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RESUMO

Este trabalho busca analisar a estabilidade de nanoemulsées de goma do
cajueiro carreadoras de chalcona [(1E, 4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)penta-1,4- dien-3-
ona) - DB4AMETOX], comparando-se o método de emulsificacdo para avaliar o
potencial larvicida da emulsao mais estavel. Avaliou -se a estabilidade fisico-quimica,
microscopia optica e pH, a fim de eleger a nanoemulsdo com maior estabilidade. Os
resultados mostraram que a amostra denominada DBO1S, produzida pelo método
combinado, apresentou maior estabilidade, em fungdo do menor grau de formagao
de creaming (inferior a 4%) e sedimentagao (0,1%), pH constante ao longo do tempo
e morfologia com goticulas mais uniformes e dispersas. A caracterizagdo
complementar revelou valores de tamanho de particula de 201,4+107,0 nm,
potencial zeta de -56 + 4,85 mV e indice de polidispersdo de 0,56 + 0,06,
comprovando sua estabilidade. A nanoemulsdo DBO1S obteve uma CL50 de 7,17
ug/ml apds 72 h contra larvas de Aedes aegypt, demonstrando potencial no controle

larvicida, sendo uma alternativa no combate a ploriferagdo do mosquito da dengue.

Palavras-chave: Nanoemulsdo, chalcona, estabilidade.
1. INTRODUGCAO

Nanoemulsdes (NEs) sdo dispersdes coloidais metaestaveis com tamanho
expresso em escala nanométrica’). Com base nessa caracteristica, faz-se necessario

a escolha de tensoativos e estabilizantes especificos para aumentar a estabilidade do
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sistema e assegurar a eficacia da dispersdo por um maior periodo®. As chalconas
sdo cetonas aromaticas pertencentes a classe dos flavonoides e tém demonstrado
grande potencial com propriedades antioxidantes, antinociceptiva, anti-inflamatoria,
ansiolitica, anticonvulsivante®® e antivirais®.

Desse modo, como as nanoemulsdes apresentam uma elevada versatilidade
para a solubilizacdo de farmacos e estabilidade de compostos ativos, elas séo
propicias para carrear as chalconas®. Logo, com o propdsito de aperfeigoar as
caracteristicas das nanoemulsdes, surgiu a necessidade de utilizar polimeros naturais
provenientes de polissacarideos como componentes-chave para a producdo de
nanoemulsdes, visando aprimorar tanto a biocompatibilidade quanto a
biodegradabilidade dos sistemas(®).

O mosquito Aedes aegypti € conhecido principalmente por transmitir doengas
virais, como a febre amarela e a dengue. Sendo comumente encontrado em areas
com climas subtropicais e tropicais, ambientes que favorecem a sua proliferacéo.
Atualmente as medidas de protecao se encontram no controle do vetor, porém, devido
a resisténcia crescente dos mosquitos aos inseticidas convencionais, ha uma busca
por alternativas eficientes e nao prejudiciais ao ambiente(?).

Nesse interim, os produtos naturais oferecem uma solugéo promissora para o
controle larvicida. Dado que pesticidas naturais sdo pouco soluveis, logo, o uso de
nanoemulsdes pode ser uma alternativa viavel para aumentar sua atividade inseticida,
visto que, as nanoemulsdes permitem a incorporagdao de substancias de baixa
polaridade, oferecendo um menor impacto ambiental®. O objetivo deste trabalho é
avaliar a estabilidade de nanoemulsdes de goma do cajueiro carreadoras de chalcona,
comparando o método de preparo utilizado, a fim de apontar a formulagao mais eficaz,
assim como buscar uma abordagem natural, utilizando nanoemulsdes para o controle

das larvas do mosquito Aedes aegypti.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Para o preparo das nanoemulsdes, foi utilizado a solugdo de goma do cajueiro
1%, surfactante Tween 80® (VETEC), DMSO, dleo vegetal de canola e a chalcona
sintética [(1E, 4E) 1,5-bis(4-metoxifenil) penta-1,4-dien-3-one (DB4METOX)], que foi

produzida e cedida pelo laboratério de quimica de produtos naturais da UECE.
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Figura 1 — Chalcona sintética [(1E, 4E) 1,5-bis(4-metoxifenil) penta-1,4-dien-3-one
(DB4AMETOX)]
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Fonte: Elaborado pela autora.

2.2 Preparo de nanoemulsoées poliméricas
Foram preparadas 3 nanoemulsées onde variou -se 0 método de producéo
utilizado.

2.2.1 Método combinado (Ultrassom e Ultra stirrer)

A chalcona sintética [(1E, 4E) 1,5-bis(4-metoxifenil) penta-1,4-dien-3-one
(DB4AMETOX)] foi misturada ao DMSO, e adicionada em um béquer com 6leo vegetal
de canola e surfactante Tween 80®. A mistura foi homogeneizada no ultrassom
(Sonicador de Ponteira Ultrass6nico) com poténcia 550W por 30 segundos.
Posteriormente essa mistura foi adicionada lentamente com o auxilio de uma seringa
em uma solugcdo de goma do cajueiro 1% e homogeneizada em um rotor-estator
(Ultra stirrer) a uma velocidade de 18.000 rpm por 3 minutos. A nanoemulsao

produzida por esse método foi denominada DBO1S.

2.2.2 Método Ultrassom

A solugéo aquosa de goma do cajueiro 1% foi misturada com a fase oleosa,
composta pela chalcona sintética, DMSO, éleo vegetal de canola e o surfactante
Tween 80® em determinado recipiente, e homogeneizada por Ultrassom por 3

minutos com poténcia 550W. A amostra produzida por essa técnica foi denominada
DBO2.

2.2.3 Método Ultra stirrer

A solugao aquosa de goma do cajueiro 1% foi misturada com a fase oleosa,

composta pela chalcona sintética, DMSO, 6leo vegetal de canola e o surfactante
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Tween 80® em determinado recipiente, e homogeneizada por um rotor-estator (Ultra

stirrer) durante 3 minutos com velocidade de 18.000 rpm. A nanoemulsao produzida

por esse método foi denominada DBOS3. As quantidades utilizadas no processo de

producao das formulagdes estdo expressas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao das nanoemulsées e método utilizado

coDIGO COMPONENTES METODO
Tween| DB4OCH3 Oleo DMSO | Sol.1% | Concentragiao
80 (mg) vegetal (mL) Matriz de chalcona
(mL) (mL) (mL) (mg/mL)
STIRRER +
DBO1S 0,5 10 1 0,5 60 0,1612 g/mL |ULTRASSOM
DBO2 0,5 10 0,5 60 0,1612 g/mL ULTRASSOM
DBO3 0,5 10 0,5 60 0,1612 g/mL STIRRER
Fonte: Elaborado pela autora.
2.3 CARACTERIZACOES

2.3.1 Estudo da estabilidade

Primeiramente, cerca de 5 mL de cada amostra foram colocados em tubos
de ensaio fechados, onde foram observados durante um periodo de 42 dias. As
nanoemulsdes foram analisadas visualmente, logo, observou -se a presenga de sinais
de instabilidade, como creaming ou sedimentagdo. Com base na metodologia de
Dickinson(®), o volume de creaming foi medido com o auxilio de uma régua, a cada
7 dias. Para calcular a porcentagem de creaming das formulagbes produzidas,

utilizou -se a (Eq.1).

(Altura do creaming (cm)

) X 100 = % creaming (1)

Altura da emulsio (cm)

O teste da viscosidade da solugao do polimero utilizado e das nanoemulsdes,
foi realizado com base na metodologia de Abreu(. Com o auxilio de um
viscosimetro de Ostwald, mediu-se o tempo de escoamento das amostras em

diferentes concentragdes, e calculou-se a viscosidade especifica a partir da (Eq.2).

Nesp = (t;)to) (2)

Onde: Nesp = viscosidade especifica; t = tempo de escoamento da solucéo,
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t0 = tempo de escoamento do solvente

A avaliagao do pH das nanoemulsdes foi realizada com o auxilio de um medidor
de pH (pHmetro) digital de bancada da marca AZ modelo 86505. As amostras foram
analisadas a cada 7 dias ao longo de um periodo de 42 dias. Os resultados foram

entdo submetidos a média para cada amostra trabalhada.

2.3.2 Andlise morfolégica das nanoemulsoes

O teste de microscopia Optica foi produzido no Laboratério de Doencas
Parasitarias (LABODOPAR). O teste foi realizado em um microscoépio da marca Opton
do modelo TNB-04T-PL, na qual uma gota de cada nanoemulsao foi colocada em
lamina e revestida por laminula, onde as amostras foram visualizadas em 100.000x.
A analise de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), foi produzida pela Central
Analitica da Universidade Federal do Ceara (UFC), as amostras foram submetidas a
uma secagem antes de serem montadas em suportes. As imagens foram entéo
capturadas no equipamento Quanta 450-FEG (FEI), de 20 kV, na ampliagdo de
100.000x.

2.3.3 Tamanho de Particula, Potencial Zeta e Indice de Polidispersao

O tamanho de Particula, Potencial Zeta e indice de Polidispersdo foram
efetuados na Embrapa, utilizando o equipamento Zetasizer/Nanoseries Z590 do
modelo Malvern, as amostras fora diluida em proporgéo 1:100 e deixadas em agitacéo

continua por um periodo de 24h antes da leitura.

2.3.4 Atividade larvicida

O teste larvicida foi realizado utilizando larvas de terceiro estagio de Aedes
aegypti (cepa Rockfeller), coletadas nas coldnias de pesquisa do Nucleo de Controle
de Vetores do Estado do Ceara (NUVET-CE), desenvolvidas com base nos
parametros da Organizagdo Mundial da Saude (OMS). As concentracdes utilizadas
nesse teste foram 6, 14, 21, 27, 41 uyg/mL da amostra DBO1S e utilizou-se 10 larvas
de A. aegypti para 10 mL de cada concentragdo. Os bioensaios foram realizados em

triplicata, com contagem de mortalidade em 24h, 48h e 72h. Os experimentos foram
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acompanhados por uma triplicata de controle negativo em agua destilada.

A Concentracgao letal para 50% das larvas (CL50) foi calculada utilizando a
analise Probit baseada no modelo Probit de Finney, utilizando o Software estatistico
IBM SPSS Statistics e Microsoft Excel 2021.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estabilidade Visual

Com base na variagdo do método utilizado, os resultados preliminares,
observados na Figura 2, conclui-se que a técnica mais efetiva no estudo da
estabilidade foi o0 método combinado (Ultrassom e Ultra stirrer). Visto que, a amostra
denominada DBO1S, produzida a partir dessa jungdo, obteve um menor indice de
formacao de creaming (inferior a 4%), e apresentou uma menor taxa de sedimentagao
(0,1%). As demais amostras DBO2 e DBO3 apresentaram uma certa variagao no valor
de creaming obtido, assim como obtiveram vestigios de sedimentacao mais aparente
(0,3%).

Figura 2 — Porcentagem de creaming das nanoemulsoes
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ao realizar os testes do pH das nanoemulsbées, conforme apresentado na
Figura 3, foi possivel identificar que houve uma diminuigao nos valores obtidos ao
longo das semanas (de 6,22 a 5,37). Esse decréscimo nos resultados ao longo das
semanas € devido a degradacédo do 6leo vegetal de canola por conta de reacgdes
quimicas, no qual ocorre a hidrolise de ésteres de acidos graxos em acidos graxos

livres(),
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Figura 3 — pH das formulagdes
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Fonte: Elaborado pela autora.

A viscosidade (n) € responsavel por determinar a capacidade de fluidez de uma
amostra, ela desempenha um papel essencial na estabilidade e na eficacia da
liberagdo do farmaco. Em nanoemulsées, o menor valor de viscosidade esta
diretamente relacionado a estabilidade e ao prolongamento da vida util da formulacao
para testes('?. A Figura 4 apresenta o tempo de escoamento das nanoemulsdes e da

matriz polimérica (GC).

De acordo com os dados obtidos, é perceptivel a redugéo da viscosidade
especifica assim como a viscosidade reduzida na amostra DBO1S em comparacao

com as demais formulacdes, apresentando uma melhor estabilidade.

Figura 4 — Viscosidade especifica das nanoemulsées e da goma do cajueiro (GC)
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Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2 Analise morfolégica das nanoemulsoes

A Figura 5 mostra a analise morfoldgica das nanoemulsdes observadas apés
30 dias, onde é possivel identificara dispersao das goticulas. A nanoemulsdo DBO3
apresentou goticulas maiores e alguns pontos de coalescéncia, conferindo uma
heterogeneidade no sistema coloidal. A amostra DBO1S e obteve um tamanho de

goticulas mais homogéneo que a DBO2, conferindo maior estabilidade.

Figura 5 - Microscopia éptica das amostras

DBO1S DBO2 DBO3

20 ym 2pm 20 um

Fonte: Elaborado pela autora

Na avaliagdo da morfologia pela técnica de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), a superficie da amostra € observada de forma tridimensional.
Nesse teste, as imagens sdo formadas a partir de feixes de elétrons, que s&o
refratados por lentes eletronicas®@.

Na Figura 6, nota-se que as goticulas das nanoemulsdes sado expressas em
escala nanométrica, apresentando formatos aproximadamente esféricos e dominios
uniformes. Além disso, em ambas as formula¢des analisadas, nota-se a formacéao de
pequenos aglomerados de particulas, devido ao processo de secagem da amostra

para realizagao da analise.
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Figura 6 — MEV das amostras na ampliagdo 100.000x

Fonte: Elaborado pela autora

3.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS GOTICULAS EM
DISPERSAO

Com base nos dados evidenciados na Tabela 2, observa-se que as goticulas
de ambas as formulagdes analisadas apresentam um tamanho médio de particula
abaixo de 300 nm e valores de potencial zeta e indice de polidispersdo excelentes.
As amostras DBO2 e DBO3 apresentaram uma distribuicdo bimodal de tamanhos,
indicando uma heterogeneidade com variagdo no tamanho das particulas, o que
confere instabilidade ao sistema. Enquanto a formulagado DBO1S possui distribuicao
de particulas monomodal, sendo mais homogénea, logo, apresentando uma étima

estabilidade cinética.



Tabela 2 - TP:Tamanho de particula, PZ: Potencial Zeta PDI: indice de Polidispersao

Formulagao TP (nm) PZ (mV) PDI
DBO1S 201,4+107,0 -56+4,85 0,56+0,06
(100%)

DBO2 202,4+131,1 -57,9+0,36  0,37+0,005
(97,0%)
5204+472,3
(3,0%)

DBO3 175,34106,9 43,6+2,24 0,37+0,01
(96,1%)
44179158
(3,9%)

Fonte: Elaborado pela autora

3.4 ATIVIDADE LARVICIDA

A Concentragdo que mata 50% das larvas expostas (CL50), esta expressa
como meédia £ desvio padrdo e com intervalo de confianca de 95%, obtido pelo o
software estatistico. Os resultados podem ser evidenciados na Tabela 3, nota- se que
a média da mortalidade das larvas foi crescendo ao longo das 72h de teste, enquanto

que o grupo controle n&o apresentou letalidade contra as larvas.

Tabela 3 — Concentracao letal para 50% das larvas (CL50) dada em pg/mL

Amostra 24h 48h 72h
DBO1S 86,26 +15,19 44,80 +0,36 7.17+2,96

Controle - - -

Fonte: Elaborado pela autora

Os resultados referentes ao teste de controle larvicida podem ser evidenciados
na Figura 7, no qual esta expresso em porcentagem a mortalidade das larvas frente a
acao da nanoemulsdo DBO1S. Observa-se que a maior concentracdo da amostra
analisada (41 ug/mL) obteve 100% de mortalidade ao final das 72h do teste,

comprovando assim sua eficacia no controle do vetor.
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Figura 7 - Atividade larvicida de A. aegypti da amostra DBO1S dada em %
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Fonte: Elaborado pela autora

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, observou -se que a
nanoemulsdo denominada DBO1S, produzida pelo método combinado por ultrassom
e ultra stirrer, obteve uma melhor estabilizacdo da nanoemulsdo, com goticulas
menores e mais uniformes, em fungdo do menor indice de creaming e sedimentacao.
Além disso, a amostra demonstrou potencial no controle larvicida de mosquito Aedes
aegypt (cepa Rockfeller). Logo, esses resultados podem ser uteis para incentivar
pesquisas sobre o controle de mosquitos através da formulacdo de nanoemulsdes,
utilizando produtos naturais e assim oferecendo uma alternativa menos prejudicial ao

meio ambiente.
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