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RESUMO

As doencas infecciosas provocadas por bactérias e protozoarios continuam a
representar um desafio critico para a saude publica, agravado pela crescente
resisténcia aos tratamentos convencionais. A curcumina, um polifenol de amplo
espectro com propriedades antimicrobianas e antiparasitarias, apresenta, entretanto,
limitagdes clinicas associadas a baixa solubilidade, instabilidade quimica e reduzida
biodisponibilidade. Neste estudo, foi desenvolvida e caracterizada uma formulagéo
de curcumina nanoencapsulada em lipossomas revestidos por quitosana
(Lipo-CUR-Qui), a fim de avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade e
citotoxicidade, além da atividade antibacteriana e antibiofiime frente a cepas de
Escherichia coli e eficacia antiparasitaria contra Leishmania infantum e L.
amazonensis. A formulagao apresentou elevada eficiéncia de encapsulagao (97,2%),
estabilidade de até 120 dias sob refrigeracdo a 2 °C e potencializagdo expressiva da
atividade antimicrobiana em comparagao a curcumina livre. Observou-se reducao
significativa das concentragdes inibitérias minimas contra E. coli, além de efeito
dose-dependente na inibicdo da formacéao de biofilmes. Em macréfagos RAW 264.7,
Lipo-CUR-Qui demonstrou menor citotoxicidade, indicando maior segurancga
comparado a CUR livre. Nos ensaios contra Leishmania spp., a encapsulagao
resultou em aumento da poténcia e da seletividade, sobretudo frente a L.
amazonensis, aproximando-se do perfil terapéutico da anfotericina B, mas com
menor toxicidade. Esses resultados evidenciam que lipossomas revestidos por
quitosana sdo uma plataforma promissora para potencializar a atividade bioldgica da
curcumina, configurando-se como estratégia inovadora para o tratamento de
infeccbes bacterianas e parasitarias.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Antibacteriano. Antiparasitario. Escherichia coli.
Leishmania spp..
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ABSTRACT

Infectious diseases caused by bacteria and protozoa continue to pose a critical
challenge to public health, exacerbated by increasing resistance to conventional
treatments. Curcumin, a broad-spectrum polyphenol with antimicrobial and
antiparasitic properties, nevertheless presents clinical limitations associated with low
solubility, chemical instability, and poor bioavailability. In this study, a curcumin
formulation nanoencapsulated in chitosan-coated liposomes (Lipo-CUR-Qui) was
developed and characterized in order to evaluate its physicochemical performance,
stability, antibacterial and antibiofilm activity against Escherichia coli strains, and
antiparasitic efficacy against Leishmania infantum and L. amazonensis. The
formulation showed high encapsulation efficiency (97.2%), stability for up to 120 days
under refrigeration, and a marked increase in antimicrobial activity compared to free
curcumin. A significant reduction in the minimum inhibitory concentrations against E.
coli was observed, as well as a dose-dependent effect in inhibiting biofilm formation.
In RAW 264.7 macrophages, Lipo-CUR-Qui demonstrated lower cytotoxicity,
indicating greater safety compared to free CUR. In assays against Leishmania spp.,
encapsulation resulted in increased potency and selectivity, especially against L.
amazonensis, approaching the therapeutic profile of amphotericin B but with lower
toxicity. These results demonstrate that chitosan-coated liposomes are a promising
platform to enhance the biological activity of curcumin, representing an innovative
strategy for the treatment of bacterial and parasitic infections.

Keywords: Nanotechnology. Antibacterial. Antiparasitic. Escherichia coli. Leishmania
spp.-
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1 INTRODUGAO

As doengas infecciosas continuam a representar um dos principais desafios
para a saude publica global, sendo responsaveis por elevada morbidade e
mortalidade, especialmente em paises tropicais e subtropicais. Entre os
microrganismos de maior relevancia clinica, destacam-se certas bactérias e
protozoarios, cuja resisténcia a terapias convencionais e complexidade bioldgica
dificultam o tratamento eficaz (Baker et al., 2022; Fan et al., 2024).

Entre os microrganismos de maior relevancia clinica destacados
anteriormente, a Escherichia coli configura-se como um exemplo particularmente
expressivo. Embora seja uma bactéria Gram-negativa integrante da microbiota
intestinal humana, determinadas estirpes patogénicas estdo associadas a diferentes
quadros infecciosos, tais como gastroenterites, infec¢bes do trato urinario,
septicemia e meningite neonatal (Geurtsen et al., 2022; Pokharel et al., 2023).

Alinhada ao panorama global de resisténcia antimicrobiana, a emergéncia de
variantes multirresistentes da E. coli agrava substancialmente os desafios
terapéuticos ja mencionados, evidenciando a necessidade premente de novas
estratégias farmacolégicas baseadas em agentes alternativos e dotados de
mecanismos de acao inovadores (Wu et al., 2024).

Paralelamente, os protozoarios do género Leishmania séo responsaveis pela
leishmaniose, uma doenga endémica em diversas regides do mundo, que se
manifesta em diferentes formas clinicas, dependendo da espécie envolvida e da
resposta imune do hospedeiro (Shmueli; Ben-Shimol, 2024). L. infantum é o agente
etiolégico da leishmaniose visceral, doenga potencialmente fatal caracterizada por
febre prolongada, hepatoesplenomegalia e pancitopenia, enquanto L. amazonensis
esta frequentemente associada a leishmaniose cutanea, que provoca lesdes
tegumentares crénicas de dificil cicatrizagdo, podendo evoluir para formas mais
severas em imunossuprimidos (Machado et al., 2025; Rosar et al., 2025).

O ciclo de vida desses parasitas € complexo, alternando entre formas
promastigotas extracelulares no vetor flebotomineo e formas amastigotas
intracelulares em macrofagos humanos. Essa alternancia dificulta o desenvolvimento
de terapias eficazes e seguras, pois o farmaco deve atingir tanto formas
extracelulares quanto intracelulares sem causar toxicidade significativa as células do

hospedeiro (Campos et al., 2025).
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Nesse cenario, compostos naturais bioativos, como a curcumina, tém
despertado grande interesse devido ao seu amplo espectro de atividades, incluindo
acao antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatéria e antioxidante (Hussien et al.,
2025). A curcumina, um polifenol derivado do rizoma de Curcuma longa, apresenta
grande potencial no combate a infecgdes bacterianas e parasitarias (Liu, 2024). No
entanto, sua aplicagédo clinica direta € limitada pela baixa solubilidade em agua,
instabilidade quimica, rapida metabolizacdo e biodisponibilidade reduzida, fatores
que comprometem a eficacia terapéutica em modelos in vitro e in vivo (Rai et al.,
2020).

Assim, a nanotecnologia farmacéutica tem emergido como uma ferramenta
promissora para superar essas limitagdes, e, através da encapsulacido de curcumina
em lipossomas revestidos por quitosana oferece uma estratégia inovadora,
combinando protecdo da molécula ativa, liberagdo controlada e aumento da
interagdo com membranas celulares (Chen et al., 2025).

O revestimento com quitosana, um polissacarideo biocompativel e
biodegradavel, ndao s6 melhora a estabilidade do lipossoma como também confere
propriedades antimicrobianas adicionais e mucoadesividade, potencializando a
entrega e a eficacia da curcumina (Wang et al., 2025). Essa abordagem
nanotecnologica pode permitir a utilizacdo de doses mais baixas de farmaco, reduzir
efeitos adversos, além de aumentar a seletividade terapéutica (Jang et al., 2024).

Diante deste contexto, o presente estudo avaliou o potencial terapéutico da
curcumina nanoencapsulada em lipossomas revestidos por quitosana frente a E. coli

e formas promastigotas e amastigotas de L. infantum e L. amazonenses.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INFECCOES BACTERIANAS E PARASITARIAS

Infecgbes causadas por microrganismos, como bactérias e protozoarios,
representam um grande problema de saude publica mundial, principalmente, devido
a continua exposigao dos seres humanos a esses patdégenos, 0s quais podem ser
transmitidos entre os individuos, por contato com animais ou a partir do meio
ambiente, especialmente, aquelas infec¢cbes advindas de ambiente hospitalar
merecem adicional atengdo devido a sua gravidade. As bactérias constituem os
principais agentes etiolégicos de infecgbes disseminadas. Entre os microrganismos
mais frequentemente associados a esses quadros destacam-se a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, entre outros. O agravamento
dessas infecgdes esta frequentemente relacionado a fatores clinicos relevantes,
como condicbes de imunossupressao, comorbidades e a presenca de infecgdes
secundarias (Boudier et al., 2023; Holmes et al., 2025).

Estas infecgbes destacam-se como a segunda maior causa de mortes em
todo o mundo, catalisada principalmente pela perda de eficacia dos tratamentos
convencionais (Lin et al., 2021). O uso de antibidticos e antiparasitarios é a principal
medida de tratamento de infecgbes bacterianas e parasitarias. Entretanto, o uso
repetitivo desses farmacos requer doses progressivamente mais altas para alcancar
os efeitos terapéuticos, induzindo toxicidade, com aumento de efeitos adversos e
perda da eficacia do tratamento. Conforme destacado por Domagalska et al. (2023),
a falha terapéutica de um antimicrobiano esta intimamente relacionada com a
resisténcia a drogas, contribuindo, desse modo, para a emergéncia global de

resisténcia antimicrobiana (Peng et al., 2024).

2.1.1 Escherichia coli e Resisténcia Antimicrobiana

E. coli € um bacilo Gram-negativo que coloniza o trato gastrointestinal
humano, e de outros animais, de forma comensal, e desempenha importantes
fungdes no equilibrio da microbiota intestinal. Esse grupo de E. coli comensal, é
majoritariamente composto por cepas do grupo filogenético A e B1. Entretanto,

algumas cepas apresentam potencial efeito patogénico no organismo,
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principalmente as cepas pertencentes ao grupo filogenético B2, estando este
associado a uma das mais frequentes causas de infec¢gdes na corrente sanguinea
em humanos, infecgbes no trato urinario e em outros sitios corpéreos, além de ser
uma das principais causas de diarreia em criangas, causadas principalmente pela E.
coli enterotoxigénica (ETEC), associada a producdo de toxinas termoestaveis e
termolabeis, responsaveis pela sua patogenicidade (Alfuraiji et al., 2021; Kobayashi
et al., 2021; Mentzer et al., 2023).

Antimicrobianos sao amplamente utilizados no tratamento de infecgbes
bacterianas causadas por E. coli em humanos e outros animais, além de ter
extensivo uso na agricultura e pecuaria como forma de aprimorar o cultivo de
alimentos e criagdo de animais para o consumo. Entretanto, diversos estudos tém
demonstrado que o0 uso exacerbado e inadequado de antimicrobianos tem sido um
dos principais fatores envolvidos no alarmante crescimento da resisténcia bacteriana
no mundo, tornando dificil o tratamento de infecgbes, o que contribui para o aumento
de morbidades e mortalidades (Arbab et al., 2022). Segundo a Organizagao Mundial
da Saude (OMS), a resisténcia bacteriana ocupa o top 10 de ameacas a saude
publica global, assim, em 2023 foram desenvolvidos planos nacionais de combate a
resisténcia bacteriana, envolvendo 178 paises, alinhados a um Plano de Acao
Global (GAP) (OMS, 2023; Chetri, 2025).

Os mecanismos de resisténcia de E. coli se dividem em mecanismos
intrinsecos e extrinsecos. Os mecanismos intrinsecos sao aqueles inerentes a esta
espécie bacteriana, como a presenca da membrana externa e a expressao de
bombas de efluxo em sua superficie. Ja os extrinsecos, estdo relacionados com a
aquisicao de resisténcia do meio externo, por mecanismo genético ou pela
transferéncia horizontal de genes, por via plasmidial, modo este que representa um
alarmante papel na disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos

usados na pratica clinica (Mota et al., 2021; Smit et al., 2023).

2.1.2 Leishmania spp. e Leishmaniose

Leishmania spp. € um protozoario da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae, apresentando duas fases em seu ciclo de vida: a forma
amastigota, encontrada intracelularmente em macréfagos apds terem sido

fagocitadas por essas células de defesa para atuarem como apresentadoras de
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antigenos, induzindo a diferenciagao de células T CD4 em células T helper (Th1); e
a forma promastigota que € uma forma flagelada de desenvolvimento no trato
gastrointestinal do flebotomineo, sendo o promastigota metaciclico a forma
infectante do parasita (Baneth et al., 2022; Bowman et al. 2025).

A leishmaniose compreende um grupo de doencas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania, tendo mais de 20 espécies envolvidas em
zoonoses em humanos e outros animais. Trata-se de uma Doenga Tropical
Negligenciada (DNT) com elevada prevaléncia globalmente, principalmente em
paises tropicais e em desenvolvimento, estimando-se haver de 700 mil a um milhdo
de novos casos anualmente em todo o mundo, sendo estes numeros ainda
subestimados,. Além disso, apresenta endemicidade em quase 100 paises,
responsavel por gerar impactos ndo apenas na saude publica, mas na economia e
na sociedade no geral (Vries et al., 2022; Fernandes et al., 2024). Essa doenga é
transmitida, principalmente, através da picada de um flebotomineo do género
Lutzomyia, conhecido como mosquito-palha, entretanto, outras formas de
transmissdo também sdo relatadas, como transmissdo vertical, transfusdo
sanguinea, transplante de 6rgaos e exposi¢ao laboratorial acidental (Pederiva et al.,
2023).

A leishmaniose é classificada em trés principais tipos, os quais se manifestam
dependendo da espécie infectante e das condi¢gdes imunes do hospedeiro: a visceral
(LV), cutanea (LC) e mucocuténea (MC), sendo a forma cutanea a mais prevalente
no mundo, representando cerca de 90% dos casos e de carater endémico em varias
regides. Ja a forma visceral, também chamada de calazar, causado principalmente
pelas espécies viscerotropicas L. infantum e L. donovani, apresenta uma
manifestagdo mais severa e potencialmente fatal. A MC apresenta uma menor
prevaléncia, embora frequentemente associada a alta morbidade (Mann et al., 2021;
Angoiti et al., 2023). As formas de tratamento atuais apresentam limitagdes devido a
seus efeitos adversos e baixa eficacia. Além disso, a resisténcia parasitaria a
farmacos também tem sido um fator de grande preocupacao atualmente (Pradhan et
al., 2022).

2.2 CURCUMINA

A curcumina (CUR) €& um polifenol natural, o principal componente obtido a
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partir da Curcuma longa, planta herbacea aromatica pertencente a familia
Zingiberaceae, sendo amplamente utilizada na culinaria asiatica como tempero,
aditivo e corante natural, devido a sua chamativa cor amarelo dourado, o que
permite serem muito utilizados também na producéao de tintas ecoldgicas (Urosevic
et al., 2022). A CUR também é amplamente utilizada na medicina tradicional indiana
e chinesa por séculos, sendo usada como tratamento de diversos problemas de
saude, como tosse, disfungcado hepatica, reumatismo, mordeduras de insetos e entre
outras, devido a suas grandes propriedades terapéuticas, como antioxidante natural,
antimicrobiana, anticancer, anti-inflamatoria e entre outras (Kumari et al., 2022,
Sadeghi et al., 2023). Entretanto, apesar das notaveis vantagens, a CUR
isoladamente apresenta baixa biodisponibilidade, fotodegradacéo, insolubilidade em
agua e instabilidade de sua estrutura quimica, sendo indispensavel a combinagao

com outros sistemas que atenuem essas dificuldades (Salle ef al., 2021).

2.2.1 Estrutura quimica da CUR

A curcumina, quimicamente nomeada de diferuloilmetano, foi isolada pela
primeira vez, em 1815, pelos pesquisadores Vogel e Pelletier, a partir da Curcuma
longa, recebendo grande atencdo da comunidade cientifica. Porém, apenas em
1910, estudos poloneses conseguiram determinar sua exata estrutura quimica
espacial, que consiste basicamente de dois anéis fendlicos, ligados a grupos
hidroxila e metoxilo, obtendo a estrutura
1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione, sendo os polifenois o
principal componente ativo para o desempenho de sua funcdo. E importante
mencionar também que a CUR é rapidamente degradada sob influéncia da luz
ultravioleta (UV), sendo importante o armazenamento em condigbes adequadas
(Hussain et al., 2022; Drozd et al., 2024).

A presenca de cetonas ligadas a estrutura quimica da CUR (como mostrado
em A, na figura 1) oferece uma certa instabilidade a molécula em condicdes
fisiologicas, reduzindo o seu perfil farmacocinético se utilizado isoladamente devido
as cetonas serem substratos comuns de diversas enzimas redutases, levando a

utilizacao deste radical quimico e consequente degradagcdo da molécula de CUR.

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de curcumina, exibindo em (A) os
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grupamentos cetonas e em (B) os grupos hidroxilas.

Adaptado de Drozd (2024).

Porém, esse efeito pode ser mitigado se houver modificagdes na fragao
cetona, como a associacdo a compostos que confere uma protecdo a molécula,
como lipidio, lipossomas ou surfactantes, reduzindo a degradacao da molécula de
CUR induzida pelos grupos cetona. Por outro lado, os grupos hidroxila (em B, na
figura 1) presentes na molécula desempenha um importante papel antioxidante,
devido ao fato deste grupo atuar nas reag¢des de transferéncia de elétrons, formando
compostos fenoxi que protegem contra espécies reativas de oxigénio (EROs),

reduzindo, assim, o estresse oxidativo (Kumari et al., 2022; Drozd et al., 2024).

2.2.2 Atividades Biologicas

Diversos estudos mostram o importante potencial terapéutico da CUR no
tratamento de infeccbes causadas por diferentes patdgenos bacterianos, incluindo
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., entre
outros (Salama et al., 2024). Estudos conduzidos por Yuan et al. (2022)
demonstraram que a associacdo da CUR com a Terapia Fotodindmica (PDT)
potencializa significativamente sua atividade antibacteriana frente a S. aureus,
indicando um efeito sinérgico promissor para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas.

Embora os mecanismos de agao antimicrobiana da curcumina (CUR) ainda
nao estejam completamente elucidados, estudos indicam que esse composto exerce

sua atividade antibacteriana principalmente por meio da despolarizacdo e
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permeabilizacdo da membrana plasmatica bacteriana. Além disso, evidéncias
mostram que a CUR pode induzir apoptose em E. coli pela inibicdo da proteina
RecA, essencial para os mecanismos de reparo do DNA, conforme demonstrado por
Lee et al. (2008). Outros efeitos descritos incluem dano direto a membrana celular e
inibicdo da proliferacdo bacteriana. A CUR também apresenta efeito sinérgico
quando associada a antibidticos, uma vez que seu mecanismo de aumento da
permeabilidade da membrana facilita a entrada desses farmacos no citoplasma,
contribuindo para uma maior eficiéncia terapéutica (Wray et al., 2021,
Alonso-Espanol et al., 2023).

A CUR desempenha, além de sua reconhecida atividade antibacteriana, uma
significativa agao antibiofiime frente a alguns patégenos. Este composto € capaz de
reduzir a capacidade de agregacao microbiana, bem como de reduzir a formagao
dos componentes dos biofilmes, tornando esses microrganismos mais suscetiveis a
acao dos antimicrobianos e facilitando a abordagem terapéutica (Kumbar et al.,
2021). Como demonstrado nos estudos realizados por Ke et al. (2023), a CUR, in
vitro, foi capaz de inibir significativamente a formacao de biofilme de Streptococcus
mutans, além de induzir a degradagao de biofilme maduro ja formado.

A CUR esta associada também a propriedades antiparasitarias contra
diferentes patdégenos, como Cryptosporidium parvum, Trypanosoma cruzi,
Toxoplasma gondi, Plasmodium falciparum e o0s agentes causadores da
leishmaniose cutanea e visceral, incluindo Leishmania amazonensis, L. braziliensis,
L. infantum, nas suas formas amastigota e promastigota. Além disso, CUR apresenta
atividade antiinflamatoria e antioxidante, embora os mecanismos de acao ainda nao
estejam completamente compreendidos (Albalawi et al., 2020; Dourado et al., 2024).

Apesar do reconhecido potencial terapéutico da CUR, seu uso in vivo
apresenta limitagdes significativas decorrentes de fatores como baixa solubilidade
em agua, instabilidade em solugéo, reduzida biodisponibilidade, limitada absorgao e
rapida eliminagao pelo organismo, o que compromete sua janela terapéutica. Dessa
forma, estratégias combinadas devem ser utilizadas para mitigar essas limitagdes,
como a utilizagcdo de agentes adjuvantes e de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, os quais podem prolongar o tempo de agdo do composto no organismo e,
consequentemente, aumentar sua eficacia (Trigo-Gutierrez et al., 2021; Ejaz et al.,
2022).
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2.3 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA FRENTE A INFECCOES BACTERIANAS E PARASITARIAS

A nanotecnologia farmacéutica atua na manipulagao de materiais bioldgicos e
farmacos em uma escala nanométrica. Este ramo da ciéncia desenvolve estratégias
baseadas nas propriedades fisico-quimicas das moléculas e sua capacidade de
gerar respostas biolégicas, tendo sido extensamente explorado como uma
ferramenta inovadora no tratamento de diversas doencgas (Guerra et al., 2024).
Nanoparticulas s&o estruturas encontradas na natureza ou sintetizadas em
laboratorio, que podem ser utilizadas como sistemas de liberagdo controlada de
farmacos. Estes sistemas apresentam diversas vantagens quando comparados aos
tratamentos convencionais, como liberacdo mais controlada e sustentada de
farmacos, maior especificidade ao tecido alvo, menor risco de degradagao do
farmaco in vivo e, quando combinados a moléculas de revestimento, como a
quitosana, apresentam maior estabilidade no organismo (Rashki et al., 2021; Lyu et
al., 2025).

Existem diversas formulagdes de nanoparticulas que podem ser aplicadas a
diferentes finalidades, como nanoparticulas de prata, ouro, éxidos de zinco, 6xidos
de ferro e entre outras. Essas estruturas podem ser obtidas por diferentes métodos,
dentre eles incluem-se a coprecipitagdo, decomposi¢cao termal, microemulséo,
evaporagao de solvente, emulsificagdo, nanoprecipitacdo, dentre outros. Cada um
desses métodos apresenta particularidades que influenciam nas propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas, permitindo adequa-las a variados usos clinicos
(Mercan et al., 2022; Algabbani et al., 2023).

A atuacdo da nanotecnologia farmacéutica tem se mostrado promissora no
tratamento de infecgbes causadas por Leishmania spp., principalmente por meio da
utilizacdo de lipossomas contendo anfotericina B. Essa forma ja apresenta amplo
uso clinico, pois os lipossomas oferecem maior estabilidade a farmacos e protege-os
da degradagcdo no trato gastrointestinal, permitindo a administragdo oral do
medicamento, o que contribui para uma maior adesio ao tratamento por parte dos
pacientes (Majoor et al., 2025). Nanoparticulas também tém se mostrado eficazes no
tratamento de infecgdes bacterianas, segundo estudos conduzidos por Lyu et al.
(2025), nanoparticulas revestidas por quitosana encapsulando o peptideo 3W-2
apresentaram potente atividade antibacteriana contra infeccdo causada por ETEC,

além de manterem efetiva atividade no trato gastrointestinal, quando comparado a



23

administracdao do peptideo isoladamente. Esses resultados mostram o potencial
terapéutico da nanotecnologia e a sua capacidade de revolucionar o tratamento

contra infec¢des bacterianas e parasitarias (Jing et al., 2024).

2.4 LIPOSSOMAS

A nanotecnologia farmacéutica tem ganhado grande destaque no
desenvolvimento de sistemas de liberagcao controlada (SLCs) de medicamentos, com
o objetivo de aumentar a concentracdo de farmacos no organismo, direciona-las
para tecidos corporais especificos e aprimorar sua agao (Adepu et al., 2021). Dentre
os SLCs mais utilizados, os lipossomas tém crescido exponencialmente, tendo o seu
uso clinico ja aprovado em diversos paises (Almeida et al., 2020).

Lipossomas foram descobertos em 1965, pelo hematologista britédnico Alec D.
Bangham, apds conseguir observar, por microscopia eletrénica, estruturas lipidicas
multilamelares formadas espontaneamente em meio aquoso. Posteriormente,
tornou-se possivel a formulacdo dessas estruturas, pela primeira vez, utilizando
fosfolipidios. Anos mais tarde, o potencial dos lipossomas como sistemas
carreadores de farmacos foi sugerido por Gregory Gregoriadis, possibilitando seu
uso no transporte de DNA para as células, entre outras aplicagdes (Large et al.,
2021; Park et al., 2023).

Os lipossomas, segundo Guimaraes et al. (2021), podem ser definidos como
estruturas esféricas coloidais compostas por camadas lipidicas possuindo um
compartimento interno aquoso. Sao nanoparticulas que podem ser classificadas,
baseadas em sua lamelaridade (camadas lipidicas), em vesiculas unilamelares,
oligolamelares ou multilamelares, com aplicacbes diversas. Sao estruturas
relativamente simples de preparar, sendo possivel adapta-las para diversos usos
terapéuticos, seja modificando seu tamanho, composi¢cdo, numero de camadas
lipidicas ou mesmo combinando com outras moléculas para aumentar sua
efetividade (Leo et al., 2022; Liu et al., 2022).

Figura 2. Representagcdo esquematica de lipossoma carreando farmacos

hidrofébicos e hidrofilicos.
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Apesar das significativas vantagens e notavel eficiéncia das nanoparticulas
lipidicas, estas apresentam algumas limitagdes quando comparadas com
nanoparticulas poliméricas, sendo os lipossomas geralmente menos estaveis,
especialmente em relagdo a degradagao, agregacao as células alvo e fusao das
vesiculas a membrana plasmatica, além de possuir um mecanismo de liberagao de
droga mais dificil de controlar. Nesse contexto, modificagcbes na superficie dos
lipossomas com revestimento de moléculas, peptideos, anticorpos ligantes ou
biopolimeros, como a quitosana, permitem tornar essas nanoparticulas lipidicas mais
eficientes e mitigar suas limitagcdes de estabilidade (Fan et al., 2021; Leo et al., 2022;
Souza et al., 2020).

2.5 QuiTosaNA

A quitosana (QUI) é um biopolimero na forma desacetilada obtido a partir da
quitina, um dos polissacarideos mais abundantes da natureza presentes em diversas
fontes animais, como em moluscos, crustaceos e no exoesqueleto de insetos, em
vegetais e na parede celular de fungos. Entretanto, a quitina apresenta baixa
solubilidade em solventes comuns e pouco biodegradavel, devido a sua estrutura
quimica complexa, limitando sua aplicagdo na industria e saude (Wang et al., 2020;
Cohen et al., 2022).
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A QUI é mais hidrofilica, permitindo uma maior solubilidade em agua, além de
ser possivel realizar modificagdes quimicas diretas, enzimaticas ou por combinagao
com outros polimeros, de forma mais facilmente, permitindo adequar a QUI para
diferentes aplicagdes e expandir sua eficiéncia (Hack et al., 2020). Nos ultimos anos,
diversos estudos tém apresentado o potencial da QUI como um biopolimero ativo
com atividade antimicrobiana, suprimindo o crescimento bacteriano, provavelmente,
a partir da ligagao direta a superficie da célula. A QUI possui também atividade
antitumoral e atua na condugao nervosa, além de ser um composto nao téxico para
o organismo (Riseh et al., 2022; Aghbashlo et al., 2023).

O uso da QUI tem se destacado como um biopolimero promissor para o
revestimento de nanoparticulas de liberacdo controlada de farmacos, em virtude de
suas propriedades quimicas unicas, pois apresenta excelente capacidade de adesao
a tecidos biologicos, interagindo facilmente com superficies negativamente
carregadas, como membranas mucosas e superficie bacteriana e fungica, por meio
de reacbes eletrostaticas, o que contribui para seus reconhecidos efeitos
antimicrobianos e antifungicos. Isso se deve ao fato da QUI apresentar baixo grau de
acetilagdo, uma vez que moléculas com menor grau de acetilagdo tendem a exibir
maior solubilidade e efeitos bioldégicos mais pronunciados. Além disso, apresenta
baixa toxicidade e alta compatibilidade, atribuida a sua afinidade por
peptidoglicanos. Por fim, a QUI se destaca pela sua capacidade de inibicao de
bomba de efluxo, mecanismo em que xenobidticos, principalmente farmacos, sao
expulsos das células bacterianas, exercendo, dessa forma, um relevante papel no
controle da resisténcia antimicrobiana (Kou et al., 2022; Jafernik et al., 2023;
Poznanski et al., 2023).

O efeito antimicrobiano da QUI resulta de uma combinacao de caracteristicas
quimicas atribuidas a essa molécula. Dentre elas se destacam: a excelente
interagdo eletrostatica com a superficie celular bacteriana, que sdo geralmente
carregadas negativamente; o seu baixo peso molecular, permitindo a ligagdo ao DNA
bacteriano, a inibicdo de mMRNA e, consequentemente, a sintese proteica; quitosanas
associados a ions metalicos, formando quelatos, demonstram grande potencial em
promover a morte celular bacteriana. A eficacia desses mecanismos, entretanto,
depende de fatores como a espécie bacteriana, o grau de acetilagdo e o peso
molecular da QUI (Pathak et al., 2023; Mu et al., 2024).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho da Lipo-CUR-Qui frente a cepas de Escherichia coli e a

eficacia antiparasitaria contra Leishmania infantum e L. amazonensis.

3.2 OBJETIVOS ESsPECiFicos

e Formular lipossomas revestidos com quitosana contendo curcumina;

e Realizar caracterizagao de Lipo-CUR-Qui;

e Determinar a estabilidade das dispersdes lipossomais;

e Avaliar atividade antibacteriana e antibiofilme de Lipo-CUR-Qui frente a
cepas de Escherichia coli,

e Avaliar citotoxicidade de Lipo-CUR-Qui;

e Avaliar atividade de Lipo-CUR-Qui in vitro em promastigotas de L.
amazonensis;

e Avaliar atividade de Lipo-CUR-Qui em formas amastigotas de

Leishmania spp.
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4 METODOLOGIA

4.1 PRePARACAO DOS LipossomAs ReEVESTIDOS CoM QuiToSANA CONTENDO CURCUMINA

Os lipossomas contendo CUR foram preparados pelo método de hidratagao
do filme lipidico seguido de sonicagao. Para encapsulagdo de farmacos hidrofilicos,
os lipideos, colesterol (CH), CUR e fosfatidilcolina (PC), Tween 80 foram
solubilizados em solvente orgénico sob agitacdo magnética. Em seguida, o filme
lipidico foi formado pela evaporacdo dos solventes a pressao reduzida, que,
posteriormente foi ressuspendido com a solugdo de tampao fosfato (pH= 7.4)
formando espontaneamente lipossomas multilamelares grandes (MLV). Em seguida
estes foram sonicados obtendo os lipossomas unilamelares pequenos (SUV) (Souza
et al., 2024).

Para o revestimento dos Lipo-CUR-Qui, a quitosana foi solubilizada em acido
acético glacial. A solugdo de quitosana a 1% foi submetida a agitagdo constante
overnight. Os lipossomas foram adicionados gota a gota na solugéo de quitosana e

se manterdo sob agitagdo magnética por 1 hora (Alshamsan et al., 2019).

4.2 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Os Lipo-CUR-Qui foram submetidos a caracterizagao fisico-quimica através
da analise do tamanho de particula (@), indice de polidispersao (PDI), potencial zeta
() e pH como previamente descrito por Souza et al. (2024). As dispersdes de
lipossomas foram dimensionadas por espectroscopia de correlacdo de fétons
utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, Reino Unido).

Para analise do tamanho da particula, a disperséo lipossomal foi diluida em
agua purificada. As medigdes foram realizadas a 25 °C com um angulo fixo de 90° e
os resultados foram expressos como a média do didmetro hidrodinamico dos
lipossomas (nm). O potencial zeta dos lipossomas foi medido apds a diluicdo da
disperséo de lipossomas em uma solugédo de agua ultrapura. A carga superficial dos
lipossomas (mV) foi avaliada utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern,
Worcestershire, Reino Unido). O pH do lipossoma foi medido com um eletrodo de
vidro e um medidor de pH digital MS Tecnopon (mPA-210P, Sao Paulo, Brasil) em

temperatura ambiente.
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4.3 DETERMINAGAO DO TEOR E EFICIENCIA DE ENcAPSULAGAO DE LiPO-CUR-Qui

Para determinar o teor de CUR nas formulagdes, os lipossomas foram
diluidos em CH;OH, centrifugada durante 10 minutos e o sobrenadante foi
mensurado por espectrofotometria no comprimento de onda de 420 nm. Os
resultados foram expressos em percentual a partir da média das absorbancias. O
experimento foi realizado em triplicata em trés experimentos independentes.

A eficiéncia de encapsulagao (EE%) de CUR foi determinada pela técnica de
ultrafiltragcao/ultracentrifugacdo, utilizando unidades de filtragdo (Amicon Ultra
Centrifugal Filters; Millipore, Billerica, MA). Amostras de lipossomas foram inseridas
nos filtros e submetidas a ultracentrifugacdo a 8.000 rpm a 4 °C por 1h. Uma
aliquota da amostra filtrada foi diluida em CH;OH. A EE% de CUR foi mensurado por
espectrofotometria e os resultados foram expressos em percentual a partir da média
das absorbancias. Os dados de eficiéncia de encapsulagdo dos farmacos foram
calculados usando a equagao descrita abaixo:

% EE = Total de CUR- filtrado de CUR x 100 / Total de CUR.

4 .4 EsTaBILIDADE DAS DISPERSOES LiPossomAlS

A estabilidade fisico-quimica das dispersdes lipossomais de Lipo-CUR-Qui
foram avaliadas 24h apds a formulagédo, apdés armazenamento em geladeira a 2°C.
As formulacdes foram monitoradas apos 7, 15, 30, 60 e 120 dias apos formuladas
através da avaliagdo dos seguintes parametros: aspecto macroscépico, &, PDI, ,

pH, teor e taxa de encapsulagao para os lipossomas contendo farmaco.

4.5 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE LiPo-CUR-Qui

A atividade antibacteriana in vitro de CUR e Lipo-CUR-Qui foi avaliada pelo
método de microdiluigdo em caldo de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2025). Inicialmente foi distribuido caldo Mueller-Hinton em
cada pogo das placas. Em seguida, foram adicionados, CUR e Lipo-CUR-Qui,
através de diluicdo seriada e por fim as suspensbes de Escherichia coli ATCC
25922, E. coli NCTC13846 e E. coli H10407. As microplacas foram incubadas a 35



29

°C por 24h e a concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada por
espectrofotometria no comprimento de onda de 630 nm.

A concentragdo bactericida minima (CBM) foi determinada depois dos
resultados de CIM. Uma aliquota dos microrganismos dos pogcos em que nao ha
crescimento visivel foi inoculada em agar Mueller-Hinton e as placas foram
incubadas a 35 °C por 24h. Apés este periodo a CBM foi determinada como a menor
concentragdo em que ndo houve crescimento microbiano (CLSI, 2025). Todo o

experimento foi realizado em triplicatas independentes.

4.6 AvALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DE LiPo-CUR-Qui

A atividade antibiofiime de Lipo-CUR-Qui frente a E. coli ATCC H10407 foi
realizada através do método do cristal violeta. Inicialmente a cepa bacteriana foi
ajustada na escala 0,5 de McFarland. A contagem de células foi confirmada por
espectrofotometria a 630 nm e as suspensdes bacterianas foram distribuidas em
placas de microdiluigdo de fundo plano até uma concentragao final de 10° UFC/mL e
incubadas a 35 °C por 24 h. Apds o crescimento do biofilme, o conteudo de cada
poco foi aspirado e diluicdes em série de CUR e Lipo-CUR-Qui foram realizadas em
TSB e adicionadas a cada pocgo.

As placas foram novamente incubadas a 35+ 2 °C por 24 h. Apds incubagao o
conteudo dos pogos foi aspirado e foram realizadas lavagens com salina (0,9%). As
placas foram secas e em seguida as bactérias aderidas foram fixadas com metanol a
99%. Apbs a fixacdo, o metanol foi removido e as placas foram postas para secar
novamente.

Posteriormente, as bactérias aderidas nas placas foram coradas com cristal
violeta a 1%. O excesso de corante foi removido e foram realizadas lavagens com
salina em cada pogo. Em seguida a analise do resultado foi realizada através de
espectrofotometria a 570 nm (Multiskan FC microplate photometer, Thermo
Scientific, Madrid, Espanha). A Concentragdo Minima de Erradicagcao do Biofilme
(CMEB) foi determinada como a menor concentragédo capaz de inibir a formagéo do
biofiilme (Peeters et al., 2016). Todo o experimento foi realizado em triplicatas

independentes.

4.7 CitotoxicipADE EM CELULAS RAW 264.7
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Células RAW 264.7 foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade celular pelo
ensaio de MTT. As células (0,2 x 10° células/pogo) foram semeadas em placas de 96
pocos e incubadas por 24 h a 37 °C em 5% de CO, para adesdo. Os compostos
foram adicionados em oito concentragdes (0,78 a 100 pg/mL) e incubados por 48 h.
Anfotericina B, CUR e Lipo-CUR-Qui também tiveram sua citotoxicidade avaliada
nas mesmas concentragdes.

Apos a incubacgao com 0s compostos, foi adicionado
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio brometo (MTT) a 5 mg/mL em PBS. O
meio de cultura celular foi descartado apdés 2 h, e 100 yL de DMSO foram
adicionados para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi medida
a 570 nm. A concentragdo citotdéxica que inibe 50% das células (CCs,) foi
determinada por regressdo néo linear a partir das oito concentragdes em duplicata,
utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,

EUA). Dois experimentos independentes foram realizados.

4.8 ATIVIDADE IN VITRO EM PROMASTIGOTAS

Promastigotas da cepa L. amazonensis LTB 0016 foram mantidas em meio
Schneider (Sigma, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado pelo calor e 10 pg/mL de gentamicina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 24
°C. A curva de crescimento do parasita foi obtida pela contagem diaria da cultura
durante 7 dias. Promastigotas na fase exponencial de crescimento (2 x 10°
promastigotas/mL) foram utilizados para o ensaio de viabilidade. Os promastigotas
foram incubados com diferentes concentragdes de CUR e Lipo-CUR-Qui (0,78-100
pMg/mL). Anfotericina B foi usada como controles positivos em meio Schneider a 24
°C por 48 h. Como controle negativo, os promastigotas foram mantidos sem nenhum
tratamento.

Apos o tratamento, o resazurina foi adicionado a cada pogo em concentragao
final de 50 uM, e as placas foram novamente incubadas por 2 h a 26 °C. A
fluorescéncia foi medida usando um espectrofotdmetro (Biotek, Winooski, VT, EUA,
modelo Synergy H1) com excitagdo a 560 nm e emissédo a 590 nm. A concentragao
que inibiu 50% dos parasitas (ICs) foi obtida por regressdo nao linear da curva

concentragédo-resposta utilizando o software GraphPad Prism 5.0. O indice de
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seletividade (IS) foi calculado pela razdo entre CCs, e ICs,, servindo como
parametro inicial para avaliar a seletividade do composto frente as formas
promastigotas de Leishmania sp.

Os experimentos foram realizados em triplicata, em pelo menos trés
experimentos bioldgicos independentes. Os resultados foram submetidos a analise
estatistica pelo teste One-way ANOVA, seguido do post-test de Bonferroni (a = 5 %),

considerando p < 0,05 como estatisticamente significativo.

4.9 Ensalos com FOrRMAS AMASTIGOTAS DE LEISHMANIA SP.

As formas promastigotas de L. infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) e L.
amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016) expressando o gene B-galactosidase (da
Silva Santos et al., 2019) foram cultivadas em meio Schneider com 10% de soro fetal
bovino, 2,5 uyg/mL de hemina, 1% de antibidticos (100 Ul/mL de penicilina e 100
pMg/mL de estreptomicina) e 50 pg/mL de higromicina, a 26 °C. Para a obtengao das
formas amastigotas, células RAW 264.7 foram semeadas (0,2 x 10° células/pogo)
em placas de 96 pocos e deixadas aderir por 24 h a 37 °C em 5% de CO,. As
células aderidas foram entdo infectadas com promastigotas em fase estacionaria de
crescimento, na propor¢ao de 1:15, a 37 °C por 6 h. Em seguida, os parasitas n&o
internalizados foram removidos por lavagem, e as culturas infectadas foram
incubadas por 24 h em meio completo RPMI 1640 (controle negativo) e tratadas com
os compostos (0,78 a 100 ug/mL). Anfotericina B foi usada como controles positivos.

Apoés 24 h, as culturas foram novamente lavadas, o meio foi substituido, e o
chlorophenol red B-D-galactopyranoside (CPRG) a 100 yM e Nonidet P-40 a 0,1%
foram adicionados as placas, sendo incubadas por 2 a 6 h a 37 °C. A absorbancia foi
medida a 570 nm em um leitor de microplacas automatizado. Os resultados sao
expressos como porcentagem de inibicdo do crescimento do parasita. A 1Cs, foi
determinada por regressao nao linear a partir de oito concentragbes em duplicata,
utilizando o software GraphPad Prism 8.0. O IS foi calculado pela razdo entre CCs,
ICs0, servindo como parametro inicial para avaliar a seletividade do composto frente
as formas amastigotas de Leishmania sp. Trés experimentos independentes foram

realizados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO Fisico-Quimica

As formulagdes Lipo-Qui apresentaram tamanho médio de particula (TP) de
97,72 £ 0,7 nm, indice de polidispersao (PDI) de 0,298, potencial zeta de +12,4 £ 0,9
mV e pH 5,0. Ja as formula¢des Lipo-CUR-Qui exibiram TP de 142,0 £ 2,2 nm, PDI

de 0,386, potencial zeta de +15,0 £ 0,6 mV e pH 5,1, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacio de Lipo -Qui e Lipo-CUR-Qui
Formulagao @ (nm) PDI ¢ (mV) pH Teor %EE

Lipo-Qui 97,7+0,7 0,298 +124+x09 5,0 - -

Lipo-CUR-Qui 142,0+2,2 0,386 +150+0,6 5,1 99,9 + 97,2 +
0,1% 0,6%

@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispersdo; {: Potencial zeta; %EE:
Eficiéncia de encapsulagdo; Lipo-Qui: Lipossomas revestidos com quitosana;

Lipo-CUR-Qui: Lipossomas revestidos com quitosana encapsulando CUR.

A caracterizacdo fisico-quimica das formulacdes Lipo-Qui e Lipo-CUR-Qui
mostrou pequenas alteragbes nos parametros avaliados, principalmente
relacionadas ao aumento do tamanho médio das particulas (J) apds a incorporagao
da curcumina e o revestimento com quitosana. Esse aumento discreto permanece
compativel com a via de administracdo pretendida, sem impacto clinico relevante,
indicando que o farmaco esta totalmente incorporado ao sistema e que a estrutura
dos lipossomas nao sofreu modificagdes significativas (Souza et al., 2024).

O PDI apresentou leve incremento, de 0,298 para 0,386, permanecendo
dentro dos limites aceitaveis para aplicacdes farmacéuticas. Esses valores refletem
que a distribuicdo do tamanho das particulas continua adequada, garantindo
estabilidade e funcionalidade das nanoformulagdes (Danaei et al., 2018; Bodnar et
al., 2025).
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O potencial zeta aumentou de +124 + 0,9 mV para +150 £ 0,6 mV,
evidenciando a presenga de grupos amina protonados da quitosana na superficie
dos lipossomas. Essa modificagdo confirma a efetividade do revestimento, com a
quitosana desempenhando seu papel esperado de conferir estabilidade coloidal e
favorecer interagcbes eletrostaticas com membranas celulares, sem causar
alteragdes relevantes na particula (Gil-Gonzalo et al., 2024; Jara-Quijada et al.,
2025).

O pH das formulagdes manteve-se em torno de 5,0-5,1, indicando que o
processo de encapsulagéo ndo alterou significativamente a acidez das amostras. O
pH levemente acido é favoravel a estabilidade da curcumina durante a passagem
pelo trato gastrointestinal, protegendo o farmaco de degradacgédo e possibilitando
liberagdo controlada no intestino delgado, o que contribui para maior
biodisponibilidade e eficacia terapéutica (Ang et al., 2024; Souza et al., 2024).

A encapsulagdo de curcumina em lipossomas revestidos por quitosana
também se mostrou extremamente eficiente, com teor de farmaco de 99,9 + 0,1% e
eficiéncia de encapsulagao (%EE) de 97,2 + 0,6%. Esses resultados indicam que
quase toda a curcumina adicionada foi incorporada aos lipossomas, garantindo que
o farmaco permaneca dentro de uma faixa terapéutica adequada por tempo
suficiente para exercer seu efeito bioldgico. A nanoencapsulagdo pode ser
responsavel por aumentar a solubilidade aquosa da curcumina, facilitando sua
administragdo, absorg¢ao e distribuicdo sistémica, o que potencialmente melhora a
resposta terapéutica contra microrganismos patogénicos e parasitas (Hu et al., 2022;
Afyouni et al., 2024).

Assim, essas caracteristicas tornam a formulagcao promissora para aplicagoes
terapéuticas futuras, oferecendo uma estratégia eficaz para superar limitagdes de
solubilidade, biodisponibilidade e estabilidade do farmaco, além de possibilitar acéo

direcionada contra bactérias e parasitas de relevancia clinica.

5.2 EsTaBILIDADE DAS DiSPERSOES LiPossomAls

A Tabela 2 apresenta os parametros fisico-quimicos de estabilidade da
formulacdo de Lipo-CUR-Qui armazenada a 2 °C por 120 dias. Observou-se
aumento progressivo no didmetro hidrodindamico (9J), acompanhado de discreta

elevacgao do indice de polidispersao (PDI). Assim, o didametro inicial foi menor (149,1
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t+ 0,5 nm), atingindo 169,4 £ 1,7 nm em 120 dias. O PDI apresentou incremento
continuo (0,396 para 0,436), embora tenha permanecido dentro de limites aceitaveis
para dispersdes lipossomais. O potencial zeta diminuiu de +14,6 + 0,9 mV para
+11,4 £+ 0,7 mV, mantendo valores positivos durante todo o periodo de
armazenamento. O pH manteve-se estavel (5,2 para 5,0), sugerindo auséncia de

degradacéo relevante da curcumina ou da matriz lipidica.

Tabela 2. Estudo de estabilidade a 2 °C das dispersdes de Lipo-CUR-Qui

Formulagao Tempo @ (nm) PDI ¢ (mV) pH
(dias)
7 149,1+05 0,396 +14,6+0,9 5,2
14 156,4+2,9 0,401 +134+16 5
Lipo-CUR-Qui 30 163,5+15 0412 +126+09 5
60 166 + 2,4 0,424 +121+06 5
120 169,4+1,7 0,436 +11,4+0,7 5

@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispersdo; {: Potencial zeta; %EE:
Eficiéncia de encapsulacao; Lipo-CUR-Qui: Lipossomas revestidos com quitosana

encapsulando CUR.

A avaliacdo da estabilidade das formulagbes indicou que o Lipo-CUR-Qui
manteve parametros fisico-quimicos adequados para aplicagcbes terapéuticas
durante 120 dias a 2 °C, sem evidéncias de agregacao significativa ou degradacéao.
O aumento gradual no didmetro hidrodindmico € esperado em sistemas lipossomais
e pode refletir processos de fusdo ou reorganizagao da bicamada lipidica durante o
armazenamento (Chen et al., 2022). Apesar desse aumento, a formulagdo
permaneceu em escala nanométrica, caracteristica desejavel para aplicagcdes
terapéuticas, especialmente por favorecer a internalizagdo em macréfagos,
caracteristica relevante ao avaliar a terapia para leishmaniose, uma vez que permite
que o farmaco alcance diretamente as células hospedeiras onde o parasita se
encontra (Zhou et al., 2021).

O PDI do Lipo-CUR-Qui apresentou valores ligeiramente mais elevados,
porém ainda aceitaveis para dispersdes de nanoparticulas, sugerindo relativa

homogeneidade. Esse comportamento esta de acordo com relatos prévios de
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sistemas lipossomais recobertos com polimeros, nos quais o aumento do PDI ao
longo do tempo reflete adaptagdes estruturais sem perda critica de estabilidade
(Valencia et al., 2023). E, a redugdo moderada nos valores de { ao longo do tempo
nao comprometeu a estabilidade coloidal, ja que as formulagdes mantiveram carga
positiva acima de +9 mV, limite considerado satisfatorio para dispersdes
nanomeétricas estabilizadas por polieletrolitos (Yu et al., 2023).

Quanto ao pH, as dispersdes apresentaram apenas pequenas variagoes,
sugerindo que a curcumina permaneceu estavel no ambiente lipossomal durante o
armazenamento refrigerado. Isso é consistente com achados recentes que
demonstram que o encapsulamento em lipossomas com recobrimento polimérico
reduz a degradagdo oxidativa e fotoquimica da curcumina, preservando sua
bioatividade (Zhou et al., 2021).

Assim, os dados demonstram que Lipo-CUR-Qui apresentaram estabilidade
satisfatéria durante 120 dias a 2 °C. A manutencdo das caracteristicas
fisico-quimicas sugere viabilidade de armazenamento em condi¢des refrigeradas,
reforcando o potencial dessas formulacbes para aplicacbes farmacéuticas no

tratamento de infec¢des bacterianas e da leishmaniose.

5.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A avaliagdo da atividade antibacteriana demonstrou que a CUR livre
apresentou concentragdes inibitérias minimas (CIM) e concentragbes bactericidas
minimas (CBM) variaveis entre as cepas de E. coli, com CIM e CBM de 125 pug/mL
para E. coli ATCC 25922, CIM de 1000 pg/mL para E. coli NCTC 13846, e CIM de
250 pg/mL com CBM de 500 pg/mL para E. coli H10407. Em contraste, os
Lipo-CUR-Qui apresentaram CIM e CBM uniformes de 62,5 ug/mL para todas as
cepas testadas, indicando que a encapsulagao em sistema de liberagao controlada
potencializou significativamente a atividade antibacteriana da curcumina (Tabela 3).
Além disso, como previsto a formulagdo Lipo-Qui ndo demonstrou nenhuma

atividade antibacteriana.

Tabela 3. Avaliagao da atividade antibacteriana de CUR, e Lipo-CUR-Qui frente a E.
coli ATCC 25922, NCTC 13846 e H10407
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Bactérias CUR Lipo-CUR-Qui
Mg/mL

CIM CBM CIM CBM

E. coli ATCC 125 125 62,5 62,5
25922

E. coliNCTC 1000 1000 62,5 62,5
13846

E. coli 250 500 62,5 62,5
H10407

CUR: Curcumina; Lipo-CUR-QUI: Lipossoma contendo curcumina revestido por
quitosana; CIM: Concentragdo inibitoria minima; CBM: Concentragdo bactericida

minima.

A atividade antibacteriana da CUR livre frente a bacilos Gram-negativos é
naturalmente limitada, como demonstrado por Kareem et al. (2020), que relataram
CIM e CBM de 256 e 512 ug/mL, respectivamente, frente a cepa Campylobacter
Jejuni ATCC 33560. Essa baixa eficacia esta associada a dificuldade de permeagao
da CUR através das membranas bacterianas, resultante de sua natureza lipofilica, o
que reduz sua capacidade de inibir o crescimento microbiano. Assim, sistemas
nanoestruturados surgem como ferramentas estratégicas para ultrapassar essas
limitagdes, pois possibilitam a entrega direcionada do farmaco diretamente no
interior das células bacterianas, aumentando a concentragdo local do composto e
potencializando sua agao antimicrobiana (Zhu et al., 2024).

Estudos com CUR encapsulada em nanossistemas demonstram uma redugao
significativa das concentracdes inibitérias frente a bactérias Gram-negativas,
evidenciando o efeito potenciador da nanoencapsulagdo. Targhi et al. (2021)
observaram que a CUR encapsulada em niossomas (Cur-Nio) apresentou CIM de 25
pug/mL frente a isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa, enquanto a CUR livre
apresentou CIM de 50 pg/mL, indicando que a entrega por sistemas
nanoestruturados amplifica a eficacia do composto.

De maneira semelhante, Chen et al. (2025) avaliaram a atividade

antimicrobiana de nanofibras compostas por lipossomas contendo CUR e verificaram
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eficacia aprimorada contra E. coli, com zona de inibicdo de 38,0 £ 1,1 mm, superior a
observada para a CUR livre (32,4 + 0,2 mm). Esses achados reforcam o potencial
dos sistemas nanoestruturados em aumentar a disponibilidade local da CUR,
promovendo maior interagdo com a membrana bacteriana e, consequentemente,
amplificando sua atividade antibacteriana.

Nesse contexto, os resultados obtidos neste estudo confirmam esse efeito,
demonstrando que a curcumina encapsulada em lipossomas revestidos por
quitosana (Lipo-CUR-Qui) reduziu significativamente a CIM e a CBM frente a
diversas cepas de E. coli, em comparagao com a CUR livre. A potencializacdo da
atividade antibacteriana esta relacionada a presencga dos curcumindides, principais
metabdlitos secundarios da CUR, que exibem acgao tanto contra bactérias sensiveis,
quanto contra cepas resistentes aos antibiéticos convencionais (Hettiarachchi et al.,
2022).

Portanto, esses achados reforcam que a nanoencapsulacdo da CUR nao
apenas melhora sua solubilidade e biodisponibilidade, mas também maximiza sua
atividade biologica, destacando os lipossomas revestidos por quitosana como
sistemas de liberacdo controlada promissores, capazes de superar barreiras

bacterianas e ampliar a eficacia terapéutica frente a patdégenos resistentes.

5.4 ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A inibicdo da formacao de biofilme apresentou resposta dependente da dose
para os diferentes agentes testados. A maior inibigao foi observada na concentragao
correspondente a CIM, enquanto a menor ocorreu na CIM/16, conforme ilustrado na
Figura 1. Os resultados demonstraram variagao significativa nos niveis de inibigao
do biofilme, com CUR apresentando inibicdo entre 36,3% e 71%, e a formulacao
Lipo-CUR-Qui entre 26,61% e 85,07%. Conforme esperado, a formulacido Lipo-Qui
nao apresentou efeito sobre a formacgao de biofilme em nenhuma das concentracdes
avaliadas. Esses achados destacam a importancia da concentragdo do agente na
eficacia da inibicdo do biofiime, fornecendo informagdes relevantes para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas e aplicagdes clinicas futuras (Maurizi et
al., 2022).
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Figura 3. Inibicdo da formacéo de biofilme de cepas de Escherichia coli H10407

ap6s o tratamento de curcumina encapsulados em lipossomas revestidos com

quitosana.
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Fonte: Autoria prépria (2025).

Biofiimes sdo comunidades microbianas organizadas em uma matriz de
exopolissacarideos, que atua como barreira protetora, isolando as bactérias de
agentes antimicrobianos. Para que um composto seja eficaz na desestruturacédo de
biofilmes, é essencial que ele possua capacidade de penetrar essa matriz e eliminar
as bactérias presentes nesses aglomerados (Badr-Eldin et al., 2024; Zhang et al.,
2025). Nesse contexto, a atividade de inibicdo de biofiime observada nas
formulagdes desenvolvidas neste estudo pode ser atribuida a agao dos lipossomas
encapsulando curcumina, que demonstram potencial na prevencao, particularmente
nas fases de adesdo dessas estruturas bacterianas complexas (Shamim et al.,
2023).

A formacdo de biofilme inicia-se com a adesdo das bactérias a uma
superficie, seguida pelo crescimento celular e produgcdo de exopolissacarideos,
processos regulados pelo Quorum Sensing (QS), que coordena o comportamento
bacteriano em fungcdo da densidade populacional. A adesao bacteriana a superficie
e a produgdo de exopolissacarideos sao determinantes para a consolidagao do

biofilme. Estratégias para inibicdo da formacéo de biofilme incluem ataques diretos
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as células bacterianas, prevencdo da adesao a superficie ou interrupcao do QS
(Atac et al., 2023).

Estudos demonstram que a encapsulagdo da CUR em lipossomas aumenta
sua eficacia antibiofilme. Shariffian et al. (2020) demonstraram que a presenca de
nanoparticulas de curcumina (Nano-Cur) reduziu significativamente a formacéo de
biofilme por P. aeruginosa ATCC 10145. Sem a Nano-Cur, a cepa apresentou
producado robusta de biofilme, j& com Nano-Cur em concentragdes de 15 e 20
Mg/mL, a formacao do biofilme foi reduzida para niveis moderado (2+) e fraco (1+),
respectivamente, evidenciando o potencial da curcumina encapsulada na inibigao de
biofilmes.

De forma similar, Hu et al. (2023) avaliaram a formacgédo de biofiime de S.
mutans e observaram reducao significativa no grupo tratado com lipossomas
contendo curcumina (Lipo-CUR) em comparagdo com a curcumina livre a 10 uM. A
curcumina livre perdeu efeito apdés quatro horas, momento em que o biofilme ja
estava estabelecido, enquanto a curcumina encapsulada permaneceu aderida ao
biofilme, exercendo agao antibacteriana continua durante todo o periodo de cultivo.

Além da propria acdo da curcumina, caracteristicas fisico-quimicas dos
lipossomas podem potencializar o efeito antibiofime. Estudos indicam que
lipossomas com diametros entre 100 e 300 nm favorecem a penetracdo e o
direcionamento de agentes antibacterianos dentro do biofilme (Makhlouf et al., 2023;
Souza et al., 2024). Nesse sentido, os lipossomas desenvolvidos neste estudo
apresentaram tamanho médio de aproximadamente 142,0 nm, adequado para
promover penetragao eficaz e agdo prolongada da curcumina sobre as bactérias no

biofilme.

5.5 ATivibAaDE DA CitoToxicIDADE EM CELuLAas RAW 264.7

A CUR exibiu CCs, de 3,7 £ 0,1 ug/mL sobre RAW 264.7, indicando alta
citotoxicidade em baixa concentragdo. Em contraste, o nanossistema Lipo-CUR-Qui
alcangou o maior CCs, (12,7 £ 0,1 ug/mL), sugerindo melhor perfil de seguranga. A

anfotericina B, usada como farmaco padrao, apresentou CCs, de 8,5 ug/mL.
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Tabela 4. Citotoxicidade da CUR e Lipo-CUR-Qui, bem como do farmaco de
referéncia anfotericina B, sobre macréfagos RAW 264.7 nas concentragdes de 3,7 a
100 pg/mL apoés 48 h de tratamento.

CC,, sobre RAW 264.7

Composto pMg/mL
CUR 3,7+0,1
Lipo-CUR-Qui 12,7 £ 0,1
AmB 8,5

CCsy: Concentragao citotéxica 50%; CUR: Curcumina; Lipo-CUR-QUI: Lipossoma

contendo curcumina revestido por quitosana; AmB: Anfotericina B.

Esses achados se alinham a tendéncias bem descritas na literatura para
nanossistemas, a encapsulagdo costuma atenuar a citotoxicidade e, ao mesmo
tempo, potencializar a atividade bioldgica, ao melhorar solubilidade, estabilidade e
liberagcdo controlada do farmaco (Gholami et al., 2023). Em modelos celulares de
macrofagos do tipo RAW 264.7, sistemas nanoestruturados de curcumina
frequentemente ndo exibem citotoxicidade relevante nas faixas testadas, reforgcando
o papel protetor do carreador frente a molécula livre (Pengjam et al., 2021; Dzoyem
et al., 2022).

O revestimento com quitosana desponta como um fator decisivo, ao comparar
Lipo-CUR-Qui com CUR, observa-se incremento progressivo do CCs,, culminando
no menor risco celular com a particula revestida. A termos de mecanismos, esse
efeito é plausivel por fatores: |) Estabilizacao coloidal e protegao contra degradacgao
da curcumina; Il) Redugdo da liberagdo imediata e Ill) Modulagdo das interagdes
particula-membrana, j4 que a quitosana organiza a interface e pode reduzir
interagdes descontroladas com a bicamada celular. Indica-se que o revestimento
aumenta a estabilidade e retarda a liberagcdo do farmaco em comparagdo com
lipossomas nao revestidos, exatamente o que explicaria o CCs, mais alto observado
para Lipo-CUR-Qui (Nasra et al., 2023; Jantarawong et al., 2023; Vochita et al.,
2024).

5.6 AvALIACAO DA ATIVIDADE IN VITRO EM PROMASTIGOTAS
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A CUR apresentou diferengas marcantes entre as duas espécies. Para L.
infantum, o ICs, foi de 43,5 + 0,4 yg/mL, resultando em baixo indice de seletividade
(IS = 0,09), indicando baixa eficacia frente ao parasita e alta citotoxicidade relativa.
Ja contra L. amazonensis, o |Cs, foi reduzido para 7,9 £ 0,6 yg/mL, com discreta
melhora na seletividade (IS = 0,5). A anfotericina B, utilizada como controle positivo,
manteve-se altamente potente contra ambas as espécies, com IC5, de 0,6 pg/mL e
IS =14,2.

Nos Lipo-CUR-Qui, foram observadas diferengas importantes. Para L.
infantum, a ICs, foi de 16,7 £ 3,5 yg/mL, com IS = 0,8, representando melhora em
relacdo a curcumina livre. Ja frente a L. amazonensis, os valores de IC5, variaram
entre 6,2 + 0,1 e 11,5 £+ 1,6 yg/mL, com IS entre 1,1 e 1,5, evidenciando maior

eficacia e seletividade em comparagao a curcumina livre.

Tabela 5. Valores de IC5, sobre promastigotas, CCs, sobre macrofagos RAW 264.7
e indice de seletividade (IS) dos diferentes compostos testados frente a L. infantum
(cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263 — LDIc2) e L. amazonensis (cepa WHOM/00 LTB
0016 — LTBC4) expressando B-galactosidase.

L. amazonenses

Composto IC;, sobre CC,, sobre IS3
Promastigotas' RAW? (Promastigotas)
ng/ mL

CUR 79+0,6 3,7+0,1 0,5
Lipo-CUR-Qui 11,5+1,6 12,7 £ 0,1 1,1
AmB 060 8,5 14,2

L. infantum
CUR 43,5+04 3,701 0,09
Lipo-CUR-Qui 16,7 £ 3,5 12,7+ 0,1 0,8

AmB 0,6 8,5 14,2
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CCs,: Concentragao citotéxica 50%; CUR: Curcumina; Lipo-CUR-Qui: Lipossoma
contendo curcumina revestido por quitosana; AmB: Anfotericina B.

' Concentragdo do composto que reduz o crescimento parasitario em 50%.

2 Concentragdo do composto que inibe a viabilidade dos macrofagos RAW 264.7 em
50%.

® [ndice de Seletividade: IC5, do composto sobre macréfagos RAW 264.7 dividido
pelo ICs, do composto sobre promastigotas. Os ensaios foram realizados em
duplicata para cada concentragdo do composto em analise e os valores de ICy, €
CCs, correspondem a meédia + desvio padrao de duas réplicas técnicas. Os valores
de I1C5, e CCy, foram calculados por meio de analise de regresséo nao linear usando

o programa GraphPAD 8.

A analise comparativa demonstra que a resposta aos compostos foi
espécie-dependente. A curcumina livre apresentou baixa eficacia frente a L.
infantum, mas melhor desempenho contra L. amazonensis. Esse comportamento ja
foi relatado na literatura, em que diferengcas entre espécies de Leishmania
influenciam a suscetibilidade a compostos fendlicos devido a variagdo no
metabolismo oxidativo e na composigdo da membrana celular (Amaral et al., 2014;
Fattahi-Bafghi et al., 2021; Santos et al., 2022).

O revestimento da curcumina em lipossomas com quitosana resultou em
melhora significativa da seletividade e da poténcia contra L. infantum, em
comparagdo com a curcumina livre (Pereira et al., 2021). Esses resultados
corroboram estudos prévios que mostram que o encapsulamento em lipossomas
aumenta a estabilidade e a biodisponibilidade da curcumina, além de proteger o
composto da degradagao rapida no meio biologico (Fattahi-Bafghi et al., 2021;
Dourado et al., 2024). Por outro lado, frente a L. amazonensis, o efeito do
encapsulamento foi mais discreto, indicando que essa espécie pode apresentar
barreiras fisioldgicas adicionais a acdo da curcumina nanoestruturada (Dourado et
al., 2024).

Comparando com o padrao terapéutico, a anfotericina B manteve-se mais
potente e seletiva em ambas as espécies (Ferraz et al., 2022). Entretanto, os
resultados com Lipo-CUR-Qui, especialmente frente a L. infantum, indicam um
potencial promissor para uso em formulagbes alternativas ou adjuvantes no

tratamento da leishmaniose, com menor toxicidade que os farmacos convencionais.
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A avaliacdo da atividade do farmaco frente a forma promastigota de
Leishmania sp. é importante como etapa inicial de triagem, uma vez que permite
identificar compostos com potencial leishmanicida antes da andlise em formas
intracelulares (Jara et al., 2023). Embora essa forma do parasito seja extracelular e
nao represente diretamente a fase clinica da infec¢do, sua sensibilidade ao farmaco
fornece informagdes preliminares sobre a eficacia do composto, contribuindo para a
selecédo de formulagdes promissoras para testes subsequentes em amastigotas, que
refletem a fase intracelular relevante para a terapia da leishmaniose (Saki et al.,
2022).

5.7 AvaLIACAO DA ATIVIDADE IN VITRO EM AMASTIGOTAS

Nos testes utilizando as formas amastigotas intracelulares de L. infantum
expressando B-galactosidase, a CUR apresentou ICs, de 2,8 £ 0,3 ug/mL, com CCs;,
de 3,7 + 0,1 pg/mL em macroéfagos, resultando em IS de 1,3. Ja o Lipo-CUR-Qui
apresentou ICs, inferior a 0,78 uyg/mL e CCso de 12,7 £ 0,1 ug/mL, resultando em IS
de 16,2. A anfotericina B, utilizada como farmaco de referéncia, apresentou a maior
poténcia, com ICs, de 0,13 pg/mL e IS de 65,4.

Na avaliagao frente a L. amazonensis, a CUR apresentou ICs, de 2,5 £ 0,1
pMg/mL, com seletividade baixa (1,5). O Lipo-CUR-Qui mostrou maior atividade, com
ICs0 1,4 £ 0,2 pg/mL, alcangando IS de 9,1. A anfotericina B manteve-se como o
composto mais eficaz, com ICs, 0,13 ug/mL, além de indices de seletividade
elevados (IS = 65,4).

Tabela 6. Valores de IC5, sobre amastigotas CCs, sobre macrégagos RAW 264.7 e
indice de seletividade (IS) dos diferentes compostos testados frente a L. infantum
(cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263 — LDIc2) e L. amazonensis (cepa WHOM/00 LTB

0016 — LTBC4) expressando (-galactosidase.

L. infantum

Composto IC;, sobre CC;, sobre RAW? 1S3
Amastigotas’
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ng/ mL
CUR 28+0,3 3,7+0,1 1,3
Lipo-Qui 3,6+1,6 6,2+0,4 1,7
Lipo-CUR-Qui <0,78 12,7 £ 0,1 >16,3
AmB 0,13 8,5 65,4

L. amazonensis

CUR 25+0,1 3,701 1,5
Lipo-Qui 5226 6,2+04 1,2
Lipo-CUR-Qui 1,4+£0 12,7+ 0,1 9,1

AmB 0,13 8,5 65,4

CCso: Concentragao citotoxica 50%; CUR: Curcumina; Lipo-CUR-Qui: Lipossoma
contendo curcumina revestido por quitosana; AmB: Anfotericina B.

' Concentragdo do composto que reduz o crescimento parasitario em 50%.

2 Concentragdo do composto que inibe a viabilidade dos macrofagos RAW 264.7 em
50%.

% indice de Seletividade (IS): CCs do composto sobre macréfagos RAW 264.7
dividido pelo IC5, do composto sobre amastigotas. Os ensaios foram realizados em
duplicata para cada concentragdo do composto em analise e os valores de IC5, e
CCs, correspondem a média £+ desvio padrao de duas réplicas técnicas. Os valores
de IC5, e CCy, foram calculados por meio de analise de regressao nao linear usando

o programa GraphPAD 8.

A andlise comparativa dos compostos revelou diferengas significativas na
suscetibilidade de L. infantum e L. amazonensis, confirmando que a resposta aos
tratamentos €& espécie-dependente. Frente a L. infanfum, a CUR apresentou
atividade moderada contra formas amastigotas, mas com baixa seletividade (IS =
1,3). Esse resultado estd em consonancia com estudos recentes que demonstram a
eficacia limitada da curcumina em sua forma livre devido a baixa solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade (Spinddla et al., 2025).

O encapsulamento da CUR em lipossomas revestidos com quitosana resultou

em expressivo aumento da poténcia e da seletividade contra L. infantum, superando
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amplamente a curcumina livre. Esse comportamento corrobora relatos que destacam
a capacidade das nanoformulagdes lipossomais em aumentar a estabilidade da
curcumina, prolongar sua meia-vida e otimizar a entrega intracelular (Soto-Sanchez
et al., 2024). Além disso, a presenga da quitosana no revestimento potencializa a
interacdo com membranas e receptores especificos, mecanismo também descrito
em nanoparticulas manosiladas contendo curcumina, que exibiram reducao
significativa da carga parasitaria em modelos de leishmaniose visceral (Chaubey et
al., 2018).

Na avaliagdo contra L. amazonensis, a CUR apresentou ICsq de 2,5 ug/mL
em amastigotas, com baixa seletividade (IS = 1,5). Entretanto, a formulagao
Lipo-CUR-Qui mostrou desempenho superior, com ICs, de 1,4 ug/mL e IS = 9,1,
evidenciando maior seletividade frente a essa espécie. Esses achados reforgcam que
a associagao da curcumina ao lipossoma recoberto com quitosana € uma estratégia
eficaz para aumentar sua poténcia e seletividade, especialmente contra amastigotas,
principal forma responsavel pela manutencdo da infecgdo em hospedeiros
vertebrados (Marcolino et al., 2024).

Mais uma vez a anfotericina B, utilizada como controle, manteve-se como o
composto mais potente e seletivo em ambas as espécies, conforme ja bem
estabelecido na literatura (Borges et al., 2023). Contudo, os resultados obtidos com
Lipo-CUR-Qui sdo promissores, especialmente considerando o potencial de reduzir
efeitos toxicos caracteristicos dos tratamentos convencionais, uma vez que indices
de seletividade significativamente superiores aos da curcumina livre foram

alcangados tanto em L. infantum quanto em L. amazonensis.
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6 CONCLUSAO

A formulagdo de curcumina em lipossomas revestidos por quitosana
apresentou propriedades fisico-quimicas estaveis e alta eficiéncia de encapsulagao,
0 que resultou em aumento significativo da atividade antimicrobiana e antiparasitaria
em comparagao a curcumina livre. Os resultados evidenciaram efeito bactericida
frente a diferentes cepas de E. coli patogénicas, inclusive com inibicado da formagao
de biofilmes, além de maior seletividade e potencial contra formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania spp.. Ademais, a citotoxicidade reduzida em macréfagos
RAW 264.7 reforga a seguranga da formulagdo, aproximando seu desempenho ao
de farmacos convencionais como a anfotericina B, mas com menor toxicidade.

Esses achados confirmam que a encapsulagao desse produto em lipossomas
constitui uma estratégia promissora para o desenvolvimento de terapias
antimicrobianas e antiparasitarias mais eficazes e seguras. Estudos futuros devem
investigar a eficacia in vivo, bem como explorar o potencial desta plataforma
nanotecnolégica como adjuvante em regimes terapéuticos combinados, visando
ampliar as alternativas disponiveis no combate as infec¢cdes bacterianas e as

doencgas parasitarias negligenciadas, como a leishmaniose.
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