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RESUMO

As chalconas tém demonstrado grande potencial farmacéutico, apresentando
propriedades bactericidas e antifungicas, entre outras. Desenvolver nanoemulsdes de
polimeros biodegradaveis com chalconas e derivados para liberagdo controlada pode
potencializar suas propriedades. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a
influéncia dos parametros da emulsificacdo por ultrassom na estabilidade das
nanoemulsdes com dois tipos derivativos halogenados de chalcona, bem como avaliar
o potencial antifungico das nanoemulsées mais promissoras. As formulagbes
produzidas com a chalcona fluorada (FL30O) e a clorada (CL30) apresentaram menor
indice de creaming quando produzidas com o ajuste pulsador 3 de ultrassom, que fez
pausas prolongadas entre curtos periodos de sonicagdo continua. E ainda, a
nanoemulsdo CL30O apresentou uma maior homogeneidade nos tamanhos de
particula (237,8 £ 126,4 nm), e maior estabilidade de potencial Zeta (-70,1 £ 0,7 mV).
A analise microbiolégica das nanoemulsdes promissoras revelou uma capacidade
inibitoria significativa frente ao fungo C. albicans, com concentrag&o inibitoria minima
(CIM) de 0,0625 mg/mL, concluindo que essas nanoemulsdes, especialmente a
CL30, possuem um grande potencial como agentes antimicrobianos eficazes.

Palavras-chave: Nanoemulsao, chalcona, caracterizacao.

1. INTRODUGAO
As emulsdes sao sistemas de fases imisciveis, geralmente compostos por: fase

aquosa, fase oleosa e surfactante. As nanoemulsdes O6leo-em-agua (O/A) séo
caracterizadas por goticulas da fase oleosa com didmetro médio variando de 20 a 200

nm, contendo um principio ativo apolar, dispersas na fase aquosa('?. Devido ao
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tamanho reduzido da fase dispersa, podem apresentar uma coloragao transparente
ou translucida®4),

Apesar das nanoemulsdes serem cineticamente estaveis, elas possuem uma
instabilidade termodinamica a longo prazo, que pode acarretar a formacdo de
sedimentacdo, creaming, floculagdo, coalescéncia ou maturagdo de Otswald. Por
serem sistemas eficientes em relagdo a liberacdo controlada de farmacos, as
nanoemulsbes sao bastante utilizadas nas industrias farmacéuticas, visto que
favorecem a biodisponibilidade e a veiculacdo de principios ativos pouco soluveis,
como as chalconas de ocorréncia natural ou sintética®.

As chalconas sdo uma classe de compostos organicos, que apresentam
cetonas aromaticas com um sistema de carbonila a,B-insaturado, ao qual liga os dois
anéis aromaticos em sua estrutura. Utilizadas como principio ativo carreados pelo
sistema de liberacdo das nanoemulsdes, as chalconas tém mostrado promissoras
atividades biologicas, incluindo propriedades antifungicas, antibacterianas e
antioxidantes®. As chalconas sintéticas vém se tornando relevantes na procura por
compostos bioativos pois a sua sintese permite a modificagdo em sua estrutura
molecular e a criagcdo de estruturas especificas, que visam potencializar os seus
efeitos biologicos®).

As gomas naturais tém sido tém sido bastante explorados em diversas areas
de estudo, por serem biodegradaveis e abundantes na natureza, sdo aplicaveis nas
industrias como emulsificantes e estabilizadores. A goma do chicha & o polimero
natural resultante da exsudacéo da arvore Sterculia striata (Chicha-do-cerrado), nativa
do cerrado. A sua composigao apresenta concentracdes altas de acido urdnico, o que
€ a razao do seu carater polianiénico, que resulta na formagao de gel na presenga de
cations multivalentes(’).

A Céndida albicans é uma espécie de fungo normalmente inofensivo ao corpo
humano. No entanto, caso o sistema imunoldgico esteja comprometido, pode se
proliferar excessivamente, resultando em infecgdes que podem ser fatais em casos
graves®. Sua resisténcia crescente aos tratamentos antifingicos convencionais
destaca a necessidade de novas estratégias terapéuticas, e as nanoemulsdes
oferecem uma abordagem promissora para o desenvolvimento de novos tratamentos
contra infecgdes fungicas, como as causadas pela C. albicans. O presente trabalho

avaliou o potencial antifungico das nanoemulsdes consideradas favoraveis.
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2. MATERIAIS E METODOS
Para a produgao das nanoemulsdes, utilizou-se a solugdo da goma do chicha,
o surfactante Tween 80 (VETEC), 6leo vegetal de canola, 6leo DMSO e as chalconas
sintéticas (2E)-1-(4-Aminofenil)-3-(4-clorofenil)-2-propen-1-ona (PA4CL) e (2E)-1-(4-
Aminofenil)-3-(4-clorofenil)-2-propen-1-ona (PA4FL).
Figura 1 — Chalconas sintéticas PA4CL e PA4FL
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(2E)-1-(4-Aminofenil)-3-(4-clorofenil)-2-propen-1-ona (2E)-1-{4-Aminofenil)-3-(4-fluorofenil)-2-propen-1-ona

Fonte: Elaborada pela autora

2.1 Preparo da solugao da goma do chicha 0,7%
Para o preparo da solugdo polimérica, pesou-se 3,00 gramas de goma do

chicha em balanga analitica calibrada da marca BEL Engineering. Em seguida, com
auxilio de uma proveta, transferiu-se 400 mL de agua destilada para um béquer, onde
dissolveu-se a goma do chicha. Apos o processo de dissolugao, levou-se o béquer ao

agitador magnético, onde a solugado permaneceu por uma hora.

2.2 Preparo das nanoemulsoes
Para o preparo das nanoemulsdes, empregou-se o metodo de alta energia por

ultrasonicador, o equipamento utilizado foi o Ultrassom (sonicador ultrassénico) de
marca Ultronique. Ajuste pulsador € um recurso que permite controlar o
processamento dos materiais, a metodologia consistiu no uso de dois ciclos distintos,
onde utilizou-se, respectivamente, o modo continuo e o ajuste pulsador para o
primeiro e segundo ciclo. Primeiramente, levou-se ao ultrassom o recipiente contendo
as quantidades determinadas de chalcona, 6leo vegetal de canola, tween 80, DMSO
e 120 mL da solugao 0,7% da goma do chicha onde realizou-se a homogeneizagao
no modo continuo a uma frequéncia de 20 KHz e 440W de poténcia por 2 minutos. Ao
final do processo, dividiu-se a emulsao obtida ao meio. Para o segundo ciclo, utilizou-
se o nivel 1 do modo pulsado para 60 mL da emulsio, e nivel 3 do modo pulsado para
os 60 mL restantes a uma frequéncia de 20 KHz e 440W de poténcia por 2 minutos.
Avaliou-se a diferenga entre 0 modo pulsado 1, que realiza a cada 40 segundos em
modo continuo, 5 pausas de 4 segundos, e 0 modo pulsado 3, que realiza a cada 30
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segundos de modo continuo, 5 pausas de 6 segundos. Todas os cddigos definidos e

quantidades utilizadas no processo de producao estdo expressas na tabela 1.

Tabela 1 — Formulagao das nanoemulsées

CODIGO | CHALCONA | TEOR | TWEEN | OLEO DMSO | SOLUGAO ULTRASSOM
(mg) | 80(mL) | VEGETAL | (mL) | POLIMERICA

(mL) 0,7% (mL) 1° CICLO 2° CICLO

FL1-X PA4FL 10 0,25 - 0,25 60 CONTINUO PULSO 1
FL10 PULSO 1
(60mL)

FL30 PA4FL 20 0,5 1 0,5 120 CONTINUO PULSO 3
(60mL)

cL10 PULSO 1
) (60mL)

PA4CL 20 0,5 1 0,5 120 CONTINUO PULSO 3
CL30 (60mL)

Fonte: Elaborada pela autora

2.3 CARACTERIZAGAO DAS NANOEMULSOES

2.3.1 Estudo da estabilidade
5 ml de cada uma das nanoemulsdes foram transferidas para tubos de ensaio,

onde realizou-se a analise de estabilidade de forma visual, medindo as instabilidades
como creaming e sedimentagdo com auxilio de uma régua, por 50 dias. Para o calculo

da porcentagem de creaming utilizou-se a equagéo (1).

(Altura do creaming (cm)) % 100 = % creaming (1 )

Altura da emulsio (cm)
Para determinar o pH das amostras, utilizou-se um pHmetro da marca AZ
modelo 86505. As medicbes do pH ocorreram aos 21, 28, 35 e 42 dias apos o

processo de produgao das nanoemulsdes.

2.3.2 Analise morfolégica
Para a analise microscopica, utilizou-se um microscépio da marca Opton do

modelo TNB-04T-PL pertencente ao Laboratério de doengas parasitarias
(LABODOPAR), localizado no nucleo de pesquisas (LUPESA). Adicionou-se uma gota
de cada amostra sobre uma lamina de vidro que posteriormente foi coberta por uma
laminula. Observou-se cada uma das amostras em uma ampliacdo 100x.

Para o teste da microscopia eletrénica de varredura (MEV), as amostras foram
analisadas na Central Analitica da Universidade Federal do Ceara (UFC). O
microscoépio de varredura FEG Quanta 450 foi utilizado para analisar as amostras na

ampliagcdo 100.000x.

2.3.3 Viscosidade
Os testes das viscosidades das nanoemulsées CL30O e FL3O e da solugao

0,7% do polimero foi realizado utilizando um viscosimetro de Ostwald, onde

cronometrou-se o escoamento das amostras em diferentes concentragdes. A partir
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das medicdes realizadas, calculou-se a viscosidade especifica das amostras a partir
da Equacéo (2), enquanto a viscosidade especifica reduzida, viscosidade intrinseca e
o valor da massa molar viscosimétrica foram obtidos, respectivamente, através das

equacoes (3),(4) e (5).

Nesp = (t;:o) (2)
Nesprea = (@) (3)
[71] = lci_r)r(l)(nesp red) (4)
[n] = k(Mv)“ (5)

Onde: 7Jesp = viscosidade especifica; £ = tempo de escoamento da solugéo;
to = tempo de escoamento do solvente; 7espred= viscosidade especifica reduzida;

C = concentracgéo percentual do polimero na solugéo; [77]= viscosidade intrinseca.

K e a sao constantes de Mark-Houwink que dependem do sistema solvente-
polimero. As constantes referentes a goma do chicha nao foram encontradas durante
a revisao bibliografica, portanto, para um calculo aproximado da massa molar
viscosimétrica, utilizaram-se os valores K = 1,14 e a = 1,7 x 10, atribuidos a goma

xantana conforme encontrado em Carignatto®.

2.3.4 Tamanho de Particula, Potencial Zeta e indice de Polidispersao
A analise do Tamanho de Particula e Potencial Zeta foram realizadas na

Embrapa utilizando o equipamento Zetasizer/Nanoseries Z590 do modelo Malvern. As
amostras enviadas foram diluidas na proporcao 1:100 em agua destilada,
posteriormente foram levadas para o agitador magnético, onde permaneceram por 24

horas antes da leitura.

2.3.5 Potencial Antifungico
O potencial antifungico das amostras foi identificado através do teste de

microdiluigdo em caldo, conforme a metodologia retratada por Fontenelle e
colaboradores('9, O teste foi realizado no Laboratorio de Microbiologia (LABMIC),
localizado na Universidade Estadual Vale do Acarau (UVA). Foram avaliadas a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) das
chalconas PA4CL e PA4FL livres e das Nanoemulsdes carreadas com as respectivas
chalconas frente as cepas C. Albicans. Utilizaram-se os fungos da Céandida Albicans
ATCC (90028) e LABMIC (0102).
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2.3.6 Eficiéncia de Encapsulamento (EE%)
As amostras foram diluidas em uma proporg¢ao 1:9 (v/v) em alcool etilico 99,5%,

a medicdo das absorbancias foi lida no comprimento de onda maximo de 350nm
(PA4FL) e 210nm (PA4CL), utilizando o espectrofotometro UV-VIS KASUAKI.
Utilizaram-se solugdes-mae de 20 ppm para obter a curva de calibracdo das
chalconas PA4FL e PA4CL que sao representadas, respectivamente, pelas equacdes
(5) e (6). A eficiéncia do encapsulamento das nanoemulsdes foi calculada utilizando a

equacgao (7).

Y = 0,0986X - 0,0515 12=0,9953 (5)
Y = 0,0653X - 0,0467 2= 0,9864 (6)
EE% = Sttt ™ Cfree 3 10 (7)

free

Onde: Cwtai= Concentragao inicial e Crree= Concentragao calculada da nanoemulsao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo da estabilidade
A producdo das amostras utilizando o ajuste pulsador aplica a energia

ultrassénica de maneira intermitente, alternando ciclos de sonicagdo e ciclos de
pausa. Devido ao seu funcionamento em pulsos, os periodos de pausa permitem a
reducao do aquecimento da amostra durante o periodo de sonicagao, o que € benéfico
para a produgédo de nanoemulsdes pois evita a degradagao térmica dos componentes

mais sensiveis.

A presencga do creaming como sinal de instabilidade esta relacionado a uma
diferenca de densidade na amostra, onde a fase de menor densidade do sistema sobe
na dispers&o aquosa, ocasionando a formagao de creaming('"). Os resultados obtidos
por meio da anadlise visual da estabilidade revelaram que dentre as amostras
produzidas com 6leo vegetal, aquelas que apresentaram maior estabilidade foram as

amostras produzidas com o pulsador 3 em seu segundo ciclo (CL30 e FL30).

A produgdo das amostras utilizando o ajuste pulsador aplica a energia
ultrassbénica de maneira intermitente, utilizando ciclos de ligar e desligar. O pulsador
3 ocorre de forma mais intercalada, alternando periodos de sonicagéo (aplicagao de
ultrassom) com periodos de pausa maiores, permitindo a dissipa¢ao do calor gerado
durante a sonicacgao e evitando a degradagao dos sistemas. Desse modo, as amostras
CL30 e FL30, apresentaram maior translucidez e o valor médio de 5% referente ao

creaming, onde permaneceram estaveis durante as duas ultimas semanas de analise.
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A Figura 2 apresenta as nanoemulsdes apos 49 dias da sua produgdo, enquanto a
Figura 3 demonstra o grafico que retrata a porcentagem de creaming identificado nas

amostras ao longo das semanas.

Figura 2 — Anadlise de estabilidade 49 dias

- &..A‘

Legenda: (A) — FL10; (B) — FL1-X; (C) - BRANCO; (D) - CL10; (E) — CL30; (F) — FL30

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 3 — Grafico de Porcentagem de creaming nas nanoemulsdes no periodo de 49 dias

ANALISE DE ESTABILIDADE
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Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com Porto('2, é comum que nanoemulsées que contenham oleos
vegetais em sua composigao apresentem uma diminuicdo do pH, uma vez que isso
ocorre devido a hidrélise dos ésteres de acidos graxos, que resultam em acidos graxos

livres, e consequentemente reduzem o pH do meio.

A figura 4 apresenta os valores relativos ao pH das nanoemulsdes, onde é
possivel determinar um carater ligeiramente acido, que varia entre 5.65 e 6.55. A
solucdo polimérica manteve-se estavel durante as medi¢gdes, enquanto o branco
produzido apresentou uma queda gradativa de 6.55 a 5.82 ao longo das semanas.
Dentre as demais amostras, apenas FL30O apresentou uma queda significativa de pH
de 6.02 para 5.65 no periodo de 28 dias, voltando a apresentar valores iguais e
préximos a 6.02 nas medigdes seguintes. Todas as outras amostras aparentam uma

certa estabilidade em relagéo ao pH, situando-se em um valor médio 6.18.
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Figura 4 — Grafico pH das amostras
POTENCIAL HIDROGENIONICO
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Fonte: Elaborado pela autora

3.2 Analise da estabilidade da emulsao por microscopia 6ptica
O fendmeno da floculagdo ocorre quando as goticulas presentes no sistema

se aglomeram sem coalescer, ou seja, se agregam sem formar uma Unica goticula('3).
A Figura 5 apresenta a analise de microscopia 6tica das nanoemulsdes realizada apos
30 dias, a fim de verificar possiveis instabilidades no sistema disperso. Nota-se que
as amostras FL10 e FL3O (figura 5, letras B e C) apresentaram pontos de floculagao.
As amostras FL1-X e CL10 (figura 5, letra A e D) apresentaram goticulas maiores e
heterogéneas em relagdo as outras amostras provavelmente devido a coalescéncia,
enquanto a amostra CL30O (figura 5, letra E) demonstra uma maior estabilidade
quando comparada as amostras ja citadas, apresentando particulas menores e mais

uniformes.

Figura 5 — analise de microscopia 6ptica das nanoemulsées
(A) (B) (Cc) (D) (E)

20 pm 20 ym 20 pm 20 um 20 pm

Legenda: (A): FL1-X; (B): FL10; (C): FL30O; (D): CL10; (E): CL30
Fonte: Elaborada pela autora
A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica que permite o

registro visual de uma amostra com uma alta ampliacéo, fornecendo informagdes
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relacionadas a forma e o tamanho das particulas*'3. Analisando a figura 6 é possivel
observar que as micrografias pertencentes a amostra CL3O (figura 6, letra A),
demonstram uma maior uniformidade em suas particulas que apresentam estruturas
ligeiramente esferoidais, além de nao exibir aglomerados em sua superficie. No
entanto, a amostra FL3O (figura 6, letra B), apresenta heterogeneidade em suas

particulas, com formas mais irregulares e aglomerados em sua superficie.

Figura 6 — Micrografias eletronicas de varredura em ampliagao 100.000X

Legenda: (A) — CL30O; (B) — FL3O
Fonte: elaborado pela autora
3.3 Viscosidade
O teste da viscosidade é realizado para indicar a facilidade ou dificuldade no
processo de escoamento. Para as nanoemulsdes, a viscosidade é diretamente
proporcional ao tempo de vida util das amostras, ou seja, a amostra que possuir uma

maior viscosidade, sera aquela com uma maior estabilidade('2).

A Viscosidade especifica foi medida paras as amostras CL30 e FL30O, e
comparada com a viscosidade da solugao da goma de chicha, cujos graficos constam
na figura 7. A amostra CL30O apresentou viscosidade proxima a da solugéo polimérica,
indicando que seus componentes nao alteram significativamente a viscosidade da
amostra, sugerindo uma relagao proporcional entre as viscosidades da nanoemulséo
e da solucdo polimérica. A amostra FL3O apresentou viscosidade mais alta. Em um
estudo semelhante na literatura, o aumento da viscosidade foi atribuido a maior fragao
volumétrica da fase interna ou ao tamanho das goticulas, que aumentam a resisténcia
ao fluxo('¥). O valor da massa molar viscosimétrica da goma do chicha foi realizado
através das constantes de Mark-Houwink, e o polimero utilizado apresentou o
resultado de 1,107%102 (g/mol).
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Figura 7 — Grafico viscosidade especifica da goma do Chicha e das nanoemulsées

VISCOSIDADE ESPECIFICA
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Concentracio (%)

Fonte: Elaborada pela autora

3.4 Propriedades fisico-quimicas das goticulas em dispersao
A partir dos dados evidenciados na tabela 2, observa-se que as goticulas da

nanoemulsdo de ambos os sistemas apresentam um tamanho médio menor que 300
nm, com a formulagdo CL3O apresentando um tamanho de particula mais
homogéneo. A formulagao FL3O apresentou uma distribuicdo bimodal de tamanhos
indicando um perfil heterogéneo com maior variagdo no tamanho das particulas. Estes
resultados corroboram tanto com a analise de MEV, quanto com os valores de
viscosidade, pois a viscosidade da amostra FL3O foi aumentada em fungédo do maior
tamanho das goticulas, que por sua vez oferecem maior resisténcia ao fluxo capilar.
O valor de PDI proximo a 0,6 indica uma baixa variabilidade no tamanho das
particulas, apresentando uma maior estabilidade. Enquanto o potencial Zeta mais
negativo (abaixo de -30 mV), apresentado por ambas, sugere que ha uma forte
repulsdo entre as particulas, o que contribui para a estabilidade do sistema, uma vez
que elas vao ter uma menor tendéncia a se aglomerar. Os valores de eficiéncia de

encapsulamento situaram-se proximos a 60%.

Tabela 2 — Tamanho de particula (TP), Potencial Zeta (PZ), indice de Polidispersao (PDI) e
Eficiéncia de Encapsulamento (EE%) relativos as amostras

FORMULAGAO TP (nm) PZ (mV) PDI EE%

CL30 2378+ 126,4 (100%)  -70,1 0,75 0,63 £ 0,04 58%

FL30 294 % 70,08 (76,7%) 59%
73,82+ 14,56 (23,3%)  -66,5+0,72 0,63 £ 0,04

Fonte: Elaborada pela autora
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3.5 Potencial Antifungico
A partir dos dados na tabela 3, é observado que ambas as nanoemulsdes

apresentaram uma atividade inibitéria frente ao crescimento das cepas do C. Albicans
utilizadas no teste de microdiluicdo em caldo. O diferencial dentre os resultados esta
nos valores de concentragao inibitéria minima das amostras das chalconas livres, uma
vez que a amostra PA4CL apresentou um valor de CIM igual ao de sua nanoemulsao
produzida (CL30O). Enquanto a amostra PA4FL ndo apresentou um valor de CIM, ao
contrario da nanoemulsao (FL3O), o que pode indicar que a nanoemulsao amplificou

o potencial fungistatico da chalcona.

Tabela 3 — Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Fungicida minima (CFM) da
CL30, FL30 e das chalconas (PA4CL e PA4FL) frente a C. albicans

CEPAS DE C. Albicans

AMOSTRAS — ATCC 90028 — CIMLABMIC 01OZCFM
BRANCO N.I N.M NI N.M
PA4FL (0,25 mg/mL) NI N.M NI N.M
FL30 (0,25 mg/mL) 0,0625 mg/mL N.M 0,0625 mg/mL N.M
PA4CL(0,25 mg/mL) 0,0625 mg/mL N.M 0,0625 mg/mL N.M
CL30 (0,25 mg/mL) 0,0625 mg/mL N.M 0,0625 mg/mL N.M

N.L: N&o Inibiu; N.M.: Ndo Matou
Fonte: Elaborada pela autora

4. CONCLUSAO
Com esse estudo, observou-se que a nanoemulsdo CL30, produzida sob modo

pulsado 3, foi considerada a mais promissora, devido a sua maior homogeneidade no
tamanho de suas particulas e maior dispersdo das goticulas . O perfil de distribuicdo
de tamanho de particulas demonstra uma menor variabilidade no tamanho das
particulas e o Potencial Zeta (PZ) apresentou um valor abaixo de -30mV, que sugere
uma forte repulsdo entre as moléculas. Tal formulagao demonstrando um potencial
fungistatico frente ao C. Albicans, sendo promissora para o desenvolvimento de

formulagdes antimicrobianas.
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