,7 nm (Figura
8), modo de 153,5 + 3,0 nm, D50 de 165,3 + 0,9 nm e D90 de 243,3 £ 4,4 nm.

Figura 8. Distribuicdo de tamanho de particulas do sistema
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Fonte: Autoria propria, 2025
Em NTA, esses parametros descrevem a distribuicdo por numero de

particulas rastreadas individualmente a partir do seu movimento Browniano,
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onde o modo representa o tamanho mais frequente (pico da distribui¢cao),
indicando onde se concentra a maior parte da populagdo; D50 a mediana da
distribuicdo, ou seja, 50% das particulas tém didmetro igual ou menor a esse
valor, fornecendo uma medida do centro sem ser influenciada por caudas; e D90
delimita a cauda superior (indica que 90% das particulas tém tamanho igual ou
menor a esse valor), util para detectar a presenca de subpopulagdes maiores.
Assim, estes parametros indicam uma populagdo compacta, sem agregados
relevantes, corroborando também com o Pdl baixo observado na analise por
DLS. Ressalte-se, ainda, que a pequena diferenga entre os resultados do NTA
(numero-ponderado) e do DLS (intensidade-ponderado) é esperada, pois, devido
a contagem individual, o NTA fornece resultados levemente menores do que os
diametros médios por intensidade do DLS, que sdo mais sensiveis a fracdes

maiores (Maguire et al., 2018).

No que se refere a concentracdo, o NTA indicou que a formulagao
apresentou aproximadamente 8,9 x 102 particulas/mL, considerando a diluicao
de 1:10000 utilizada para a analise. Esse valor elevado confirma a eficiéncia do
processo de producgao e representa um dado relevante na pratica, uma vez que
a caracterizagdo de nanoparticulas € geralmente restrita a parametros como
diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta, que nao refletem
diretamente a densidade populacional de particulas disponiveis para interagao
bioldgica. A determinacdo da concentracdo em particulas/mL €&, portanto, um
parametro complementar ao teor de ativo encapsulado, que permite que a dose
seja definida ndo apenas em termos de massa de OC, mas também em fungéo
do numero absoluto de CLNs administrados. Essa informacéao é particularmente
importante em formulagdes de aplicacao topica, nas quais o efeito farmacolégico
pode depender ndo apenas da quantidade de dleo liberado, mas também do
numero de particulas efetivamente capazes de aderir, interagir e liberar o

farmaco na superficie cutanea (Chaiprateep et al., 2023).

5.4. Espectroscopia no infravermelho

Para confirmar a composi¢ao quimica das amostras com base em seus

grupos funcionais, as nanoparticulas foram analisadas por Espectroscopia no
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infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e os espectros foram dispostos

na Figura 9.

Figura 9. Analise comparativa dos espectros de FTIR dos CLNs e de seus

componentes.
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Fonte: Autoria prépria, 2025

Nos espectros individuais, observam-se as bandas tipicas esperadas para
os excipientes lipidicos e tensoativos. O Precirol® ATO 5, rico em glicerideos,
apresentou bandas intensas associadas ao estiramento C—-H de cadeias
alifaticas (~2914 e ~2850 cm-') e uma banda marcante de estiramento C=0 de
éster (~1730 cm-'), além de bandas na regido de ~1470 cm™ (vibragbes da
cadeia alifatica), que sao tipicas de materiais lipidicos ricos em ésteres (Teixeira
et al., 2022). Para o Tween 80, a presenga de banda na regido de carbonila
(~1733 cm') e contribuigdes na regido de C-H (~2858 cm-') também é
compativel com sua estrutura (éster e cadeias alifaticas), favorecendo
sobreposi¢cao com as bandas dos lipidios (Ali et al., 2023). Ja o espectro do OC
apresentou predominancia de bandas associadas a grupos hidrocarbonetos (C—
H alifatico na regido de ~2900 cm-'), além de bandas de estiramento C=0 (~1700
cm-') e sinais em 886, 1500 e 1644 cm-', caracteristicos de 6leos essenciais
(Agatonovic-Kustrin et al., 2020).
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Ao analisar o espectro do CLN, nota-se que ele é majoritariamente
parecido com o do lipidio sélido, com manutenc¢ao das bandas alifaticas (~2914
e ~2850 cm™') e da carbonila de éster (~1730 cm), além de bandas na regido
de ~1470 cm™'. Esse comportamento é esperado, ja que a fragao lipidica constitui
a maior parte da composi¢cao da particula (Teixeira et al., 2022). Um ponto
importante € que, no espectro do CLN, ndo houve formagédo de novas bandas
correspondentes a ligagbes covalentes com o 6leo de copaiba, e as bandas que
seriam mais atribuiveis ao OC também aparecem atenuadas, possivelmente
mascaradas pela matriz lipidica e pelos tensoativos. Esses aspectos sao
frequentemente interpretados como indicativo de que o composto se encontra

bem internalizado na matriz, e ndo livre na amostra (Hema et al., 2022).

5.5. Analises térmicas

A fim de avaliar o comportamento térmico dos CLNs frente a altas
temperaturas, foram realizados os ensaios de Termogravimetria (TG) e

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).

O termograma (Figura 10A) evidencia uma perda de massa gradual, com
a primeira reducdo mais perceptivel ocorrendo apenas por volta de 280 °C,
representando cerca de 20% de perda, seguida por uma etapa mais intensa
entre 300 e 400 °C e culminando em residuo final minimo acima de 450 °C. A
auséncia de eventos de perda de massa em baixas temperaturas sugere que o
Oleo de copaiba, mesmo possuindo fragdes volateis, nao se encontra adsorvido
na superficie, mas sim retido no nucleo das nanoparticulas (Munera-Echeverri;
Munera-Echeverri; Segura-Sanchez, 2024). A degradagdo mais acentuada
observada posteriormente corresponde possivelmente a decomposicao térmica
e carbonizacao da matriz lipidica e dos surfactantes, resultando em um residuo

final minimo, caracteristico de materiais organicos biocompativeis.

Ja a curva de DSC (Figura 10B) destaca um evento endotérmico bem
definido antes de 100 °C, possivelmente associado a fusdo do lipidio soélido
utilizado nas nanoformulagdes e sua interagdo com os componentes liquidos,
assim como observado por Huguet-Casquero e colaboradores (2020). A

auséncia de um segundo pico endotérmico, por outro lado, também pode estar
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relacionada a boa dispersdo do composto encapsulado, neste caso o 6leo de

copaiba, e dos tensoativos utilizados, na matriz lipidica (Muraca et al., 2023).

O perfil adequado de estabilidade térmica dos CLNs se da provavelmente
devido a formacgédo de uma matriz estruturalmente desordenada induzida pela

presenca do 6leo no nucleo lipidico das particulas.

Figura 10. TG (A) e DSC (B) dos CLNs produzidos e purificados.

100 B 16|
=~ ~ 18
E\, 80 ;
(CPJ é 201
@ 5 I
a 60 % 22
= O 2}
3 g
pus o 26f
g S 28
5 3 I
a % i
30t
o[ ( . . \ . , ‘ 32{ ‘ . . ‘ . ‘
0 100 200 300 400 500 600 700 50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

5.6. Morfologia

A avaliagao morfolégica dos CLN por microscopia eletronica de varredura
e microscopia eletrbnica de transmissdo evidenciou particulas de formato
predominantemente esférico, com contornos regulares e distribuicdo
relativamente homogénea (Figura 11). Na escala de 1 ym observa-se uma boa
dispersao das particulas no campo, sem formacao de agregados grandes, o que
corrobora a estabilidade coloidal previamente indicada pelas analises de DLS e
NTA. Ja em 200 nm, as imagens mostram particulas de superficie definida e
nucleo de maior contraste, o que pode estar associado a heterogeneidade da
matriz lipidica, composta por uma mistura de lipidios solidos e liquidos. Essa
forma de organizacgéo é caracteristica de carreadores lipidicos nanoestruturados,
onde a combinagdo dos lipidios favorece a formacédo de regides menos
organizadas dentro da matriz, conferindo maior capacidade de encapsulagao e
retencao do ativo, neste caso, o dleo de copaiba.

Resultados semelhantes tém sido amplamente reportados na literatura.
Uchbéa et al. (2025) e Prasertpol; Tiyaboonchai (2020), por exemplo,

demonstraram que CLN apresentam, em geral, morfologia esférica e superficie
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uniforme, indicando boa integridade das particulas apés a produgao. Além disso,
a forma esférica e a homogeneidade sao caracteristicas diretamente ligadas a
estabilidade fisico-quimica, a eficiéncia de encapsulagdo, a uma melhor
internalizacao celular e a um perfil de liberagao controlada desses sistemas.

Figura 11. MET dos CLN na escala de 1 um (A) e 200 nm (B) e MEV dos CLN na
escala de 1 ym (C) e 200 nm (D)

Fonte: Autoria proépria, 2025

5.7. Estabilidade fisico-quimica

Formulagdes farmacéuticas sdo suscetiveis a processos de degradagao
quimica e fisica ao longo do seu tempo de armazenamento, o que pode
comprometer a qualidade do produto e, consequentemente, reduzir sua eficacia
terapéutica (Perrigue et al., 2021). Neste estudo, os CLNs foram monitorados
por 90 dias quanto ao tamanho de particula, indice de polidisperséo e potencial

zeta, e os resultados estdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Diferencas de tamanho de particulas (A) e potencial zeta (B) dos CLNs ao
longo de 90 dias e 4, 25 e 37 °C.
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Fonte: Autoria prépria, 2025

Os CLNs mantiveram aspecto macroscopico e tamanho relativamente
constantes sob armazenamento a4 °C e 25 °C ao longo dos 90 dias, com apenas
variagbes discretas (165,4 e 168,9 nm, respectivamente.). Em relacdo ao
potencial zeta, houve um aumento significativo em maodulo, de -20,7 para -36,2
mV (4 °C) e -44,6 mV (25 °C). Esse comportamento sugere boa estabilidade
coloidal nessas condi¢cdes, compativel com o uso de lipidios e surfactantes
capazes de manter uma barreira interfacial integra e reduzir a tendéncia a

agregacao, mesmo em diferentes condicbes de armazenamento.

Por outro lado, alteragcbes no potencial zeta nem sempre se traduzem
linearmente em ganho ou perda de estabilidade coloidal, principalmente em
casos como este, onde formulagdes lipidicas estabilizadas por tensoativos nao
ibnicos, como os polissorbatos, tendem a apresentar contribuicdo relevante de
estabilizagao estérica (Dhiman et al., 2021). Assim, sob armazenamento a 37 °C,
apesar de um aumento do potencial zeta no dia 90 (-38,8 mV), observou-se
aumento acentuado do tamanho (602,9 nm), acompanhado por evidente
separacgao de fases, indicando instabilidade fisica tardia, possivelmente estérica,

sob temperaturas elevadas.

Do ponto de vista fisico-quimico, € esperado que temperaturas mais
elevadas reduzam a estabilidade coloidal de dispersdes nanoestruturadas, pois
o0 aumento da energia cinética intensifica 0 movimento browniano das particulas,

elevando a frequéncia de colisbes entre elas, o que leva a formacado de
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agregados e o aumento da polidispersao do sistema (Hutin et al., 2022). Além
disso, em nanoparticulas lipidicas, variagdes térmicas podem influenciar eventos
de fusao e recristalizagado da matriz e acelerar transi¢des polimérficas, processos
dependentes de temperatura e tempo de armazenamento, alterando a area
superficial das particulas, o que impacta a eficiéncia da camada de tensoativo e,

consequentemente, a tendéncia a agregacgao (Yang et al., 2014).

Em suma, os resultados indicam que os CLNs sé&o fisico-quimicamente
estaveis em 4 °C e 25 °C por pelo menos 90 dias, enquanto a condigdo de 37 °C
atua como uma espécie de estresse térmico que, ao longo do tempo, pode

comprometer a estabilidade coloidal e a homogeneidade do sistema.

5.8. Caracterizagao fisico-quimica da mucilagem de Aloe vera

5.8.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas

A garantia da seguranca dermatolégica da mucilagem de Aloe vera
recomenda a remocao eficiente da maior parte das antraquinonas presentes no
latex, substancias reconhecidas pelo seu potencial citotoxico se presentes em
altas quantidades (Ahlawat; Khatkar, 2011). Para investigar a presenca destes
contaminantes, especificamente a aloina, empregou-se uma extracado solido-
liquido seguida de analise por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria

de Massas.

A andlise do Cromatograma de fons Totais (Figura 13A), revelou elevada
pureza para a fragao isolada. Foram observados apenas dois sinais residuais de
baixa intensidade relativa, nos tempos de retencdo de 16,53 e 17,53 min,
atribuidos a presenca de aloina. A identificacao desses sinais foi confirmada por
meio do cromatograma de ions extraidos e do espectro de massas
correspondente (Figuras 13B e 13C), os quais evidenciaram o ion desprotonado

com razao massa/carga [M—H]™ de m/z 417,1176.

A aloina ocorre naturalmente como uma mistura de dois
diastereoisbmeros, aloina A (barbaloina) e aloina B (isobarbaloina), os quais
apresentam a mesma razao massa/carga em espectrometria de massas, porém

diferem em sua interagdo com a fase estacionaria cromatografica. Como
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consequéncia, esses isdmeros eluem em tempos de retengao préximos, porém
distintos, resultando na observagao de dois picos cromatograficos associados ao
mesmo ion molecular, assim como observado previamente por Loschi et al.
(2022).

Adicionalmente, o perfil de fragmentagao corroborou a estrutura de uma
C-glicosil-antraquinona, que evidenciou a presengca do ion fragmentario
majoritario de m/z 297,0755, correspondente a aloe-emodina antrona, resultante

da clivagem da porg¢ao glicosidica da aloina (Wang et al., 2012) (Figura 13C).
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Figura 13. Cromatograma de ions totais (A), sinal referente a aloina (B) e ions

relacionados (C)
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Fonte: Autoria propria, 2025

Embora detectavel pela alta sensibilidade do sistema utilizado, a baixa
intensidade do sinal em comparagao a dos demais sinais encontrados entre 3 e
5 minutos, sugere a baixa concentragdo da aloina na amostra. Tal fato corrobora
a auséncia de citotoxicidade observada nos ensaios biolégicos com macréfagos
e fibroblastos realizados neste estudo, discutido no tdpico 5.11. posterior. Em

conjunto, esses resultados validam a mucilagem coletada como um insumo
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seguro e adequado para o tratamento transdérmico, onde a presenga destes
tracos nao compromete sua aplicabilidade clinica, visto que o International Aloe
Science Council (IASC) preconiza que pode haver baixo teor de aloina em
produtos topicos, geralmente abaixo de 50 ppm, sem riscos de irritagdo (IASC,
2013).

5.8.2. Ressonéancia magnética nuclear

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é
amplamente empregada como uma ferramenta de identificagdo, garantia da
integridade e controle de qualidade para preparagdes de diversos produtos,
inclusive da Aloe vera. Isso se da, sobretudo, porque ela permite reconhecer
uma area de impressao digital de polissacarideos acetilados do gel e detectar
marcadores de degradagao/adulteracdo em uma mesma aquisicdo de RMN
(Jiao et al., 2010).

No espectro de '"H RMN (Figura 14A), observa-se predominancia de sinais
na regiao 3,0-4,5 ppm, caracteristica de prétons ligados a carbonos oxigenados
em anéis de carboidratos, como glicose e manose, padrédo esperado para
matrizes polissacaridicas (Kiran et al., 2017). O sinal diagnéstico da acemanana,
descrita na literatura como um manano B-(1—4) com acetilagdo parcial,
geralmente se apresenta no espectro com sinais na faixa de 2-2,5 ppm,
associados aos prétons do grupo metilico dos grupos acetil. Ademais, o sinal em
torno de 4,45 ppm, atribuido ao acido malico natural da planta, também costuma

estar presente (Jales et al., 2022; Minjares-Fuentes et al., 2017).

Corroborando esses dados, observa-se no espectro de "*C RMN (Figura
14B) um perfil rico em carboidratos, sugestivo da presenga de glucomanana,
com predominancia de sinais na regidao de 60-85 ppm, atribuida aos carbonos
do esqueleto do anel de unidades sacaridicas, e sinais na faixa de 95-105 ppm,
compativeis com carbonos anoméricos (C-1) de ligagdes B-glicosidicas. Por fim,
a presenga de picos em 20-25 ppm sugerem presencga de fragdes tipicas de

acemanana (Venegas-Garcia; Wilson; Cruz-Guzman, 2024).
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Figura 14. Espectros de RMN de 1H (A) e 13C (B) da mucilagem
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5.9. Produgao e caracterizagao do hidrogel a base de Aloe vera

As formulagdes semissélidas foram preparadas com éxito, resultando em
hidrogéis de aspecto homogéneo, brilhante e consisténcia viscosa adequada
para aplicagéo topica. O hidrogel contendo apenas a mucilagem de Aloe vera
apresentou coloracdo levemente amarelada e translucida (Figura 15A),
caracteristica do polimero natural, enquanto a formulagdo contendo as
nanoparticulas exibiu aspecto branco leitoso e opaco (Figura 15B), devido a

dispersao coloidal dos lipidios (Efeito Tyndall).

Figura 15. Aspecto macroscopico do hidrogel sem CLNs (A) e com CLNs (B)

Fonte: Autoria prépria, 2025

ApoOs a produgédo, as amostras foram acondicionadas em recipientes
herméticos e armazenadas sob refrigeragcédo (4 + 2 °C) até o momento das
analises. Para periodos de espera superiores a 7 dias, optou-se pelo
armazenamento a -20 °C, a fim de preservar a integridade dos bioativos e
prevenir contaminacdo microbiana. Para fins de discussdo subsequente, a
formulacéo contendo apenas a base polimérica sera denominada "Hidrogel" (ou
“Hidro”), enquanto a base polimérica contendo os Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados de 6leo de copaiba sera denominada "H-CLN".

5.9.1. Andlises térmicas

A estabilidade térmica e as possiveis interagdes fisico-quimicas entre a

matriz do hidrogel e os nanocarreadores foram avaliadas por Termogravimetria
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(TG) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), cujas curvas estao dispostas
na Figura 16.

Figura 16. TG (A) e DSC (B) dos hidrogéis, com e sem CLNs
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Fonte: Autoria prépria, 2025

A curva termogravimétrica (Figura 16A) de ambas as formulacdes
apresentou degradacgao térmica semelhante, caracterizada majoritariamente por
trés estagios de perda de massa. O primeiro evento, ocorrendo na faixa de
temperatura entre 30 e 180 °C, corresponde a perda de massa mais expressiva,
cerca de 60%, atribuida a evaporagao da agua livre e ligada presente na rede
polimérica tridimensional. Este comportamento é esperado para formas
farmacéuticas hidrofilicas, onde a agua atua como solvente e plastificante da
matriz, principalmente no caso de formulagées a base de Aloe vera, onde mais

de 90% da mucilagem da planta corresponde a agua (Martinez-Burgos et al.,
2022).

Corroborando os achados de Chelu e colaboradores (2023), as etapas
seguintes de degradacdo sido provavelmente relacionadas aos compostos
poliméricos utilizados, que geralmente s&do degradados em mais altas
temperaturas, com maior perda ocorrendo frequentemente entre 200-300 °C.
Etapas adicionais, acima de 400 °C, geralmente estdo relacionadas a
degradacdo extensa/carbonizacdo e formacdo de residuo. E importante notar

que a incorporagao dos CLNs nao pareceu alterar significativamente o perfil de
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degradagdo da matriz, sugerindo que as nanoparticulas estdo fisicamente

dispersas no gel sem comprometer a estabilidade térmica global do sistema.

As curvas de DSC (Figura 16B) exibiram um evento endotérmico amplo e
proeminente, com pico centrado em aproximadamente 80 °C. Esse evento &
mais provavelmente atribuido a remogédo de umidade residual e agua ligada a
rede polimérica do hidrogel, semelhante aos achados de Yoshida et al. (2021),
possivelmente mascarando outras transigdes térmicas sutis, como a fusédo de
lipidios vista no DSC dos CLNs isolados, que poderiam ocorrer nesta faixa.
Assim, a auséncia desses picos de fusao isolados referentes aos componentes
lipidicos pode sugerir que as nanoparticulas foram eficientemente incorporadas

na matriz polimérica sem comprometer sua estabilidade.

Resumidamente, as analises térmicas indicaram que a incorporacédo de
CLNs nao promoveu alteragdes relevantes nos perfis de degradagéo principais
do hidrogel, sugerindo manutengédo da estabilidade térmica geral, com curvas

dominadas principalmente pela perda de agua.
5.9.2. Propriedades reoldgicas

O comportamento reoldgico das formulagbes semissoélidas desempenha
um papel crucial na aceitabilidade do paciente e, consequentemente, na eficacia
terapéutica, influenciando diretamente a facilidade de espalhamento e a
retencdo do produto no local de aplicagdo. As curvas de fluxo (A) e de

viscosidade (B) para o Hidrogel e para H-CLN sao apresentadas na Figura 17.

Figura 17. Reologia do hidrogel e H-CLN
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A analise dos reogramas demonstra que ambas as formulacdes exibem
um comportamento de fluxo nao-newtoniano, com carater pseudoplastico
(shear-thinning). Este é caracterizado pela n&o-linearidade da relacéo entre
tensdo e taxa de cisalhamento e, mais notavelmente, pelo decaimento
acentuado da viscosidade aparente conforme a taxa de cisalhamento aumenta
(Calienni et al., 2023).

Este comportamento € altamente desejavel para o tratamento de
dermatoses. Em repouso, dentro do frasco ou recipiente, a alta viscosidade
assegura a estabilidade fisica da formulacéo, prevenindo a sedimentagdo das
nanoparticulas e o vazamento do conteudo ao abrir. Porém, sob tensdo de
cisalhamento aplicada, por exemplo, durante a abertura do recipiente e durante
o espalhamento manual na pele, a estrutura polimérica da mucilagem de Aloe
vera e do carbopol utilizados se alinha na direcdo do fluxo, reduzindo a
viscosidade (Sonawane et al., 2021). Isso permite uma aplicagao suave e indolor
sobre a pele lesionada e xerotica, minimizando o atrito mecanico que poderia

exacerbar a irritacdo cutanea (Barbosa et al., 2025).

Comparativamente, observou-se que a incorporacdo dos CLNs no
hidrogel resultou em uma redugdo da consisténcia do sistema, o que era
esperado, visto que as particulas estao dispersas em meio majoritariamente
aquoso. Enquanto o Hidrogel puro (A) atingiu tensdes de cisalhamento proximas
a 700 Pa na taxa de 30 s™', H-CLN (B) alcangou valores inferiores, em torno de
500 Pa, sob as mesmas condicdes. Essa diminui¢ao da viscosidade aparente no
H-CLN pode ser atribuida ndo apenas ao efeito de diluicdo do sistema, mas
também a interposi¢cao das nanoparticulas lipidicas entre as cadeias poliméricas
do gel, promovendo uma leve disrupgao das interagdes intermoleculares, como
as pontes de hidrogénio que sustentam a rede tridimensional, facilitando o fluxo
(Joukhadar et al., 2024). Adicionalmente, o potencial zeta negativo dos CLNs
pode gerar repulsao eletrostatica com os grupos ionizados do carbopol,
reduzindo o grau de entrelagamento efetivo das cadeias e facilitando sua

reorganizagao e alinhamento na dire¢cao do fluxo durante o cisalhamento.

Do ponto de vista farmacéutico, essa reducado pode ser vantajosa, uma

vez que melhoraria a espalhabilidade ao reduzir a forca necessaria para
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aplicagao em areas extensas ou sensiveis da pele. Além disso, a presenca das
nanoparticulas pode intensificar o comportamento pseudoplastico do sistema,
facilitando o alinhamento das cadeias poliméricas sob cisalhamento, sem
comprometer a integridade da estrutura do gel em repouso. Assim, mesmo com
menor viscosidade aparente durante a aplicagdo, o sistema mantém
caracteristicas adequadas para uso topico, com tendéncia a recuperagao da

estrutura apds a remocgéao da forga aplicada (Calienni et al., 2023).

Adicionalmente, as curvas de fluxo (ida e volta) apresentaram-se
praticamente sobrepostas em ambas as amostras, indicando uma recuperagao
estrutural quase instantédnea, ou seja, baixa tixotropia, apés o cessar do
cisalhamento. Esta caracteristica sugere que, apds a aplicagdo, o hidrogel
recupera rapidamente sua viscosidade inicial, garantindo que o produto
permaneca fixado sobre a lesdo, sem escorrer, promovendo uma hidratagao

necessaria para a reparagao da barreira cutanea.
5.9.3. Propriedades mecénicas e de bioadeséo

A caracterizagdo por Anadlise de Perfil de Textura fornece dados
complementares a analise reoldgica, medindo a resposta mecanica sob
compressao, simulando a aplicagdo do produto. Enquanto a reologia avalia a
viscosidade sob fluxo, o TPA permite quantificar outros atributos sensoriais,
como a firmeza e a adesividade. Os resultados obtidos para o Hidrogel e para o

H-CLN estédo apresentados na Figura 18.

Figura 18. Analise do perfil de textura do Hidrogel (Hidro) e H-CLN.
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(A) Dureza, expressa como a forga maxima necessaria para promover a deformagéao da
amostra durante a primeira compressao; (B) Coesividade, relacionada ao grau de resisténcia
interna da formulagao a deformacao e a sua capacidade de manter a integridade estrutural
apos sucessivas compressoes; (C) Adesividade, correspondente ao trabalho necessario para
superar as forcas de adesao entre a formulacao e a superficie da sonda, refletindo sua
tendéncia de aderéncia; (D) Elasticidade, que indica a capacidade da formulagao de recuperar
sua forma original apds a remocgao da forga aplicada; e (E) Compressibilidade, associada ao
trabalho total requerido para deformar a amostra sob compresséo, refletindo sua resisténcia
global ao esforgo mecanico. Resultados expressos como média + DP. Teste T de Student.
Asteriscos (*) indicam p<0.05.

Fonte: Autoria propria, 2025

Em consonancia com a reologia, que demonstrou uma redugdao na
viscosidade aparente com a incorporagdo das nanoparticulas, a analise de
textura revelou uma alteracdo significativa na dureza da formulagdo (Figura
18A). Definida como a forga maxima necessaria para promover a deformagao da
amostra, a dureza reduzida no H-CLN (p<0,05) em comparagao ao hidrogel puro
indica uma menor resisténcia mecanica inicial a compressao, refletindo uma
estrutura mais facilmente deformavel (Al-Barghouthy et al., 2025). Esse
comportamento esta diretamente relacionado a presenca das nanoparticulas
lipidicas, que podem interferir no grau de entrelagamento das cadeias
poliméricas, enfraquecendo parcialmente as interagbes intermoleculares
responsaveis pela rigidez do sistema. De forma complementar, a tendéncia de
reducdo da compressibilidade (Figura 18E) reforga a interpretacdo de uma
formulacado mais facilmente espalhavel, caracteristica particularmente desejavel
para aplicacao em peles sensiveis e lesionadas, nas quais o esfor¢co mecanico

durante a aplicagao deve ser minimizado para evitar desconforto.

Os parametros de Coesividade (Figura 18B), que representam a
integridade estrutural pos-deformacgéao do gel, e Elasticidade (Figura 18D), que é
a capacidade de recuperar a forma ou altura apés a compressdo, nao
apresentaram diferengas estatisticas entre as formulagées (Estanqueiro; Amaral;
Lobo, 2016). Assim, a manutencao desses parametros indica que, apesar da
reducao na viscosidade e na dureza causada pela presenca dos CLNs, a rede
polimérica tridimensional do hidrogel permaneceu estruturalmente integra e
funcional, garantindo recuperagao rapida da consisténcia apdés a aplicagao e

evitando escoamento indesejado no local de uso.
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Paralelamente, observou-se uma reducéo significativa na adesividade
instrumental (Figura 18C) do H-CLN (>0,6 N.mm) em relagéo ao controle (>0,8
N.mm). Diferentemente da bioades&o, a adesividade no TPA reflete a forca
necessaria para separar a sonda da amostra e esta relacionada a percepcao
sensorial de pegajosidade (Vieira et al., 2021). A reducdo deste parametro
sugere que a presenga dos CLNs, compostos por uma matriz lipidica associada
a tensoativos, modificou as interagdes interfaciais do sistema, reduzindo a
disponibilidade de grupos hidrofilicos livres e atenuando a pegajosidade
excessiva caracteristica das mucilagens de Aloe vera. Esse efeito resulta em um
toque mais agradavel ao paciente, sem comprometer a permanéncia da
formulacéo sobre a pele, aspecto essencial para garantir a formagéo de um filme

hidratante e a liberacédo sustentada do ativo.

A Figura 19 mostra os resultados obtidos do ensaio de bioadesao ex vivo

em pele suina.

Figura 19. Pardmetros de bioadesado avaliados em pele suina
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Fonte: Autoria prépria, 2025

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga estatistica
significativa entre o hidrogel puro e H-CLN, tanto para a Forga de Destacamento
quanto para o Trabalho de Bioadesao. Este achado indica que a incorporagao
do CLN n&o comprometeu a capacidade global de adesao do hidrogel ao tecido
cutdneo, propriedade essencial para formulagdes tdépicas destinadas a

permanecer no local de aplicacdo. No entanto, as tendéncias observadas,
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aumento da forca maxima de destacamento e reducido do trabalho total de
bioadesao, sugerem modificagdes sutis, porém relevantes, no modo como a

formulacédo interage com a superficie da pele.

O aumento tendencial da forga de destacamento pode estar relacionado
a maior capacidade de ancoragem inicial do hidrogel contendo CLNs a superficie
cutanea. A presenca das nanoparticulas lipidicas pode reduzir a tensao
interfacial entre a formulacdo e a pele, favorecendo o espalhamento e
promovendo um contato mais intimo com a superficie do estrato cérneo, que é
naturalmente rica em lipideos. Além disso, a afinidade dos constituintes lipidicos
dos CLNs com os lipideos epidérmicos e sua capacidade de preencher os
microrelevos da pele podem aumentar a area efetiva de contato, resultando em
maior forgca necessaria para iniciar o processo de separacado. Esses efeitos
ocorrem predominantemente em nivel interfacial, o que explica a alteracéo do
comportamento bioadesivo mesmo na auséncia de mudangas expressivas na

matriz polimérica do hidrogel.

Por outro lado, a redug¢ao do trabalho de bioadesao indica que, embora
seja necessaria uma forga maior para iniciar o destacamento, o processo de
separagao ocorre de forma mais rapida ou menos resistente ao longo do
deslocamento. Esse comportamento pode ser explicado pela diminuicdo da
coesao interfacial ao longo da area de contato, possivelmente decorrente da
reorganizagao dos constituintes lipidicos e dos tensoativos associados aos CLNs
na interface gel-pele. Esses componentes podem atuar como agentes
lubrificantes durante o deslocamento, reduzindo a resisténcia continua a

separagao sem eliminar a adesao inicial.

Adicionalmente, a diferenca entre os resultados de bioadesdo em pele e
os obtidos na adesividade instrumental reforca que esses ensaios avaliam
fendmenos distintos. Enquanto a adesividade por TPA é sensivel a composicao
da superficie da formulacao e as interacdes com a sonda, a bioadesao envolve
interagbes complexas com a pele, incluindo hidratagdo do estrato coérneo,
interpenetracdo polimérica e afinidade com os lipidios cutaneos. Assim, a
incorporagdo dos CLNs pode modular o perfil de adesdo da formulagao,
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tornando-a menos pegajosa ao toque, mas mantendo, ou até melhorando, a

adesao funcional a pele.

O comportamento bioadesivo pode ser visualizado macroscopicamente
na Figura 20, onde se nota que a maior parte do hidrogel (A) e do H-CLN (B) se
mantiveram na pele, mesmo apdés o destacamento da sonda utilizada,
confirmando a forte interacao interfacial e a adesividade do sistema frente ao
tecido cuténeo.

Figura 20. Ruptura da ligagédo bioadesiva entre o Hidrogel (A), o H-CLN (B) e a pele

de orelha suina.

Fonte: Autoria proépria, 2025.

5.10. Estabilidade dos hidrogéis

A avaliacdo de estabilidade de formulagbes semissdlidas € um passo
critico no desenvolvimento farmacotécnico, pois alteragdes em cor, odor,
aparéncia e separagao de fases podem sinalizar instabilidades fisico-quimicas
(p.ex., oxidagéo, reorganizacado da rede polimérica, sinérese) e/ou alteragdes
fisicas relevantes para a performance, aceitabilidade e seguranga do produto.
Em produtos destinados ao uso tdpico, a triagem organoléptica seriada é
amplamente empregada como ferramenta inicial para detectar mudancgas

macroscopicas ao longo do tempo, especialmente quando combinada a
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condigdes de armazenamento em diferentes temperaturas para evidenciar

tendéncias de degradacao e instabilidade (Batista et al., 2022; ljaz et al., 2025).

Os resultados da avaliagao organoléptica e macroscoépica dos hidrogéis,
armazenados sob diferentes condigbes de temperatura (4, 25 e 37 °C) por um

periodo de 90 dias, estdo ilustrados na Figura 21 e na Tabela 4.

Figura 21. Avaliagdo macroscépica dos hidrogéis ao longo de 90 dias.
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Tabela 4. Estabilidade macroscopica dos hidrogéis armazenados

Hidrogéis armazenados a 4 °C

Tempo
(dias) Hidrogel H-CLN
Cor Odor Aparéncia Cor Odor | Aparéncia
1 N N N N N N
15 N N N N N N
30 N N N N N N
60 N N N N N N
90 N LMO N N N N
Hidrogéis armazenados a 25 °C
Hidrogel H-CLN
Cor Odor Aparéncia Cor Odor | Aparéncia
1 N N N N N N
15 LMC N N N N N
30 LMC N N N N N
60 LMC N N N N N
90 LMC LMO N LMC LMO LMA
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Hidrogéis armazenados a 37 °C

Hidrogel H-CLN
Cor Odor Aparéncia Cor Odor | Aparéncia
1 N N N LMC N N
15 LMC N N LMC N N
30 LMC N N LMC N N
60 LMC LMO N LMC N N
90 MC LMO N MC LMO N

N: Normal; LMC: Leve Modificacao de Cor; LMO: Leve Modificagdo de Odor; LMA:

Leve Modificacdo de Aparéncia; MC: Mudancga de cor.
Fonte: Autoria prépria, 2025

De maneira geral, os sistemas mostraram boa estabilidade macroscopica,
uma vez que nao foi registrada separagao de fases ao longo dos 90 dias, o que
foi representado pela auséncia de alteragdes relevantes de “aparéncia” na maior
parte das condi¢cdes. Esse achado € importante porque a separacdo em
hidrogéis costuma ser associada a enfraquecimento da rede polimérica, gerando
mudangas nas propriedades reoldgicas, mecanicas e de bioadesao (Larrea-
Wachtendorff; Del Grosso; Ferrari, 2022).

Sob refrigeragcdo, ambas as formulagbes permaneceram com cor, odor e
aparéncia normais ao longo de praticamente todo o periodo, com excecgao de
leve modificagao de odor no hidrogel no dia 90. O comportamento é consistente
com o fato de que temperaturas mais baixas tendem a reduzir a velocidade de
processos oxidativos e reacdes quimicas, além de diminuir a volatilizagcao de
componentes aromaticos, preservando caracteristicas sensoriais por mais
tempo (Bajaj; Singla; Sakhuja, 2012). Assim, a temperatura de 4 °C se mostrou
a condigdo mais adequada para armazenamento dos hidrogéis, especialmente

aqueles sem CLNSs.
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Em temperatura ambiente, observou-se leve modificagdo de cor no
hidrogel a partir de 15 dias, persistindo até 90 dias (Tabela 4), enquanto o H-CLN
permaneceu sem alteragao de cor até 60 dias e apresentou LMC apenas no dia
90, acompanhada de LMO e leve LMA. Altera¢des graduais de cor em matrizes
hidrofilicas e ricas em constituintes vegetais podem ocorrer por mecanismos
como oxidagdo e reagdoes de escurecimento, que sao mais provaveis em
condigdes que ndo sejam de refrigeracdo. Nesse cenario, o fato de o H-CLN
atrasar a mudanga de cor em relagao ao hidrogel sugere um melhor desempenho

organoléptico da formulagdo nanoestruturada.

A 37 °C, as alteragdes foram mais pronunciadas, evidenciando o papel da
temperatura como fator acelerador. O hidrogel apresentou LMC desde os 15 dias
e evoluiu para MC no dia 90, além de LMO a partir de 60 dias. No H-CLN,
verificou-se LMC ja no dia 15, mantendo-se até 60 dias e evoluindo para MC no
dia 90, porém sem alteracdo de aparéncia. Esses acontecimentos sao
compativeis com a expectativa de que temperaturas mais elevadas acelerem
transformagdes quimicas relacionadas a cor e ao odor. Em alguns estudos de
sistemas hibridos de hidrogéis e nanoparticulas, como o realizado por Seving-
Ozakar et al. (2022), foi comum observar maior propensdo a mudancas fisico-
quimicas sob temperaturas mais altas e ao longo do tempo, ainda que o sistema

se mantenha estruturalmente coeso.

Um ponto relevante é que as modificagbes observadas foram
predominantemente organolépticas, e ndo associadas a falhas estruturais
importantes do gel, como colapso, sinérese, ruptura ou mesmo liquefacao. Para
fins de desenvolvimento, esses resultados sustentam o armazenamento
preferencial sob refrigeracdo para maxima preservagao organoléptica e, ao
mesmo tempo, demonstram que a incorporacdo de CLNs ndo induziu

instabilidade macroscépica relevante.

5.11. Ensaios de citotoxicidade

A avaliagdo da seguranca biolégica € um pré-requisito fundamental para
o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos, inclusive para
garantir que os demais ensaios in vitro sejam conduzidos em uma concentragao

nao-toxica. Nesses estudos, € comum empregar ensaios metabdlicos como
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indicadores indiretos da viabilidade celular, como, por exemplo, o ensaio de MTT
e de Resazurina/AlamarBlue®, e interpretar viabilidades 270% como indicativas
de baixa citotoxicidade, conforme a ISO 10993-5 (Maldonado et al., 2025).

Os perfis de viabilidade celular da linhagem NIH/3T3 (fibroblastos
murinos) frente ao 6leo de copaiba livre (OC), CLN, Hidrogel e H-CLN estéo

apresentados nas Figuras 22 e 23.

Figura 22. Citotoxicidade na linhagem celular NIH 3T3 apds tratamento com as
formulagdes por 24 horas, usando o ensaio de MTT.
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Figura 23. Citotoxicidade na linhagem celular RAW 264.7 ap6s tratamento com as

formulagdes por 24 horas, usando o ensaio de Resazurina.
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De modo geral, observou-se um perfil de seguranga do 6leo de copaiba
livre distinto do observado anteriormente na linhagem de queratindcitos
humanos (HaCaT, tépico 5.2.). Enquanto em HaCaT o OC reduzia 50% da
viabilidade em 39,50 pug/mL, nas linhagens NIH/3T3 e RAW 264.7 o ativo
demonstrou-se consideravelmente mais seguro. Mesmo na concentragao
maxima de 200 pg/mL, o OC livre reduziu apenas 40% da viabilidade dos
fibroblastos e ndo apresentou toxicidade significativa contra os macrofagos,

mantendo a viabilidade proxima a 100%.

Para os CLNs, os resultados foram mais proximos aos vistos
anteriormente nos queratinécitos humanos. Em fibroblastos murinos, os CLNs
apresentaram reducao significativa da viabilidade celular apenas acima de 50

pg/mL, sendo ainda mais seguros de que em HaCaT. Em contraponto, em 100
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pg/mL ja houve reducédo de 75% da viabilidade, em comparacdo a 50% em
HaCaT. Esse comportamento foi ainda mais acentuado em macréfagos, onde a

redugéo de 75% aconteceu antes, em torno de 50 pg/mL.

Essa discrepancia entre as linhagens pode ser explicada pelas diferentes
rotas e eficiéncia de internalizacdo das células. Queratindcitos sdo células
epiteliais estruturadas para formar uma barreira, possuindo uma taxa de
endocitose menor e mais lenta. Possivelmente, o dleo livre causou toxicidade
direta na membrana plasmatica, enquanto os CLNs protegeram as células desse
contato direto, sendo endocitadas mais lentamente. Diferentemente delas, os
macrofagos sao considerados “fagdcitos profissionais”, devido a presenca de
receptores especializados para o reconhecimento e rapida endocitose de
particulas exdégenas (Chasse et al., 2024). Isso pode ter promovido uma
internalizagdo massiva dos CLNs, o que levou a uma concentracao intracelular
do ativo e dos componentes lipidicos muito superior a observada em células ndo-

fagociticas.

Quanto ao hidrogel de Aloe vera puro, observou-se falta de citotoxicidade
geral, com reducgao significativa da viabilidade apenas em concentragdes
elevadas (200 pg/mL para 3T3 e acima de 50 pg/mL para RAW). Além disso, a
reducdo maxima de viabilidade em RAW foi de apenas 30%. Esse perfil de
segurancga reforga a eficacia, discutida anteriormente, do método de coleta e
processamento da mucilagem de Aloe vera, que exibiu presenca apenas de
tracos residuais de aloina, evitando a alta toxicidade associada a este

contaminante.

Em suma, a maior toxicidade relativa dos CLNs em relagcao ao 6leo livre
nestas linhagens especificas ndo indica inseguranca do sistema. E importante
ressaltar, inclusive, que a janela terapéutica foi ampliada quando os CLNs foram
dispersos na base de hidrogel (H-CLN). Essa protegao ocorreu, possivelmente,
porque a rede polimérica tridimensional do hidrogel atuou como uma barreira
fisica que controlou a taxa de difusdo das nanoparticulas e promoveu uma
liberacdo sustentada, evitando a exposicdo aguda da monocamada celular a
uma carga grande de lipidios de uma s6 vez (Kianfar et al., 2025). Com base

nestes resultados, definiu-se a concentragéo de 25 pg/mL para os experimentos
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subsequentes, por situar-se na zona de seguranga para todas as linhagens

testadas.

5.12. Internalizagao das nanoparticulas

A analise da internalizagao celular dos CLNs € um passo importante para
avaliar, mesmo que qualitativamente, a cinética de entrada e o provavel trafego
intracelular, fatores que influenciam tanto a eficacia quanto a seguranca de
sistemas nanoestruturados. Em termos gerais, a entrada de nanoparticulas pode
ocorrer por diferentes vias endociticas, e, dependendo do tipo celular, pode
culminar em compartimentos endossomais ou lisossomais com alta capacidade
degradativa. Dentre as principais vias endociticas estdo: (i) a fagocitose,
mediada principalmente pelos macréfagos, onde ha o englobamento de
particulas grandes e solidas; e (ii) a pinocitose, que € a internalizagéo de fluidos
e solutos que ocorre em todas as células nucleadas, e pode ser subdividida em
endocitose mediada por clatrina ou claveolina e macropinocitose (Rennick;
Johnston; Parton, 2021).

Queratindcitos sédo células epiteliais com funcdo de barreira e, por isso,
tendem a internalizar nanoestruturas predominantemente por vias endociticas
nao fagociticas, com cinética dependente de energia e modulada por
propriedades fisico-quimicas do sistema administrado, como tamanho, carga e
composicao (Silva et al., 2017). Ja macréfagos sdo “fagdcitos profissionais”,
altamente especializados para captura de particulas, o que em muitos casos
acelera o processo e favorece o trafego para compartimentos de degradagao
(Chasse et al., 2024). Portanto, do ponto de vista fisiolégico, € esperado que
HaCaT e RAW 264.7 apresentem dindmicas distintas de captura e trafego

intracelular.

Nas imagens de microscopia confocal da linhagem de queratinécitos
humanos (Figura 24), observa-se um aumento progressivo do sinal verde
(vermelho de Nilo associado aos CLNs) ao longo do tempo, com maior acumulo
aparente por volta de 2 h, e sinal ainda presente mesmo em 5 h. O padrao
observado é compativel com uma cinética em que a interagao inicial evolui para
internalizagcdo e acumulo em compartimentos intracelulares ao longo de horas,

0 que é coerente com os achados de Silva et al. (2017), em que a internalizagao
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de CLNs por queratinécitos foi tempo-dependente, atingindo um platé apenas
ap6s 10 h de incubagao, e as vias mais envolvidas foram macropinocitose e
endocitose mediada por clatrina.

Figura 24. Imagens de microscopia confocal de varredura a laser dos canais azul (Hoechst) e

verde (vermelho de Nilo) em HaCaT apés incubagdo com CLNs por 0,5,1,2,3e5h

Campo claro Hoechst Vermelho de Nilo Sobreposicao
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Fonte: Autoria propria, 2025

Por outro lado, nas imagens referentes a linhagem de macrofagos
murinos (Figura 25), o sinal verde aparenta ser globalmente menor do que nos

queratindcitos, porém com pico mais precoce, em torno de 0,5 a 1 h. Isso pode
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ser explicado justamente pelos aspectos discutidos anteriormente, em que
nanoparticulas internalizadas podem sofrer rapido processamento intracelular,
dissociagcdo de componentes, digestdo ou exocitose, alterando a intensidade e
0 padrdo do sinal ao longo do tempo, assim como observado no estudo
conduzido por Jiang et al. (2017).

Figura 25. Imagens de microscopia confocal de varredura a laser dos canais azul
(Hoechst) e verde (vermelho de Nilo) em RAW 264.7 apés incubagdo com CLNs por
0,5,1,2,3e5h

Campo claro Hoechst Vermelho de Nilo Sobreposicao
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Fonte: Autoria propria, 2025
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Além disso, do ponto de vista do racional da formulagdo desenvolvida
neste projeto, € favoravel que a internalizacdo dos CLNs seja superior em
queratinécitos, ja que a proposta do sistema é atuar predominantemente no
microambiente cutaneo, e ndo promover distribuicdo sistémica. Assim, sua
associagao com o hidrogel visa também aumentar essa retengédo na epiderme,
visto que diversos estudos, como o realizado por ljaz et al. (2025), reportaram
retencao superior na pele com permeacao transdérmica minima, reforcando o

potencial desses sistemas hibridos como plataformas de entrega local.

5.13. Avaliacao do estresse oxidativo

O estresse oxidativo € um componente importante da resposta
inflamatdria e do dano tecidual, podendo modular vias de sinalizagao redox-
sensiveis e amplificar processos de inflamag&o. Como discutido anteriormente,
ele é reconhecido como um componente central na dermatite atdpica, néo
apenas como consequéncia da inflamagao, mas como perpetuacdo do dano na

barreira cutanea e retroalimentacéao inflamatoria.

A inducdo de ROS neste ensaio foi realizada com acetato de forbol
miristato (PMA), um éster de forbol que mimetiza o diacilglicerol (DAG) e
promove ativacao intensa de isoformas de proteina cinase C (PKC) em células
fagociticas. A ativacdo da PKC desencadeia, entdo, um “burst” oxidativo
principalmente pela fosforilagdo de subunidades citosélicas do complexo
NADPH oxidase (NOX2), com destaque para p47phox, favorecendo sua
mudanga conformacional, translocacdo e montagem do complexo ativo na
membrana, o que culmina na transferéncia de elétrons do NADPH para o
oxigénio molecular e geracdo de anion superoxido (O27) e derivados oxidantes

subsequentes, incluindo H,0, por dismutagao (Gamble et al., 2025).

A quantificacdo de ROS foi realizada utilizando a sonda 2',7’-
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), amplamente utilizada em
citometria de fluxo para estimar um estado oxidante geral intracelular. A DCFH-
DA é permeavel a membrana e, apds desacetilacdo por esterases intracelulares,
gera DCFH (nado fluorescente), que pode ser oxidada a DCF (fluorescente).
Entretanto, é importante ressaltar que a DCFH nao reage diretamente com H,0,

para formar DCF sem a presenca de catalisadores, como heme-proteinas ou
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peroxidases, que precisam estar presentes. Além disso, pode responder a
multiplos oxidantes/espécies, de modo que o sinal ndo deve ser interpretado
como medida especifica de uma unica espécie reativa. Assim, os dados de
meédia de fluorescéncia de DCF refletem condi¢cdes oxidantes intracelulares e
atividade oxidativa geral, ndo especifica (Kalyanaraman et al., 2012; Murphy et
al., 2022).

No presente protocolo, as células foram pré-tratadas por 24 h com as
formulacbes (equivalentes a 25 ug/mL de 6leo), seguidas de remogao das
amostras e posterior estimulo com PMA por 45 min, antes da incubagao com
DCFH-DA. Dessa forma, o ensaio avalia principalmente como o pré-tratamento
altera a capacidade celular de montar o burst oxidativo apos um estimulo
PKC/NOX2-dependente, e ndo apenas um eventual sequestro quimico imediato
de ROS pela presenca extracelular continua da formulagado durante a indugao
com PMA.

De acordo com os resultados expostos na Figura 26, observou-se que a
formulacdo H-CLN foi a unica condicdo capaz de atenuar completamente o
estado oxidante intracelular induzido por PMA, mantendo-o no estado basal,
assim como o controle negativo (Ctrl-). Considerando que a adi¢do do PMA
ocorreu apds remogao das amostras, esse efeito pode ser compativel com uma
reprogramacao funcional antioxidante das células, induzida pelo pré-tratamento,
e/ou com uma retencao intracelular suficiente dos componentes bioativos ou

seus efeitos downstream capazes de reduzir a eficiéncia do eixo PKC/NOX2.

A literatura mostra que sesquiterpenos, incluindo o B-cariofileno, podem
modular respostas oxidativas em células imunolégicas, associando-se a redugéo
de ROS e a modulagéo de vias relacionadas a NADPH oxidases (Hashiesh et
al., 2020). Além disso, sistemas hibridos nanoparticula-hidrogel sao
classicamente descritos como plataformas capazes de alterar a cinética de
liberacao e aumentar a retencao local de ativos, o que pode explicar por que a
associacao se comportou de maneira distinta do CLN isolado e do déleo livre no

modelo de pré-tratamento (Gao et al., 2016).
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Figura 26. Intensidade média de fluorescéncia da sonda DCFH-DA em RAW 264.7

sob tratamento com as diferentes formulagdes e PMA.
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Fonte: Autoria prépria, 2025

5.14. Avaliagdo da atividade anti-inflamatéria in vitro

A ativagao inflamatdria de macrofagos por lipopolissacarideo € um modelo
classico para investigar mecanismos pro-inflamatoérios dependentes da ativacao
de receptores do tipo Toll, especialmente o complexo CD14/MD-2/TLR4
(Dauphinee; Karsan, 2006). Apés o reconhecimento do LPS, o TLR4 aciona
cascatas de sinalizag&o intracelular convergentes para fatores de transcricao
como NF-kB e AP-1, culminando na transcricdo de citocinas pro-inflamatdrias,
incluindo TNF-a e IL-6, além da indugcdo de genes efetores associados a
resposta inflamatéria, como a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS/NOS2), que
sustenta a produg¢ao de éxido nitrico por periodos mais prolongados (Park; Lee,
2013; Ohno et al., 2022).

Nesse contexto, o 6xido nitrico produzido pela iINOS atua como mediador
reativo associado a defesa do hospedeiro, mas também contribui para a
amplificagdo do microambiente inflamatério quando produzido em excesso

(Lundberg; Weitzberg, 2022). Em meio aquoso e na presenga de oxidantes, o
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NO é rapidamente convertido em derivados mais estaveis, como nitrito (NO2") e
nitrato (NOs°), motivo pelo qual a quantificagdo de nitrito no sobrenadante é
amplamente empregada como marcador indireto da producédo de NO em culturas

celulares (Bryan; Grisham, 2007).

Nos ensaios realizados em RAW 264.7 (Figura 27), a estimulagdo com
LPS elevou significativamente a produgao de nitrito em comparagao ao controle
negativo, confirmando a ativagéo inflamatdria do modelo. Porém, entre os
tratamentos avaliados, apenas o grupo CLN+LPS apresentou reducéo
estatisticamente significativa de NO2 em relagdo ao LPS (25,1 £ 4,9 vs 34,7
3,9 UM, p=0,0498), correspondendo a uma diminuicdo aproximada de 27,7%.
OC+LPS, Hidrogel+LPS e H-CLN+LPS nao reduziram significativamente o nitrito
frente ao LPS. Esses dados sugerem uma modulacdo do eixo iNOS/NO
especificamente associada aos CLNs, enquanto a presenca do hidrogel, H-CLN
ou Oleo livre nao foi suficiente para atenuar esse desfecho sob as condi¢cbes

empregadas.

Figura 27. Quantificagéo indireta da produgdao de NO em células RAW 264.7 tratadas

com as diferentes formulagdes e o LPS.
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A fim de avaliar se as demais formulagdes estavam causando o aumento
dos mediadores inflamatérios ou apenas nao estavam sendo capazes de reduzi-
los, para o ELISA (Figura 28) foi avaliada também a produgéo das citocinas nas
células tratadas apenas com as formulagcdes, sem a presenca do LPS como

estimulo inflamatério.

Figura 28. Quantificagdo por ELISA da producéo de IL-6 (A) e TNF-a (B) por RAW

264.7 tratadas com as diferentes formulagdes, na presenca ou nao de LPS.
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Conforme exposto, houve aumento de IL-6 e TNF-a apds estimulo com
LPS, novamente validando a responsividade inflamatéria da RAW 264.7.
Observou-se que as formulagdes sozinhas (sem LPS) mantiveram semelhanca

estatistica com o controle negativo, ndo induzindo nenhuma via de produgéo das
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citocinas. Para IL-6, houve redugbes significativas nos grupos CLN+LPS
(p=0,0003; -43,9%) e OC+LPS (p=0,0012; -34,0%) em comparagéo ao LPS,
evidenciando que tanto o éleo livre quanto, de forma mais pronunciada, o CLN,
foram capazes de atenuar esse marcador sob co-tratamento. Em contraste, H-
CLN+LPS néo diferiu do LPS, enquanto Hidrogel+LPS apresentou aumento de
IL-6 (p = 0,032). Ja para TNF-a, apenas CLN+LPS reduziu significativamente os
niveis em relagdo ao LPS (p = 0,0061; -23,2%), enquanto OC+LPS,

Hidrogel+LPS e H-CLN+LPS n&o apresentaram reducgéo estatistica.

A atividade anti-inflamatéria associada ao CLN é biologicamente plausivel
considerando a composicao tipica do 6leo de copaiba, rico em sesquiterpenos
como B-cariofileno, um composto com evidéncias de acao anti-inflamatoria em
diferentes modelos, incluindo modulacdo de vias associadas a NF-kB e
mediadores proé-inflamatérios. Sua encapsulagdo em CLNs pode ter aumentado
a estabilidade quimica de seus constituintes mais volateis e oxidaveis e
favorecido sua interacdo com as células, o que ajudaria a explicar por que o CLN
apresentou efeito mais consistente sobre IL-6 e TNF-a do que o éleo livre na

mesma concentragao.

Por outro lado, a auséncia de supressao de citocinas observada para H-
CLN sob co-tratamento com LPS nao deve ser interpretada como uma falta total
de potencial do sistema, que, inclusive, apresentou efeito antioxidante notavel,
mas como um reflexo do modelo e do desenho temporal do ensaio. Por exemplo,
€ importante avaliar sua atividade contra outros mediadores inflamatorios,
principalmente contra os principais alvos da fisiopatologia da dermatite atdpica
(filagrina, TSLP, IL-4, IL-13, dentre outros do perfil Th2); em uma linhagem celular
diferente e mais envolvida na realidade da doenca, como os queratinécitos
humanos; em mais de um tempo de tratamento (6, 12, 24, 48 h) ou, ainda, sob
um estimulo mais brando (diversos artigos relatam uso de 100 ng/mL de LPS),
condicbes nas quais pode-se avaliar com maior seguranca a eficacia anti-

inflamatdria do hidrogel.

Em conjunto, os resultados indicam que, nas condi¢cbes avaliadas, o CLN
exibiu atividade anti-inflamatéria mais consistente, com reducéo significativa de

IL-6 e TNF-a, além de queda discreta, porém significativa de NOz". O dleo livre
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demonstrou capacidade de reduzir IL-6, mas ndo impactou TNF-a e NO,™ de
forma estatistica. O hidrogel, isolado ou associado ao CLN, ndo apresentou
comportamento anti-inflamatério frente ao LPS. Considerando que estresse
oxidativo e disfuncdo de barreira sdo componentes importantes na DA, esses
achados sustentam a continuidade da investigacdo em modelos cutdneos mais
apropriados, especialmente queratindcitos, e utilizando estimulos alinhados a
imunidade do tipo 2 e a alarminas epiteliais, além de desenhos com poés-

tratamento para diferenciar efeito preventivo de efeito terapéutico.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

Ao longo deste trabalho, foram desenvolvidos e caracterizados
carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o6leo de copaiba, com o
objetivo da constru¢do de uma formulagdo topica aplicavel ao contexto da
dermatite atdpica. A formulagcdo nanoestruturada foi obtida por método
reprodutivel e submetida a etapas de purificagdo para remogao de componentes
nao encapsulados. A caracterizacao fisico-quimica e morfolégica indicou um
sistema em escala nanométrica, ideal para aplicagdes transdérmicas,

monodisperso e estavel por 90 dias a 4 e 25 °C.

Aincorporagao dos CLNs em uma matriz semissolida a base de Aloe vera
foi realizada com o objetivo da formulagdo de um produto farmacéutico final
préprio para aplicagao tépica, ou seja, com maior tempo de residéncia sobre a
pele, facilidade de aplicacdo e sensacdo sensorial adequada, além de uma
potencial contribuicdo anti-inflamatéria da prépria mucilagem. A mucilagem foi
extraida com sucesso e observaram-se apenas tracos de aloina, se mostrando

segura nos ensaios in vitro em linhagem de queratindcitos humanos.

Por fim, os resultados de citotoxicidade mostraram que os perfis de
seguranga variam conforme a linhagem celular e a formulagao, reforgando que
a interpretacdo deve sempre considerar diferengas fisiologicas e de
internalizacao entre células epiteliais e fagociticas. A partir disso, foi possivel
estabelecer uma concentragcdo ndo citotdxica para os testes subsequentes. Em
macrofagos estimulados por LPS, os CLNs apresentaram efeito mais consistente
sobre mediadores pro-inflamatérios quando comparados ao 6leo livre. Em

contrapartida, a auséncia de efeito anti-inflamatério do H-CLN nas condigbes
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avaliadas sugere que a matriz hidrogel pode ter reduzido a fragao efetivamente
disponivel do dleo. Ainda assim, o comportamento antioxidante observado para
H-CLN demonstra um potencial relevante, uma vez que o estresse oxidativo
participa da amplificacdo e manutencdo de processos inflamatorios em

dermatoses crénicas.

Assim, os resultados obtidos mostram que CLN e H-CLN possuem
promissora atividade para uso tdpico, com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas e evidéncias de atividade biologica in vitro dependentes do modelo
utilizado. Como perspectivas futuras, recomendam-se avaliagdes adicionais em
modelos mais especificos de dermatite atdpica (por exemplo, queratindcitos
estimulados por citocinas do eixo Th2 e marcadores de barreira epidérmica),
experimentos com pos-tratamento e ensaios de retencédo e permeacao cutanea.
Esses estudos serdo essenciais para consolidar a eficacia promissora das

formulagdes e otimiza-las.
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ANEXOS

O artigo intitulado “Optimization and functionalization of copaiba oil-loaded
nanostructured lipid carriers to improve cytotoxicity against breast cancer cells”,
em anexo a seguir, foi publicado em janeiro de 2025 no Journal of Drug Delivery
Science and Technology e desenvolvido durante o Trabalho de Conclusao de
Curso da aluna. Teve como objetivo a otimizagao, caracterizagao fisico-quimica
e funcionalizagédo de carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 6leo de
copaiba, visando a avaliacdo de sua atividade citotéxica frente a células de
cancer de mama. Nesse estudo, foram investigados parametros de formulagéo
com impacto direto no tamanho de particula, Pdl, potencial zeta, eficiéncia de
encapsulagéo e estabilidade coloidal do nanossistema, além de sua interagcéo

biolégica em modelos celulares in vitro.

A contribuicdo desse trabalho para a presente dissertagdo e sua
publicagcdo durante o periodo de mestrado, que iniciou em 01/10/2024, foi
fundamental, uma vez que o CLN de éleo de copaiba desenvolvido e otimizado
nesse artigo serviu como base para os estudos realizados neste projeto. Além
disso, os conhecimentos adquiridos possibilitaram sua transicdo para essa
possivel nova aplicacdo, direcionado a area dermatoldgica. Dessa forma, a
dissertacdo da continuidade e amplia os achados do artigo, explorando o

potencial do CLN de 6leo de copaiba em novos modelos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Copaiba oil (CO) exhibitz notable antineoplastic propertiez, that can be enhanced when encapzulated within
Copaiba oil. biclegical product nanosystems. Thus, thiz study focused on characterizing, optimizing, and functionalizing CO-loaded nano-
Hanstechnology struetured lipid carriers (NLCs) and evaluating their interaction with albumin and MCF-7 breast cancer cells.

Drug delivery
Manoparticles

Breagt cancer

MLCs were produced using solvent injection or hot emulzion with sonicadon (HES) methods, and optimized by
Box-Behnken design, considering CO (1, 5, 9 %), Precirol® (1, 4, 7 %), and Tween® (0.1, 0.5, 0.9 %) as variables.

The optimized formulation, containing 6 % CO, was produced by HES, showing a particle zize of 183 = 1.5 nm,
Pdl of 0.17 = 0.01, and zeta potential of —20.7 = 0.2 mV. Tween® 80 significantly reduced particle size R =
0.999). Optimized MNLC (oNLC) was functionalized with Pluronie®, cholesterol, chitosan, and PEG, and char-
acterized by infrared spectrozcopy. oMLC-PEG1% and oMNLC-Plul% displayed promizing particle sizes (161.1 =
1.1 and 156.4 = 1.6 nm). Infrared spectra confirmed CO encapsulation. Stability testz showed no significant
changes in samples stored at 4 *C for 90 days, maintaining a spherical shape under electron microscopy. NLCs
demonsmated great stability with albumin exeept for oNLC-Plul% after 24h (434.3 = 26.7 nm). oNLC-Chol
exhibited the highest toxicity against MCF-7 cells (52.49 % inhibiton at 25 pg/ml). Thus, funetonalized, sta-
ble NLCs were produced, dizplaying varied albumin interaction profiles and high andeancer efficacy, indicating

their potential az a delivery system.

1. Introduction medications used are antineoplastice. The major izsue with these drugs
liez in their high toxicity due to the low specificity for tumor cells,

The diversity of diseases requiring medication for treatment and causing side effects in healthy cells az well [2]. Consequently, the uti-
health preservation iz increasingly prominent in today’s pharmaceutical lization of natural products for the development of herbal medicinez iz a
market. However, there iz still much to be discussed regarding their promising therapeutic alternative for numerous diseases [1].
adwverse effectz [1]. Taking cancer az an example, the primary Medicinal plantz are mainly composed of a variecty of secondary

* Corresponding authar.
E-muil eddress: fhxji@academico ufpb br (F.H. Xavier-Jinior).
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Optimized and Functionalized Carvacrol-Loaded Nanostructured
Lipid Carriers for Enhanced Cytotoxicity in Breast Cancer Cells
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Abstract: Background/Objectives: Carvacrol, a monoterpenoid phenol found in essential
oils, exhibits many biological activities, including anticancer properties through mecha-
nisms such as induction of apoptosis. These properties can be enhanced if encapsulated
within nanoparticles. This study focuses on producing functionalized carvacrol-loaded nanos-
tructured lipid carriers (NLCs) applied to the treatment of breast cancer. Methods: NLCs
were produced by hot emulsification with the sonication method and optimized by the

check far

updates Box-Behnken design, considering Precirol” (1, 4, 7%), carvacrol (1, 5, 9%), and Tween™ (0.1,
oot 17 Mecemmber 2028 0.5, 0.9%) as independent variables. Results: The optimized NLC containing 2% carvacrol
Revisec: 4 February 2025 had a particle size of 111 £+ 2 nm, Pdl of 0.25 + 0.01, and zeta potential of —24 + 0.8 mV.
Asmpted: 13 Febmary 2025 The solid lipid (Precirol®) was the variable that most influenced particle size. NLCs were
Publishec: 13 March 2025 functionalized with Pluronic® F&8, cholesterol, chitosan, and polyethylene glycol (0.05-0.2%),
Citation: Uchi, A EC; Formiga, with oNLC-Chol presenting the most promising results, with no significant increase in particle

ALD; Cardoso, A LMR; Pentira,
GMA; Carvalho, LMM; Souza,
BHO:Siva, A L; Sours, RRM;
Scbral, MV, Silva, MS et al.
Optimized and Functionalized

size (+12 nm) and high encapsulation efficiency (96%). Infrared spectra confirm effective
carvacrol encapsulation, and stability tests showed no significant physicochemical changes for
120 days of storage at 4 °C. When incubated with albumin (5 mg/mL), NLCs showed overall
good stability over 24 h, except for oNLC-Chol, which increased slightly in size after 24 h. In

Corvacrol Loaded Nanwstrachured. Adidiition, oNLC increased the cytotoxic effect of carvacrol by 12-fold, resulting in an ICs of
Lipid Carriers for Enhuanced. 7+ 1 ug/mL Conclusions: Therefore, it was possible to produce stable, homogeneous NLCs
Cytotodicity in Breast Caneer Cells. yrith nanometric sizes containing 2% carvacrol that displayed improved anticancer efficacy,

Purmacentis 2075, 17, 63 indicating their potential as a delivery system.
https/ fdoi org/10.3390/ e

armaceutics 17030363
ph Heros Keywords: carvacrol; nanotechnology; drug delivery; nanostructured lipid carriers;

Copyright ©3025 by the suthors. breast cancer
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Abstract: Advances in medical nanobi have notably the application
of snake venom toxins, facilitating the development of new therapies with animal-derived
toxins. The vast diversity of snake species and their venom complexities underline the need
for ongoing research. This review is dedicated to exploring the integration of snake venom
with nanoparticles to enable their use in human therapies aiming to develop treatments.
The complex mixture of snake venom not only inflicts significant pathological effects but
It:l‘,e;"‘::l' also offers valuable insights for the creation of innovative therapies, particularly in the realm
of nanobiotechnology. Nanoscale encapsulation not only mitigates the inherent toxicity of
snake venom but also amplifies their antitumoral, antimicrobial, and immunomodulatory
properties. The synergy between venom-derived macromolecules and nanotechnology
Acoepted: §January 2025 offers a novel pathway for augmenting the efficacy and safety of conventional antivenom
Published: 6 Tebruary 2025 therapies, extending their applicability beyond treating bites to potentially addressing a
myriad of health issues. In conclusion, nanotechnology presents a compelling therapeutic
frontier that promises to improve current treatment modalities and ameliorate the adverse
effects associated with venomous snakebites.

Academic Editor: Dong Keun Han
Received: 12 December 2024
Revised: 24 December 2024
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Kepworts Masdage ic 2 planidasived pelymacchardecids ‘mpm with valusble physicochemical properties for foad,
Cactaceae cometic, - of from
::‘“"usm‘ Wopalea cochenillifera Salm-Dyck und evalusted it phyncndmm.lul thermal technological and eytotoxic

cilage characteristics. A full experimental design was employed using water ratio (1:2, 1:6, and 1:10), temperatuze (50,
Nepolen ochener: Solm Dyet, biodcgradoble 70, and 90 °C), solvent (ethanol, isopropancl, and acetons), and solvent ratio (1:2, 1:6, 2nd 1:10) as independent

wariables. The extracts were charactericed uaing UV-Vis, Fourier Transform Infrared Specwozcopy (FTIR),
Thermogesvimerric Analysis (TOA), and differensial seanning eslorimetry (DSC), 22 well 3z malecular size and

weight, Xray diffracsion. (XRD), and rhealogy analyaes. Cell vishility was assessed using RAW 2647 and HEK

295 cell lines, Optimization increased mucilage yield by 146 %, with highes levels of soluble casbohydrates and

educing sugar, snd reduced prowin consens. The muclsge remsined ssble e high temperseure, ebibiced

amorphous structure, and behaviae. Add:
igh el iablty (+100 L) s oboseend o s ol e n comclson, the il from annl'nz
ifera Salm-Dyck represents e various industries a2 2 substitute

for non-biodegradsble polymer:

1. Intreduction consumption (Heribe, 2021). Due to their unique physiclogy, resulting

Cacti are considered the family with the largest number of genera,  found in arid and dry regions, as they ean store water in their tissues to

comprising approximately 127 species, found in 2 wide range of habitats
(Horibe, 2021). These plants are abundandy distributed across the
American continent and are aften used as omamental plants; however,
their flowers, fruits, and stems are also used for human and animal

reslin et al, 2021),

Opuntia ficws-indica L. Miller, a species native to Mexico and widely
diztributed in countrie: like Brazil, iz known for its highly nurritious and
antioxidantrich cladodes due to the presence of polyphenols,
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Targets Involved in the Pharmacology of Bothrops Snakebite: Stafu Quo

and Future Perspectives
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Abstract: Inmroduction: Despite their nature, snake venoms hold immense potential
for the development of novel therapies. This summary delves into the key aspects of snake venom
research, focusing on their signifi as targets for i their utility as novel drmgs,
the application of in silico studies, and future prospects with nanotechnology.

Significance of Snake Venom: Suake venom barbors 2 rich diversity of toxic proteins with a wxdE
range of biological activities Tts lies in the possibility of its of-
fects and explormg its therapeunc potenhal for drrerse mlmem‘s

Venom Neusralization: The dz\.elnpment of more effective and specific antrvenoms 15 crucial for
treating snakebites, particularly in regions with a high prevalence of accidents. Molecular-level

ARTICLE HisTomy | TeRom shdiesare =3sential for identifying novel tarzets for the development of more efficacions

antivenoms.
Sacsivl Spber 13 234 Venom a o Souree of Novel Drugs: Protens prscent s cuake vesom exlit dverse pharmaco-
Acceptad: Decanber 15, 2004 logical aetivities, meluding . analgesic, and

ties. Investizating these proteins can lead to the development of novel medications for vanous d.\s—

Dor eases.
1027438501 1329252

In silico Srudies: Bioinformatics teols and melecular modelling can 3id in the discovery of novel
molecular targets in snake venom, accelersting the process of developing new drmgs and therapies.

Nanotechnology for Drug Delivery: Nanotechuology offers new possibilities for developing
more efficient and targeted drug delivery systems, enhancing the safety and effectiveness of snake
venom-based freatments.

Conel Snake venom research
for the development of novel drugs and thelapuza The i
techniques, such a5 in silico studies and nanotecknology, can aceelerate this process and con-
tribute to the advancement of public health.

area of mquiry with immense potential
on of traditional and & .

Keywords: Snake venom. bioprospecting. dmg development. in silico studies, nanotechnology, drug delivery.

1. INTRODUCTION

Venomous animals are characterized by possessing spe-
cialized glands that produce venom and having distinetive

*Address comespondence fo this suthor st the Departameat of Pharmacy.
Laboratory of Pharmaceutical Bistechnology (BioTecFamm), Federal Uni-
versity of Paraiba (UEPB), Campus I- Castelo Sranco I 38051-000, Joio
Besz03-PB. Brazil: E-mail: fiiiaiscademivo wiob br

apparatus, such as fangs, to deliberately inject it into preda-
tors [1]. Within this group of animals, snakes stand out. as
they harbor toxic proteins capable of causing significant
harm when in contact with individuals [2]. The toxicity of
snakebite varies widely, ranging from acute neurommuscular
wealmess with respiratory mvelvement to delayed neuro-
toxicity, hemorrhagic disorders, irreversible renal failure,
and tissue damage that may result in limb amputation [3-5].
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Beyond the peril of envenomation: A nanotechnology approach for
therapeutic venom delivery
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywands: The considerable increase in cases of diseases that are difficult to treat, highlights the need to implement new
Venom peptides: Gves. Active with high potential wes identified 23 smake venoms,
:nladrl::r ‘with proven biclogical activity. In Brazil, a county known for its diverse fauna, there exists a wide range of
anoparticles

venmeus animals, including smskes, scorpions, md bess. The venom of these animals presents therapeutic
potentisl due to the presence of biomolecules with properties such 15 antivenom, anticancer, and antic
inflammatosy effects. However, these biomelecules are easily degeaded when not adequately farmulated.
Nanocarries farmulations have been considered promising for the delivery of therapeutic bioactive malecules,
pasticularly, genes and proteine These nanosystems have been widely used in different areas like the food,
eutical, and cosmetic industrie. In pharmacological therapy, the use of theoe nanosystems can provide
stability, reduced toxicity, increased half-life, and protection from degradation or premature insctivation of the
therapeutic agents enhancing the overall efficacy of the trestment. Different types of biodegradable delivery

auch asli (LFZ), polymeric (NP, and Lipid iclea (NL), have thowna
h.g:nupmxyfah.dmgcmm preent in animal venom, proving to be 3 useful ool for obtaining many
new The objective of thiz review iz = effectively linked with

crude venom or pepsides isolaced from various animals, elucidating dheir diverse pharmacalogical applications,
especially, the producsion of semums and vaccines, 20 well a the development of snticancer and amsimicrobial
agencz.

1. Introductlon every year, mostly in rural Africa, Asia, and South America [2,4].
Animal-derived venom are valuable natural resource for the devel-
Venomous animals are considered specialized predators capable of  opment of drugs, such as snake venom, bee venom, and spider venom
producing toxic secretions for both protection and predation, which  [S]. Venoms are complex bicactive compound cocktaiks, the main
contain peptides with chemical and action witha of which are proteins, peptides, neurotransmitters, and
wide struetural and functional diversity [1-3]. Snakes and scorpions are  other compounds [1,2,6], with high medicinal potential as they contain
mainly responsible for the most serious aceidents with venomous ani-  proteins and peptides in their composition that demenstrate broad
mals since snake envenomation s considered 3 neglected tropical dis-  phamacological activities when applied to humans, acting 25 anti-
ease, which has been reported to kill berween 31000-138000 people  venom, anticancer, . noeiceptive, and ant

* Cosesponding author. Labocatory of scal Bi (Bi af ical Sciences, Federal University of Paraiba,
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hitp//doi.org10.1016
Received 7 October 2024; Received in revized form 17 December 2024; Acceptad 25 January 2025

This arficke is licersed under OC-BY 4.0 &) )

Development of Optimized Origanum vulgare L. Essential Oil-
Loaded Chitosan/Gum Arabic Nanocapsules by Complex
Coacervation
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ABSTRACT: Oregano essential oil (OEQ), rich in carvacrol and
thymel, has bicactive properties bm is prone to degradation due to
its volatile nature. IN: by complex

using chitosan (CHI) and gm: arabic acid (GA), emerges as an
alternative to increase its stability in food matrices. This study
investigated the influence of the CHI."(‘A mass ratio on the

formation of OED inis and ified the
encapsulited camvacrol using validated GC—MS. A Box—Behnken
| design d the OEQ ¢ CHI/GA
ratio, and amount of Tween 80. Physicochemical properties such as ﬂr
the diameter, Pdl, and zeta potential were evaluated. Morphology e = = ==
was analyzed by SEM and AFM, and thermal stability by TGA and T

DSC. Stability was monitored for 120 days at 4 °C, 25 °C, and 40

°C. The optimized formulation (470 mg of OO, 659 mg of CHI/GA 1:5, and 13 mg of Tween) resulted in nanocapsules with a
diameter of 323 + 22 nm, a Pdl of .20 + 0.02, and a zeta potential of +15.8 + 0.8 mV. FTIR analysis confirmed electrostatic
interactions between CHI and GA. GC—MS identified 24 constituents in the OED, with carvacrol as the main compound (78.8%).
The validated method showed an R* of 0.9976, proving to be specific, precise, and accurate. The encapsulation efficiency was 95% +
0.7, indicating that the technique preserved the oil's composition and concentration. The nanocapsules maintained stability under
different temperatures with confirmed structusal integrity. It b concluded that nancencapsulation via complex coacervation,
combined with experimental design, allows for the production of stable and effective nanocapsules for the delivery of lipophilic
bisactive compounds. The validated analytical method reinforces the system's applicability in future research and the development of
functional products.

1. INTRODUCTION hydrolysis, and loss in industrial processes. To overcome
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Abstract: Atopic dermatitis (AD) is a chronic, relapsing inflammatory skin disorder resulting from
a complex interaction of genetic, environmental, and immune factors. Recent advances
have clarified the molecular mechanisms underlying the disease, highlighting the roles
of epidermal barrier dysfunction and type 2 immune activation. In parallel, therapeutic
progress has been marked by the introduction of biclogics, small molecules, and
innovative delivery platforms, signaling a new era in AD management. Despite these
achievements, relevant clinical and translational gaps remain, particularly among non-
responders and patients with mixed immunophenotypes. Nanotechnology-based
systems, including tacrolimus-loaded polymeric nanoparticles and DPK-060 lipid
carriers, have emerged as promising strategies capable of improving drug stability,
local targeting, and safety. Additionally, new immune targets such as OX40/0X40L, IL-
33, IL-22, and IL-1a are under investigation, expanding the therapeutic landscape
toward more selective and durable control. In this context, the present review
integrates mechanistic insights with clinical data on approved agents, such as
dupilumab, tralokinumab, lebrikizumab, nemolizumab, and JAK inhibitors, while
critically examining the contribution of nanocarmriers to enhance efficacy and minimize
systemic exposure. By bridging immunology, pharmacotherapy, and delivery
innovation, this work identifies the current strengths and limitations of available
treatments and outlines how emerging technologies can promote a more precise,
patient-centered approach to AD therapy.
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