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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a utilizacdo da técnica de gelatinizacéo iénica no
desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas constituidas dos biopolimeros quitosana
e sulfato de condroitina, avaliando este sistema como nanocarreador da curcumina,
verificando o comportamento de liberagcdo da curcumina associada as nanoparticulas em
solucdes fisiologicas simuladas com o intuito de melhorar a viabilidade celular no
tratamento de cancer. O método de gelatinizacdo idnica consistiu em uma técnica
simples, rapida, reprodutivel e eficaz, possibilitando a obtencdo de nanoparticulas com
baixo indice de polidisperséo (0,151 + 0,03 a 0,563 + 0,07), didametro na faixa de 175,7
+ 2,5 a 710,2 + 8,9 nm e com um potencial zeta positivo com valor em mddulo
relativamente alto, o que favorece a interagdo com a membrana celular e juncées da pele
carregadas negativamente. No entanto, observou-se que estas caracteristicas foram
influenciadas diretamente pelo pH, pela concentracdo da solucdo de quitosana e pelo
volume de sulfato de condroitina adicionado no preparo das nanoparticulas. As
nanoparticulas apresentaram relativa estabilidade fisico-quimica nas diferentes
temperaturas de acondicionamento (-2°C e 25°C) durante o periodo de 120 horas e
maior estabilidade térmica quando comparada aos Seus respectivos constituintes.
Observou-se ainda a formacdo de nanoparticulas esféricas, compacta e com morfologia
heterogénea, que de forma eficiente conseguem associar a curcumina. A taxa de
associacdo da curcumina as nanoparticulas variou de 62,3 + 0,21% a 68,5 + 0,18%,
sendo esta dependente do pH da solugdo da quitosana. A liberagdo da curcumina por
meio das nanoparticulas ocorreu de forma lenta e gradual, via mecanismo de difusdo,
observando-se uma liberacdo do corante mais acelerada quando a liberacdo foi
conduzida em solucéo de H,SO,4 0,1 mol L™ em pH 6,8. Embora a curcumina na forma
livre tenha demonstrado maior eficiéncia citotoxica que associada as nanoparticulas,
pode-se observar por meio da avaliagcdo citotoxica in vitro utilizando a linhagem de
célula tumoral humana de pulmédo (A549), que as nanoparticulas e seus respectivos
constituintes ndo sdo toxicos para a célula e que o sistema apresentou boa estabilidade
fisico-quimica sob condic¢des fisiologicas, o que indica a possivel aplicabilidade deste

material nanoestruturado como sistema de liberagcdo controlada de farmacos.

Palavras chave: Gelatinizacgdo ionica, nanoparticulas, quitosana, sulfato de condroitina,

curcumina e liberacdo controlada.



ABSTRACT

This study had like objective to evaluate the use of ionic gelation technique in the
development of polymeric nanoparticles composed of biopolymers chitosan and
chondroitin sulfate, evaluating this system as curcumin nanocarrier, checking the
behavior associated with the release of curcumin nanoparticles in simulated
physiological solutions with In order to improve cell viability in cancer treatment. The
ionic gelation method consisted of a simple, fast, reproducible and effective, allowing
the obtaining of nanoparticles with low polydispersity index (0.151 + 0.03 to 0.563 +
0.07), diameter in the range of 175.7 + 2.5 to 710.2 £ 8.9 nm and a positive zeta
potential in absolute value with relatively high, it favors the interaction with the cell
membrane and joins the skin negatively charged. However, it was observed that these
characteristics directly influenced by the pH, the concentration of the chitosan solution
and the volume of chondroitin sulphate added in the preparation of nanoparticles. The
nanoparticles present on physical and chemical stability at different packaging
temperatures (-2°C and 25°C) during the period of 120 hours and had higher thermal
stability compared to their respective constituents. We also observed the formation of
spherical nanoparticles, compact and heterogeneous morphology, which can efficiently
associate curcumin. The rate of association of curcumin into the nanoparticles ranged
from 62.3 + 0.21% a 68.5 + 0.18%, this rate dependent on the pH of the chitosan
solution. The release of curcumin through nanoparticles occurred slowly and gradually,
via diffusion mechanism, observing a faster release of the colorant when the release was
conducted in a solution of H;SO, 0.1 mol L™ at pH 6.8. Although curcumin in its free
form has demonstrated a greater efficiency of cytotoxic compared to its form associated
nanoparticles, could be observed through cytotoxicity evaluation in vitro using the
lineage of human lung tumor cell (A549), that the nanoparticles and their constituents
are not toxic to the cell and the system showed good physical and chemical stability at
physiological conditions, which indicates the possible applicability of this

nanostructured material as a system of controlled drug release.

Keywords: lonic gelation, nanoparticles, chitosan, chondroitin sulfate, curcumin and

controlled release.
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1. INTRODUCAO

O conceito original de nanotecnologia, sugerido pelo fisico Richard Feynman
em 1959, envolve a manipulacdo dos atomos como forma de construir novos materiais,
ou seja, a nanotecnologia esta ligada a manipulacdo da matéria em escala nanomeétrica,
ja que nesta escala os atomos revelam caracteristicas peculiares (PINA et al., 2006;
HAYASHI et al., 2006; HOLAND e al, 2009; SUNDAR et al., 2010).

Desde o advento da nanotecnologia o desenvolvimento de materiais em escala
nanométrica tem se tornado cada vez mais popular em varios campos da ciéncia, uma
vez que, as propriedades fisicas e quimicas destes materiais sdo de grande importancia
para aplicacdes tecnoldgicas, como por exemplo, na medicina, energia, eletrdnica, meio
ambiente, industria alimenticia e industria automobilistica com a utilizacdo de
nanoparticulas, nanocristais, nanofios, nanofitas, nanotubos e nanocompdsitos
(FERREIRA et al., 2009; GOMES et al., 2002; GATTI et al., 2002).

Na medicina, a nanotecnologia possibilita uma série de avangos, como nho
direcionamento e controle de farmacos, técnicas terapéuticas, técnicas de diagnostico e
imagem, técnicas antibacterianas, reparacdo celular e biomateriais, permitindo uma
melhor qualidade de vida (SCHAFFAZICK et al., 2003; ZANELLA et al., 2009).

Em relacdo ao direcionamento e controle de liberagdo de farmacos, as
nanoparticulas, constituidas por biopolimeros, tém atraido atencdo dos pesquisadores, ja
que estes sdo facilmente encontrados na natureza, sdo de baixo custo e sdo
biocompativeis, podendo assim facilitar 0s processos regenerativos, aumentar a
estabilidade do farmaco em fluidos biolégicos, reduzir os efeitos colaterais, distribuir o
farmaco de forma controlada, proporcionar rotas versateis de administracdo, e aumentar
a eficiéncia terapéutica (SCHAFFAZICK et al., 2003; ARAKI, 2007; PIMENTEL et
al., 2007; BASTOS, 2007; OREFICE, 2011).

Alem disso, para serem utilizadas como sistema de liberagcdo controlada de
farmacos, as nanoparticulas, devem ser preparadas por métodos que permitem o
controle de suas caracteristicas, como: didmetro, distribuicdo granulométrica e potencial
zeta. Neste contexto, 0 método de gelatinizagdo i6nica tem sido bastante empregado,
atualmente, no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas, j& que € um método
simples, rapido, reprodutivel, ndo necessita de equipamentos sofisticados para o preparo

das nanoparticulas e possibilita a modificacdo das caracteristicas das nanoparticulas,
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com a finalidade de aumentar a associacdo da substancia ativa com a nanoparticula
(SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006. TAGLIARI et al., 2012).

Dessa forma, o presente estudo prop8e a avaliagcdo da utilizacdo da técnica de
gelatinizacdo i6nica no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas constituidas dos
biopolimeros quitosana e sulfato de condroitina, avaliando este sistema como
nanocarreador de substancias hidrofobicas, como a curcumina, verificando o
comportamento de liberacdo da curcumina, associada as nanoparticulas, em solugdes
fisioldgicas simuladas com o intuito de melhorar a viabilidade celular no tratamento de

cancer.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Materiais nanoestruturados

Materiais nanoestruturados sdo aqueles que apresentam, pelo menos em uma
dimensdo, o tamanho na ordem de nandmetros, sendo estruturalmente caracterizados
por uma grande fracdo volumétrica de contornos de gréos ou interfaces, as quais podem
alterar, de forma significativa, uma variedade de propriedades fisicas e quimicas quando
comparados aos materiais cristalinos convencionais. Essas variacGes nas propriedades
resultam do tamanho reduzido, forma dos cristalitos, baixa densidade ou nimero de
coordenagdo nas interfaces entre os elementos estruturais (MACIEL et al., 2003).

No entanto, para o entendimento das propriedades apresentadas pelos
nanomateriais, em relacdo aos materiais de origem, técnicas como: espectroscopia
Raman, FTIR, UV-vis, microscopias de forca atbmica, eletrdnicas de varredura e de
transmissdo, medidas de potencial zeta e didmetro da particula por meio de do
espalhamento de luz dinamico, tém sido criadas e utilizadas para caracterizagcdo das
nanoestruturas, cada uma apresentando suas peculiaridades (DLS) (BRUST e KIELY,
2002; PONZIO, 2006; FERREIRA et al., 2009).

Os materiais nanoestruturados vém sendo amplamente empregados na
nanobiotecnologia, nos nanofarmacos e na nanoeletrénica, com o uso de nanofilmes,
nanoparticulas compactas ou dispersas e sistemas de controle da matéria em nivel
atdbmico e molecular, ja que estes podem potencializar as propriedades fisico-quimicas
dos materiais, apresentando varias possibilidades de aplicacGes tecnoldgicas devido ao
tamanho reduzido (PONZIO, 2006; FERREIRA et al., 2009).

2.2. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas (NPs) sdo dispersfes solidas ou liquidas, com tamanho
inferior a 1um, e podem consistir de diferentes materiais biodegradaveis, como
polimeros naturais ou sintéticos, lipidios ou fosfolipidios e até mesmo metais. O termo
nanoparticulas € amplo, e utilizado para distinguir as nanoesferas e nanocapsulas, as
quais diferem entre si segundo a composicdo e organizacgdo estrutural (KAYSER et al.,
2005; SCHAFFAZICK et al., 2003; MOHANRAJ et al., 2006; REIS et al., 2006;
GAUDIN et al., 2008; GUTERRES et al., 2007).
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Conforme apresentado na Figura 1, as nanocapsulas séo definidas como sistemas
vesiculares, carreadores de substancias ativas, formadas por uma membrana polimérica
disposta ao redor de um nucleo oleoso, podendo o ativo estar disperso ou dissolvido no
nucleo lipofilico, ou adsorvido pela parede polimérica. Ja as nanoesferas sdo formadas
por uma matriz polimérica, onde o ativo pode ficar retido ou adsorvido, ndo
apresentando nucleo oleoso em sua composicdo (REIS et al., 2006; PIMENTEL et al.,
2007; SCHAFFAZICK et al., 2003; REUS et al., 2009; DURAN et al., 2012; SANTOS,
2010; GUTERRES et al., 2007).

Figura 1 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas.
Ativo dissolvido no ndcleo oleoso das nanocapsulas (a); ativo adsorvido a parede
polimérica das nanocépsulas (b); ativo retido na matriz polimérica das nanoesferas (c);
ativo adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas (d).

Nanocapsulas Nanoesferas
prs-— g ":O_*;:_. =2 P ‘-Q . )
P;repg —¥»o o ,;,-O 0 4 0 O s — Mamg
polimérica § o} O. fo O 00 polimérica
Nicleo—Sp ~ o 4 0 o O
oleoso / 2 '5-;‘»0__'._0 -
Ativo  a) b)

Fonte: Adaptada de: SCAFFAZICK et al., 2003.

O potencial uso de nanoparticulas poliméricas, como sistema de liberacdo de
farmacos, tem sido extensivamente investigado nos ultimos anos, ja que, elas podem
fornecer um meio de modificar a distribuicdo de uma substancia ativa, aumentando a
sua concentracdo no sitio-alvo, melhorando a eficicia e reduzindo a toxicidade
(KAYSER et al., 2005; LEGRAND et al., 2007; SUNDAR et al., 2010).

Além disso, as nanoparticulas podem ser utilizadas para veiculacdo de farmacos
hidrofilicos, lipofilicos, proteinas, vacinas e peptideos, pois aumentam a estabilidade do
farmaco, ou substancia ativa, em fluidos biologicos, e durante 0 armazenamento possui
baixo custo, diminui os efeitos colaterais e distribui o farmaco de forma mais
controlada, aumentando assim o indice terapéutico (LOPES-LEON et al., 2005; HANS
et al., 2002). Recentes pesquisas demonstram as vantagens na nanoencapsulagdo de
antigenos em modelos animais, por exemplo, mostrando a capacidade das
nanoparticulas em desenvolver uma 6tima imunizagdo (SAHOO et al., 2007).

No entanto, a liberacdo dos farmacos, a partir de sistemas nanoparticulados

poliméricos, depende de diferentes fatores, tais como: dessor¢do do farmaco da
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superficie das particulas, difusdo do farmaco por meio da matriz das nanoesferas,
difusdo por meio da parede polimérica das nanocéapsulas, erosdo da matriz polimérica
ou da combinacdo dos processos de difusdo e erosdo, sendo que o tipo de polimero
utilizado determina o mecanismo de liberacdo do farmaco envolvido (SILVA JUNIOR,
2008; MOHANRAJ et al., 2006).

Assim, as matérias-primas, utilizadas na producdo, podem interferir nas
caracteristicas das nanoparticulas, como didametro de particula, morfologia, potencial
zeta, eficiéncia de encapsulacdo e/ou associacdo e liberacdo da substancia ativa, que
imp0de sua resisténcia fisico-quimica e biolégica (SANTOS, 2010; LEGRAND et al.,
2007; DASHA et al., 2011; SUNDAR et al., 2010). Logo, a escolha do polimero e do
método de preparacdo das nanoparticulas deve ser criteriosa, jA que nanoparticulas
compostas de polimeros biodegradaveis, biocompativeis e com diametro e distribuicdo
granulométrica controlada sdo mais interessantes para o direcionamento de substancias

ativas.

2.2.1. Producao de nanoparticulas poliméricas

Na literatura, h& inumeros relatos de métodos para a preparacdo de
nanoparticulas poliméricas, 0s quais podem ser geralmente classificados em: i) métodos
baseados na polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos; ii) na precipitacdo de
polimeros pré-formados e; iii) na gelatinizacdo iénica. A incorporacao do farmaco pode
ser feita durante a producdo das nanoparticulas ou ap6s a sua formacéo, pela adigdo de
uma solugdo concentrada do farmaco (SCHAFFAZICK et al., 2003; MOHANRAJ et
al., 2006; REIS et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2004).

Os métodos de polimerizacdo in situ incluem a polimerizacdo em emulsdo,
polimerizacdo interfacial e a policondensacdo interfacial. Nesses métodos, a formacéo
do polimero ocorre juntamente com a formacdo das nanoparticulas (GUTERRES et al.,
2007; SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006; SANTOS, 2010).

O método de precipitacdo do polimero pré-formado inclui os meétodos de
nanoprecipitacdo, deposic¢do interfacial do polimero pré-formado, emulsificagdo-difuséo
do solvente, emulsificacdo-evaporacdo do solvente e o método de salting-out. Estes
métodos empregam polimeros previamente formados, ocorrendo dissolucdo e
precipitacdo do polimero na formulacdo de preparo de nanoparticulas. Uma

caracteristica semelhante, entre estes métodos, ¢ a baixa taxa de encapsulacdo de
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substancias hidrossoluveis, sendo preferencialmente empregados para substancias
lipossollveis. Além disso, sdo métodos que necessitam de equipamentos caros e
sofisticados, o que dificulta o preparo das nanoparticulas (GUTERRES et al., 2007;
SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006; SANTOS, 2010; SOPPIMATH et al.,
2001).

O método de gelatinizacdo ibnica, conforme mostrado na Figura 2, € empregado
na preparacdo de nanoparticulas poliméricas, e tem despertado grande interesse dos
pesquisadores em relacdo a outros métodos, ja que se trata de um processo simples e
sem a necessidade da utilizacdo de equipamentos caros e sofisticados. No processo de
gelatinizacdo ibnica ocorre uma espécie de reticulacdo fisica, reversivel por meio de
interacOes eletrostaticas entre o polimero e o gelatinizador idnico, ou seja, neste
processo ndo é utilizado reticulante quimico, o que diminui os efeitos toxicoldgicos
indesejaveis nas nanoparticulas produzidas (DASHA et al., 2011; TAGLIARI et al.,
2012). Além disso, o tamanho, a morfologia e o potencial zeta das particulas podem ser
modificados variando a proporcdo do polimero ou do gelatinizador i6nico, com a
finalidade de aumentar a eficiéncia de associacdo da nanoparticula com a substancia
ativa (TIYABOONCHALI, 2003; PAN et al., 2002).

Figura 2 - Esquema representativo da preparacdo de nanoparticulas pelo método de
gelatinizag&o idnica.
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Fonte: Autoria propria.

Na grande maioria dos métodos empregados, no que se refere a preparacdo de

nanoparticulas, os produtos sdo sempre obtidos na forma de suspensdes coloidais
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aquosas, que dependendo do tempo de armazenamento podem agregar formando
coagulados. Além disso, podem ocorrer problemas em relacdo a estabilidade fisico-
quimica do polimero ou das demais matérias-primas, incluindo o farmaco, ocasionando
assim um obstaculo para a aplicabilidade industrial das nanoparticulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Sabendo-se disto, a escolha de qualquer que seja 0 método devem ser levados
em consideracdo fatores como: tamanho da particula, estabilidade fisico-quimica,
estabilidade do produto final, toxicidade residual associada aos produtos finais, perfis de
cinética de liberagdo, natureza da molécula ativa, bem como o tipo de dispositivo de

liberacdo.

2.3. Biopolimeros

Os Dbiopolimeros vém sendo amplamente utilizados na preparacdo de
nanoparticulas, pois estdo presentes em qualquer organismo, e na maioria destes
organismos eles contribuem para a maior fracdo da matéria seca celular. Eles possuem
uma gama de funcBes essenciais ou benéficas para 0s organismos como: conservacao e
expressdo de informacdo genética, catalises de reacGes, armazenamento de carbono,
nitrogénio, fosforo e outros nutrientes, armazenamento de energia, defesa e protecdo
contra ataques de outras células, mediadores de aderéncia a superficies de outros
organismos, entre outros. Além disso, muitos biopolimeros sdo componentes estruturais
de células, tecidos ou organismos inteiros. No entanto, para cumprir todas essas
funcdes, os biopolimeros precisam apresentar propriedades bastante diversificadas
(BASTQOS, 2007).

Biopolimeros sdo polimeros naturais, sintetizados por organismos vivos, sob as
mais diversas condi¢cbes ambientais, com diferentes composi¢cbes de mondmeros,
estrutura macromolecular e diferentes propriedades fisicas. Constituem exemplos de
biopolimeros o amido, as proteinas e 0s peptideos, além dos acidos nucléicos (DNA e
RNA), cujos respectivos monémeros sdo 0s agucares e 0s aminadcidos (BASTOS,
2007; MOREIRA et al., 2003).

Muitos biopolimeros séo desenvolvidos para o uso comercial, porém tém sido
largamente estudados para outras aplicagdes, como para substituicdo de materiais

derivados do petroleo, na tecnologia de alimentos e para atuar na obtencdo de
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biomateriais, fundamentais para o desenvolvimento da biotecnologia (FAJARDO,
2009).

O estudo de biopolimeros apresenta o foco na &rea de implantes e proteses,
inclusive na regeneracdo de tecidos, com o uso do polietileno, pois interagem melhor
com as células e fluidos do organismo, justamente por terem uma origem organica,
facilitando assim os mecanismos regenerativos (OREFICE, 2011).

Na éarea de tecidos, com destaque para o tratamento de feridas e queimaduras,
faz-se o uso de biopolimeros biodegradaveis, como o poli (tereftalato de etila) (Decron),
gue permanece no organismo apenas por um periodo de tempo, ou seja, até a
regeneracdo da lesdo. Também ja se faz o uso dos biopolimeros em diversas outras
areas, como em valvulas, suturas, vasos artificiais e na area de proteses (OREFICE,
2011).

Entretanto, uma das importantes e promissoras aplicacdes dos biopolimeros,
como a quitosana e o sulfato de condroitina, estd na micro e nanoencapsulacdo de
farmacos, para a liberacdo controlada de seus principios ativos, permitindo maior

controle na dosagem de drogas.

2.3.1. Quitosana

A quitosana (QTS) é um biopolimero natural, abundante e atoxico, derivado da
quitina. E obtida por N-desacetilacdo, em uma extensdo variavel, que caracteriza a
porcentagem de grupos amina livres. Além disso, a quitosana é geralmente representada
como um copolimero de 2-amina-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicose,
unidos por ligagdes P (1,4) (RINAUDO, 2006; GEORGE et al., 2006; KITTUR et al.,
2003; SENEL et al., 2004; TAGLIARI et al., 2012).

Este biopolimero pode variar em distribuicdo de massa molar, conteudo de
impurezas e em grau de desacetilacdo de 50 a 95%, dependendo da fonte e do método
de preparacdo (WONG, 2009; LARANJEIRA et al., 2009).

O grau de desacetilacdo (GD) é uma propriedade quimica muito importante da
quitosana, sendo um parametro que expressa o conteido médio de residuos acetilados
presentes nas cadeias desse biopolimero. Esse parametro é capaz de influenciar as
caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do biopolimero. Do ponto de vista quimico,
0 GD da quitosana exerce influéncia sobre algumas de suas propriedades, tais como,

hidrofobicidade, capacidade de reticulagdo na presenca de determinados agentes
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reticulantes, solubilidade e viscosidade de suas solu¢cdes (GONSALVES et al., 2011;
MAJETI et al., 2000; GEORGE et al., 2006; BARROS et al., 2006).

A quitosana atua como uma base fraca, apresentando pKa de grupos amina,
variando entre 6,3 e 7,2, o qual é influenciado pelo GD e pela densidade de carga.
Assim, o valor do pKa tende a diminuir com o aumento do GD (QIN et al., 2006;
GONSALVES et al., 2011).

A quitosana se degrada pela hidrolise enzimatica e apresenta cinética de
degradacdo aparentemente relacionada ao grau de cristalinidade que € controlado
principalmente pelo GD, entretanto sua resisténcia mecanica e sua maleabilidade sdo
limitadas, principalmente para aplicacdo como filmes em bandagens, por exemplo, e por
isso a mistura da mesma com outros polimeros é um procedimento utilizado para alterar
ou obter as propriedades de interesse (COSTA JUNIOR et al., 2008).

No estado solido, a quitosana € um polimero semicristalino, classificada como
oligbmero quando possui cerca de doze mondémeros e como polimero quando possui
mais de doze monémeros (WONG, 2009).

A estrutura da quitosana € similar a sua precursora, quitina, conforme
representado na Figura 3, exceto pela substituicdo do grupo acetamida, na posi¢édo 2 do

anel glicopiranosideo por grupos amina (CLEASEN et al., 2006).

Figura 3 - Conversdo Quitina em Quitosana via reacdo de desacetilagéo.

OH
NaOH Q
Desacetiago F NH, /
n
Quitina Quitosana

Fonte: CLEASEN et al., 2006.

A quitosana possui propriedades quimicas e bioldgicas distintas, pois tem grupos
amina e hidroxila reativos capazes de serem submetidos a modificagdes quimicas. E
soltvel em meios aquosos acidos, de pH < 6,2, sendo os &cidos acético, formico e

citricos os mais usados na solubilizagdo do biopolimero. Quando dissolvida possui
+
carga positiva sobre os grupos —NH3 , 0 que facilita sua solvatacdo em agua. Além

disso, adere a superficies carregadas negativamente, agregando-se com compostos
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polianidnicos e, complexa ions metalicos. Desta forma, tanto a solubilidade em soluc6es
acidas, quanto a agregacdo com polidnions atribuem propriedades excelentes a
quitosana (CLEASEN et al., 2006; GONSALVES et al., 2011; SUNDAR et al., 2010).

Ao longo das Ultimas décadas a quitosana tem exibido potencial para diversas
aplicacdes na medicina, cosméticos, agricultura, tratamento de &gua, engenharia de
tecidos e sistema de liberacdo controlada de drogas, entre outras, sendo utilizada na
forma de filmes, géis, esfera, micro/nanoparticulas e membranas, pois combina
propriedades como a bioatividade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa
toxicidade, hidrofilicidade, atividade antifingica, antitlcera, antiacida, antimicrobiana,
antibacteriana e € totalmente absorvivel pelo organismo (YANG et al., 2004,
RINAUDO, 2006; CASARIEGO et al., 2009; TONHI et al., 2002; KUMAR et al.,
2004; DALLAN, 2005; DENG, 2007; ARANAZ et al., 2009).

Na liberacdo controlada de farmacos, a quitosana tem sido amplamente utilizada
na forma de nanoparticulas, devido a sua maior estabilidade, baixa toxicidade, método
de preparacdo ser simples e por proporcionar rotas versateis de administracdo (DASHA
et al., 2011; SCHAFFAZICK et al., 2003; LARANJEIRA et al., 2009; SUNDAR et al.,
2010).

Em geral, as nanoparticulas formadas a base de quitosana apresentam uma
distribuicdo unimodal, com um baixo indice de polidispersdo, bem como um potencial
de superficie positivo, o que facilita a interacdo com as membranas bioldgicas. No
entanto, dependendo do método de preparacdo empregado pode se observar diferencas
no tamanho, morfologia e potencial zeta das nanoparticulas formadas (DASHA et al.,
2011; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Na revisdo da literatura realizada por Tiyaboonchai (2003), foi observado que
nanoparticulas de quitosana podem ser preparadas por diversos métodos e que possuem
inimeras vantagens como sistema de liberacdo controlada de farmacos, ja que oferecem
rotas versateis para a administracdo de farmacos e facilitam a absorcdo de drogas por
meio da membrana celular, aumentando assim, o efeito do medicamento e melhorando
sua biocompatibilidade junto a célula.

No trabalho de Azevedo et al. (2011), foi descrita a utilizacdo de nanoparticulas
a base de quitosana/TPP (Tripolifosfato de sodio) como uma forma de encapsulacdo de
insulina, de modo a aumentar ou prolongar o efeito hipoglicémico, e melhorar o

tratamento de pacientes com diabetes.
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Em outro estudo, desenvolvido por Lépez-Ledn; Lobo e Costa (2005), foi
observado que nanoparticulas a base de quitosana sao muito eficientes quando aplicadas
a liberacdo controlada de farmacos, uma vez que aumentam a eficiéncia terapéutica e
diminuem drasticamente os efeitos colaterais.

Lee et al. (2009), também demonstraram a eficiéncia terapéutica de
nanoparticulas de quitosana/glicol por meio de um interessante estudo, utilizando a
protoporfirina IX (FplX) como agente fotossensivel. Neste estudo, o agente
fotossensivel encapsulado as nanoparticulas foi conjugado com uma fonte de excitagédo
externa, com o objetivo de produzir dentro do tumor espécies de oxigénio-singlete,
altamente reativos, causando a destrui¢do do tecido canceroso.

Grenha et al. (2009) demonstraram, também, que nanoparticulas de quitosana
sdo adequadas para aplicacdo como sistema de liberacdo controlada de farmacos, pois
em um ensaio in vitro observaram que a liberacdo da proteina ovalbumina por meio de
nanoparticulas a base de quitosana/carragena foi sustentada por um periodo prolongado
de trés semanas. Além disso, as nanoparticulas apresentaram baixa toxicidade e
biocompatibilidade com as células, podendo-se inferir que sao eficientes para utilizacdo
como sistema de liberagcdo controlada de farmacos e constituem uma 6tima estratégia
para aplicacdo na engenharia de tecidos.

O estudo realizado por Tsai et al. (2011a), demonstrou que o desenvolvimento
de nanoparticulas de quitosana/sulfato de condroitina, por meio da complexagdo
polieletrolitica, € muito eficiente para liberacdo controlada da dexorrubicina, pois sdo
biopolimeros naturais de cargas opostas, biodegradaveis, biocompativeis e ndo toxicos,
capazes de incorporar o farmaco com eficiéncia durante a formacdo do complexo, além
de ndo apresentar qualquer problema em relacdo a seguranca durante o processo de
liberacdo da dexorrubicina.

Do mesmo modo, a quitosana tem se destacado pelo fato de ser
bio/mucoadesiva, uma vez que seus grupos podem sofrer protonacdo em certos pHs
fisiolégicos, interagindo eletrostaticamente com as cargas negativas na mucosa ou
superficies celulares, o que reforga a sua propriedade de bioadesividade (LARANJEIRA
et al., 2009; TAKEUCHI et al., 2003).

Deste modo, pode-se afirmar que a quitosana exibe um comportamento
biologico favoravel, tais como bioadesdo, permeabilidade e caracteristicas fisico-
guimicas interessantes, que tornam este biopolimero um material Unico para ser

utilizado em sistemas de liberacdo controlada de farmaco.
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2.3.2. Sulfato de Condroitina

O sulfato de condroitina (SC) é um importante componente estrutural de
ligacbes dos tecidos, bem como um componente da matriz cartilaginosa. Integra a
familia dos glicosaminaglicanos (GAGS), sendo caracterizado como um copolimero
alternado dos monomeros: P(1,4)-D-acido glucurénico e p(1,3)- N-acetil-D-
galactosamina que podem ser sulfatados nos carbonos C, ou Cg formando a
condroitina-4-sulfato e a condroitina-6-sulfato, respectivamente. A condroitina-4-sulfato
é chamada de sulfato de condroitina A, e a condroitina-6-sulfato é chamada de sulfato
de condroitina C. Esses isdmeros tém uma distribuicdo diferenciada, relacionada com o
tecido, com a idade e com o estado de saude do organismo (SANTQOS, 2009; FOOT et
al., 2005; CHEN et al., 2006).

O SC foi isolado de tecido cartilaginoso em 1884, porém a natureza dos seus
monossacarideos e a sua estrutura foi descrita pela primeira vez em 1925, por Levene.
Desde entdo, diversos métodos sdo utilizados para isolar o SC a partir dos tecidos
animais, que incluem sempre a digestao proteolitica para extracdo das proteoglicanas e a
purificacdo do SC (SANTOS 2009; WANG et al., 2007; CHEN et al., 2006).

No inicio das pesquisas, para a extracdo do SC, eram usados tratamentos
alcalinos, como com o hidroxido de sodio para a degradacdo da proteina dos tecidos,
porém foi observado que tais tratamentos causavam também a degradacdo do sulfato de
condroitina. Outro método pesquisado foi a utilizacdo de cloreto de célcio, que evitava a
degradacdo alcalina do SC, mas possuia a desvantagem de dissolver o colageno e ser
bastante demorado (SANTOS, 2009).

Na Figura 4 é apresentada a estrutura da unidade repetitiva do sulfato de

condroitina.

Figura 4 - Estrutura da unidade repetida do sulfato de condroitina
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Fonte: BUNHAK et al., 2007.
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Este biopolimero, extraido principalmente da aorta bovina, é utilizado ha
bastante tempo no combate de doencgas relacionadas a aterosclerose, trombose,
hiperlidemia e osteoartrite (RICHY et al., 2003; JOHNSON et al., 2001). Além disso,
estudos clinicos ja tém demonstrado efeitos terapéuticos do SC, administrado via oral
em pacientes com osteoporose, com a melhoria na funcao articular e reducdo de dores,
sendo classificado como uma droga que produz alivio sintomatico de acdo demorada.

Por ser uma molécula abundante na matriz do tecido conjuntivo, e por ser
facilmente degradado por bactérias anaerdbicas, Bacteroides thetaiotaomicron e B.
ovatus, que residem no intestino grosso, o SC esta envolvido em diversos processos
fisiologicos e patoldgicos, sugerindo assim, que este polimero seja, potencialmente, um
bom candidato a carreador de farmacos (RICHY et al., 2003; JOHNSON et al., 2001;
PENICHE et al., 2007; FAJARDO, 2009).

Além disso, biopolimeros naturais como o sulfato de condroitina apresentam
baixa toxicidade, alta estabilidade, flexibilidade para modificagdo quimica, baixo custo
e biodegradabilidade especifica, o que justifica sua ampla aplicagdo como carreador de
farmaco (SANTQOS, 2009; ZOU et al., 2009).

No entanto, o fato de o sulfato de condroitina ser altamente solivel em &gua, sob
condicBes fisiologicas, limita sua aplicacdo como veiculo em estado sélido para
liberacdo controlada de farmacos. Porém, esta limitacdo pode ser minimizada pela
formacdo de complexos polieletroliticos (PECs) por meio da interacdo eletrostatica com
substancias carregadas opostamente, ja que o SC é um polieletrdlito de carater anibnico,
tornando assim uma Gtima estratégia para manter o sulfato de condroitina no estado
solido para o seu uso como sistema de liberacdo de farmaco (SANTOS, 2009; ZOU et
al., 2009).

Assim, o sulfato de condroitina vem sendo amplamente estudado para
associacdo com outros polimeros, como por exemplo, a quitosana formando
nanoparticulas poliméricas, com potencial aplicacdo como sistemas de liberacdo de

farmacos.
2.4. Curcumina
Curcuma longa L. (Figura 5) € uma planta herbacea, perene, com

aproximadamente um metro de altura. E cultivada em regides tropicais e subtropicais da

Asia, india, China e America Latina. No Brasil, esta planta é conhecida como agafréo da
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terra, e comumente usada na culindria como corante para alimentos. No entanto, o
emprego desta planta como remédio caseiro, para uma variedade de doencas, surgiu ha
séculos, na medicina Indiana (ARAUJO et al., 2001; RAMSEWAK et al., 2000).

Figura 5 - Curcuma longa L.

Fonte: http://www.wepwawet.com.br/plantas.html

A Curcuma longa L. apresenta em sua composi¢ao, turmerina, 6leos essenciais e
curcuminoides (SHARMA, et al., 2005). Porém, suas propriedades medicinais tém sido
atribuidas principalmente aos curcumindides, pigmento amarelo obtido do rizoma da
planta. Existem trés tipos de curcumindides: curcumina, demetoxicurcumina e
Bisdemetoxicurcumina, conforme mostrado na Figura 6. Estes curcumindides sao
compostos fendlicos, insollveis em agua e éter, porém sollveis em etanol, acetona,
dimetilsulfoxido e em outros solventes organicos (MAHESHWARI et al., 2006;
SHISHODIA et al., 2005).
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Figura 6 - Estrutura quimica de curcumindides extraidos de Curcuma longa L.
Curcumina (a); Demetoxicurmina (b) e; Bisdemetoxicurcumina (c).
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Fonte: MAHESHWARI et al., 2006.

O p6 amarelo, obtido do rizoma da planta Curcuma longa L, denominado
crcuma, é usado como corante para alimentos na culinaria e empregado na medicina no
tratamento de varias doencas. Um dos principios ativos da circuma é o composto
fendlico curcumina (SRINIVASAN et al., 2006).

A curcumina foi isolada, pela primeira vez, em 1842 (Figura 7), e foi
quimicamente caracterizada em 1910. Desde entdo, diversos estudos vém sendo
realizados com a finalidade de investigar suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas,
tais como, sua acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria, imunomoduladora,
hipolipodérmica, antioxidante, antitumoral, anticarcinogénica, dentre outras (ARAUJO
etal., 2001).

Este composto fenolico, de baixo peso molecular (368,38 g/mol), consiste em
uma  molécula  de (1,7bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5diona).
Estruturalmente a curcumina exibe um tautomerismo ceto-enélico, como predominancia
da forma ceto em pH de 3 a 7, possuindo uma estrutura B-dicetona, atuando como

potente doador de protons. Em pH acima de 8 a forma endlica da curcumina predomina,
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atuando como doador de elétrons, assim como a maioria dos antioxidantes fenolicos
(ANAND et al., 2008; SHARMA et al., 2005).

Apresenta absor¢do maxima no comprimento de onda de 429 nm e fluorescéncia
amarela sob luz ultravioleta. Possui ponto de fusdo entre 170 a 177°C, sendo
relativamente estavel ao calor e instavel quando exposta a luz e a solugdes alcalinas.
Além disso, a curcumina se degrada facilmente, formando outros compostos (PERET-
ALMEIDA et al., 2005).

Devido a curcumina ser um composto polifenolico, varios estudos indicam que
os fendis e grupos metoxi, existentes na sua composicdo quimica, SA0 responsaveis
pelas propriedades bioldgicas que este fotoquimico exerce em diversas linhagens
celulares. Desta forma, a investigacdo do seu mecanismo de acdo, relacionado as
diversas atividades farmacoldgicas da curcumina, tem despertado interesse em muitos
pesquisadores (MAHESHWARI et al., 2006; JOE et al., 2004; ODOT et al., 2004;
THANGAPAZHAM et al., 2006).

Atualmente, a principal linha de investigacdo sobre o potencial terapéutico da
curcumina tem sido conhecer suas atividades antioxidante, e principalmente sua
atividade antitumoral (BACHMEIER et al., 2008; BUSH et al., 2001). Em rela¢do a sua
atividade antioxidante, esta encontra-se associada a sua habilidade em reduzir os niveis
intracelulares de glutationa reduzida, que é uma enzima envolvida no sistema de defesa
ao stress oxidativo nas células (SHISHODIA et al., 2005). Ja a atividade antitumoral da
curcumina provém da sua capacidade em induzir apoptose em uma variedade de células
tumorais, incluindo melanoma, linfoma, cancer de ovério, cancer de pulmé&o e cancer de
mama, demonstrando, desta forma, seu grande potencial como agente quimioterapeutico
(MAHESHWARI et al., 2006; JOE et al., 2004; SHI et al., 2006; ODOT et al., 2004).

Apesar de possuir inimeras propriedades bioldgicas interessantes, a curcumina €
pouco solivel em solugdes aquosas, 0 que limita sua biodisponibilidade e eficiéncia
clinica (ANITHA et al., 2011b). Assim, varias estratégias tém sido avaliadas para
aumentar a atividade biolégica da curcumina, bem como oferecer melhor
permeabilidade e resisténcia a processos metabdlicos, visando principalmente a maior
absorcéo e disponibilizagcdo da curcumina aos tecidos, conforme mostrado na Tabela 1
(MAITI et al., 2007; SHAIK et al., 2009; CHEN et al., 2009; LETCHFORD et al.,
2007; MA et al., 2007; ANAND et al., 2008).
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Melhoria das propriedades da curcumina proporcionada pelo
emprego de sistemas de liberacgéo.

Sistema de liberagéo

Efeito benéfico relatado

Micelas

Aumenta a solubilidade aquosa, mantém a atividade citotoxica e aumenta a

possibilidade de administracdo oral e parenteral com liberacéo controlada.

Complexos fosfolipidios

Aumenta a atividade hepatoprotetora in vivo, aumenta a concentragdo
plasmatica ap6s administracdo oral e mantém a concentracdo plasmaética

efetiva por maior tempo.

Ciclodextrinas

Aumenta a solubilidade aquosa e aumenta a estabilidade frente a hidrolise

alcalina.

Lipossomas

Obtencdo de sistemas dispersos aquosos aplicadveis a administracdo
intravenosa, aumenta ou mantém a atividade antiproliferativa e
antiangiogénica sobre células tumorais in vitro e in vivo em relacdo ao
farmaco livre, aumenta a estabilidade em tampéo fosfato, reduz a dose,
obtém efeito sinérgico inibitério com oxaliplatina e promove o transporte

mais efetivo do farmaco para o interior da célula.

Nanoparticulas

Facilita a dispersdo em meio aquoso, possui atividade citotoxica similar ao
farmaco livre, prolonga a liberacdo de curcumindides, aumenta a
estabilidade, produz efeito sobre a hidratacdo, possui firmeza e elasticidade
da pele e ampla distribuicao nos tecidos contendo macréfagos.

Nano e microemulsdes

Aumenta a atividade anti-inflamat6ria, promove a liberacdo controlada,

aumenta a solubilidade e a absorcédo oral do farmaco.

Fonte: Adaptada de MAZZARINO, 2009.

A utilizacdo de nanoparticulas € uma interessante op¢do para aumento da

biodisponibilidade da curcumina, uma vez que podem proporcionar maior penetracao
em membranas plasmaticas, devido ao seu pequeno tamanho, além de seu potencial de
especificidade, tornando-se excelente transportadoras de medicamento (KURRIEN et
al., 2007; MAZZARINO, 2009).

O estudo recente de Anitha et al. (2011a), demonstrou que nanoparticulas,
baseadas em quitosana/carboximetil, preparadas pelos métodos de evaporagdo de
solventes e gelatinizacdo ibnica, sdo adequadas para encapsulacdo de substancias
hidrofobicas, como a curcumina, bem como para o fornecimento controlado do
flavanoide as células cancerosas.

Outro estudo realizado por Anitha et al. (2011b), mostrou que nanoparticulas a

base de quitosana e sulfato de dextrano, preparadas pelo método de coacervagdo
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simples, também séo apropriadas para o transporte e liberacdo controlada da curcumina,
pois possui morfologia esférica, potencial zeta negativo e boa estabilidade coloidal.
Além disso, a nanoformulagdo de curcumina mostrou-se ser eficiente no tratamento do
cancer, ja que houve morte de um maior numero de células cancerosas quando
comparada a células normais.

Feroz et al. (2011) relataram que nanoparticulas de quitosana, utilizadas para
encapsular a curcumina, sdo eficientes para garantir a biodisponibilidade e a
estabilidade metabodlica do flavandide. Observaram ainda, que tais nanoparticulas,
acopladas ao plasma de ratos, promoveram a liberacdo, de forma controlada, da
curcumina via oral, impedindo sua degradacao, bem como mostrou ser eficaz na cura de
ratos infectados por malaria.

Existem ainda, relatos na literatura indicando efeitos terapéuticos da curcumina
em doencas como diabetes, AIDS, artrite reumatoide, esclerose multipla, doenca de
Alzheimer e fibrose cistica (SHISHODIA et al., 2005).

Inimeros estudos realizados com a curcumina indicam que esta constitui um
bom exemplo de um farmaco de origem natural, pois é toxicologicamente inerte nas
células, ndo demonstrando ser toxica em animais ou humanos, mesmo sob
administracdo de até oito gramas por dia. (SHARMA et al., 2005; JOE et al., 2004;
AGGARWAL et al., 2002). No entanto, considerando que o desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo de farmacos requer estudos de toxicidade e farmacocinética em
conjunto com avaliacdes da atividade do farmaco, se faz necessaria a elucidacdo dos
mecanismos de agdo da curcumina, bem como a potencializagdo de suas propriedades

terapéuticas por meio de estratégias farmacotécnicas.

2.5. Liberacéo controlada de farmacos

O conceito de um sistema de liberacdo controlada de farmacos teve inicio na
Inglaterra, na década de 1930. Porém, somente na década de 1970 o desenvolvimento de
formulacBes farmacéuticas, para uso humano, baseado em sistema de liberacdo de
farmacos, com taxas controladas, teve seu inicio com o uso de minibombas osméticas
(URQHART, 2000; LEE et al., 2004; SHALABY et al., 2005).

Considerando que cada farmaco possui uma faixa de acdo terapéutica, acima da
qual ela é toxica e abaixo da qual é ineficaz, as dosagens administradas determinam os

niveis plasmaticos, logo o objetivo inicial ideal de um sistema de libera¢do controlada



35

(SLC) é manter um nivel constante do farmaco no sangue ou tecido-alvo, nos casos
terapéuticos em que isto seja necessario ou desejavel. Dessa maneira, no sistema de
liberacdo controlada de farmacos ocorre a manutencdo da concentragdo do farmaco em
niveis eficazes por um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica administracao
(ALLEN et al., 2007; SCHAFFAZICK et al., 2002; YANO et al., 2002).

A Figura 7 estabelece uma comparagéo entre o sistema convencional e o de

liberac&o controlada.

Figura 7 - Perfil de liberacdo de fArmacos convencional e controlada em fungéo do

tempo.
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Fonte: VITALINE, 2011.

Neste contexto, os sistemas de liberagdo controlada apresentam grandes
vantagens sobre os métodos convencionais, com a manutencdo da concentracao
terapeuticamente efetiva de farmacos no sistema circulatério por um extenso periodo de
tempo. Na Tabela 2 estdo resumidas algumas das vantagens dos sistemas de liberacédo
controlada de farmacos (DE LYRA et al., 2007; HENRIQUE et al., 2006).
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Tabela 2 - Vantagens do sistema de liberacdo controlada de farmacos

Tipo Vantagens

Manter nivel terapéutico com baixa oscilagéo;

Impedir niveis toxicos e efeitos colaterais locais e
Farmacoldgica sistémicos, evitar subniveis terapéuticos;

Aumentar concentragdes plasmaticas de principios
ativos de meia-vida plasmaética relativamente curta;
Maior seguranca na utilizacdo de alguns farmacos de

elevada poténcia.

Maior comodidade pela diminuicdo do numero de
administracdes diarias;

Eficacia do tratamento - Facilita adesdo do paciente ao tratamento;
Administracdo noturna pode ser evitada;

Efeitos indesejados reduzidos.

Fonte: Adaptada de DE LYRA et al., 2007.

O termo farmaco engloba todos compostos bioativos, desde moléculas de baixo
peso molecular a proteinas e material genético, administrados com intuito terapéutico.
Desta forma, a liberacdo controlada implica a associacdo, quimica ou fisica, dos
farmacos com materiais biocompativeis em sistemas que tenham a capacidade de
controlar, de forma pré-determinada, a taxa de liberacdo do farmaco, a partir desse
mesmo sistema e conduzir o farmaco até ao sitio especifico, em que este deve atuar
(FREIBERG et al., 2004; KIM et al., 2009).

Neste sentido, os sistemas de liberacdo controlada sdo classificados de acordo
com 0s mais variados critérios, incluindo a classe de materiais utilizados, tipo de agente
terapéutico incorporado, estado fisico, via de administracdo, forma como o farmaco se
encontra encapsulado e/ou associado no sistema e a natureza do mecanismo que
controla a liberagdo deste (FREIBERG et al., 2004; KIM et al., 2009).

Nas Ultimas décadas, sistemas de liberacdo controlada de farmacos tém sido alvo
de muitos estudos, principalmente porque a utilizacdo da maioria dos compostos
terapéuticos € sempre limitada pela impossibilidade de aumento excessivo da dosagem
(HENRIQUE et al., 2006).

Suspensdes coloidais, lipossomas, micro e nanoparticulas vém sendo

amplamente estudados, a fim de melhorar a biodisponibilidade, manter o efeito do
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farmaco no tecido alvo, solubilizar farmacos hidrofobicos, melhorar a estabilidade
fisico-quimica de agentes terapéuticos, minimizar efeitos colaterais e reduzir a
toxicidade (RAFFIN et al., 2003; SCHAFFAZICK et al., 2003).

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas constitui uma alternativa
promissora aos sistemas de liberacdo de farmacos, ja que estas aumentam a sua
biodisponibilidade. O aumento da biodisponibilidade se deve a capacidade que estas
possuem de proteger, de forma eficaz, o farmaco, e simultaneamente aumentarem a
absorcéo deste (SCHAFFAZICK et al., 2003; ZHANG et al., 2006; DES RIEUX et al.,
2006; MOURA, 2012).

Muitos trabalhos reportam que as nanoparticulas, em especial as de tamanho
compreendido entre 10 e 100 nm, possuem um elevado potencial enquanto veiculo de
transporte de agentes citotoxicos, pois estas particulas sdo capazes de circular pela
corrente sanguinea sem escapar das paredes dos respectivos vasos. Em tumores solidos,
gue possuem vasos sanguineos permedveis, com uma distribuicdo de didmetro maior e
mais heterogénea, as nanoparticulas conseguem facilmente penetrar no interior das
células tumorais liberando o farmaco e evitando a destruicdo de tecidos saudaveis
(ZHANG et al., 2006; DES RIEUX et al., 2006; MOURA, 2012).

Em geral, a liberagdo controlada de farmaco utiliza como métodos de liberacéo a
difuséo, a dissolucéo e a osmose, nos quais quase sempre é possivel utilizar o sistema de
reservatorio e o sistema matricial, conforme mostrado na Figura 8. No entanto, em
qualquer que seja 0 método, o farmaco esta ligado ao carreador, que € o responsavel por
mitigar as limitagBes dos farmacos convencionais e apesar de possuir a natureza e
composic¢do variadas tém a capacidade de manter a estrutura original do farmaco, sem
que haja degradacdo do mesmo, tornando sua administracdo segura e conveniente ao
paciente. (SHALABY et al., 2005; HENRIQUE et al., 2006).



38

Figura 8 - Métodos de liberacdo de farmacos a partir de nanoparticulas
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Fonte: Adaptada de: DURAN et al., 2012.

Neste contexto, um sistema ideal de distribuicdo de farmacos deve ser
biodegradavel, biocompativel, facilmente liberado, permitir um controle da taxa de
distribuicdo de farmacos e ndo deve alterar a atividade do farmaco durante a
distribuicdo (SINKO, 2008).

Deste modo, diversos materiais poliméricos biodegradaveis tém sido utilizados
na preparacdo destes sistemas. A biodegradabilidade é um dos requisitos fundamentais
para um sistema de liberagdo controlada, ja que é desejavel que o material introduzido
no organismo seja reabsorvido depois de cumprida a sua funcdo sem necessidade de
recorrer a intervencdo cirurgica para a sua remoc¢do (MOURA, 2012).

Com isto, os polimeros naturais, incluindo biopolimeros como a quitosana e
sulfato de condroitina, tém sido largamente estudados e aplicados nos sistemas de
liberacdo de farmacos, apresentando vantagens em relacdo aos materiais sintéticos, pelo
fato de sua degradacdo ser controlada pelas células de acordo com mecanismos
fisiolégicos (FAJARDO, 2009). Além disso, o uso de biopolimeros para liberacdo
controlada de farmacos pode minimizar reacGes teciduais, promover beneficios
terapéuticos e, a0 mesmo tempo, diminuir efeitos colaterais.

Logo, desenvolver sistemas capazes de transportar o farmaco até um alvo
especifico, diminuindo os efeitos indesejaveis resultantes de sua acdo em outros locais,
e aumentando sua permanéncia em circulagdo sistémica, para que alcance maior
eficiéncia terapéutica, vem despertando grande interesse de muitos pesquisadores, ja
que possibilita a administragdo de medicamentos por meio de rotas ndo invasivas, como

por exemplo, as vias oral, pulmonar, nasal e ocular.



39

3. OBJETIVO
3.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar a utilizacdo da técnica de
gelatinizacdo ibnica no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas, constituidas dos
biopolimeros quitosana e sulfato de condroitina, avaliando este sistema como
nanocarreador de substancias hidrofobicas, como a curcumina, verificando o
comportamento de liberagdo da curcumina, associada as nanoparticulas em solucdes
fisioldgicas simuladas, com o intuito de melhorar a viabilidade celular no tratamento de

cancer.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar o biopolimero quitosana, via determinacdo do grau de

desacetilacdo;

e Auvaliar as caracteristicas da curcumina, utilizando-se a técnica de espectroscopia
UV-Vis;

e Avaliar a influéncia do pH da solucdo de quitosana, da concentracdo da solucéo
de quitosana e do volume de sulfato de condroitina nas caracteristicas das
nanoparticulas formadas;

e Caracterizar o didmetro, o indice de polidispersdéo e o potencial zeta das
nanoparticulas;

e Preparar nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina pelo método de
gelatinizag&o ionica;

e Associar a curcumina as nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroiting;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas acondicionadas em
diferentes temperaturas (-2°C e 25°C), por meio do monitoramento do didmetro,
indice de polidispersao e potencial zeta;

e Determinar a taxa de associacdo da curcumina as nanoparticulas;

e Caracterizar a morfologia das nanoparticulas desenvolvidas com uso de
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET);

e Auvaliar as caracteristicas das nanoparticulas desenvolvidas e seus constituintes

por meio da Espectroscopia de Infravermelho (FTIR);
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e Avaliar a estabilidade térmica das nanoparticulas e seu respectivos constituintes
através da Andlise Termogravimeétrica (TGA) e Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC);

e Estudar o perfil de liberacdo da curcumina por meio das nanoparticulas de
quitosana / sulfato de condroitina em solugdes fisioldgicas simuladas;

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e associada as
nanoparticulas, utilizando uma linhagem de célula tumoral humana de pulméo
AbB49,
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais

Quitosana (99% de pureza) (massa molecular médio) — Sigma-Aldrich com
massa molar de 190000 g mol™, fornecido pelo representante e determinada por meio do
método viscosimétrico. O Sulfato de Condroitina Tipo A, sal de sodio (99% de pureza),
foi obtido a partir da traqueia bovina — Sigma-Aldrich. A Curcumina (95% de pureza)
foi obtida da Curcuma Longa L. (cdrcuma), com grau de pureza de 98% — Sigma-
Aldrich. Os demais reagentes sdo de grau analitico e foram usados sem nenhuma

purificacdo prévia.

4.2. Meétodo

4.2.1. Determinacado do grau de desacetilacédo da quitosana (%0GD)

O grau de desacetilacdo (GD) expressa o conteldo médio de grupos amina (NH.)
livres, presentes na quitosana. Neste estudo, o teor destes grupos foi determinado por
meio da técnica de espectroscopia de infravermelho (FTIR), aplicando-se o método
descrito por Prado et al., 2011. Neste método, aproximadamente 1,5 mg de quitosana
foram macerados com uma quantidade suficiente de KBr seco e limpo, e a partir desta
mistura obteve-se uma pastilha. O espectro foi registrado em um espectrofotébmetro FT-
IR Varian 640-IR, representando a média de 32 scans com resolucio de 2 cm™ na regido
de 4000 — 400 cm™.

O grau de desacetilacdo da quitosana foi obtido pela analise do espectro de FTIR,
a partir dos picos entre 1320 e 1420 cm™ obtidos no espectro de FTIR, que mostram a
conversdo das unidades N-acetilglicosamina em grupos amina, e utilizando-se a
equacdo 1 (PRADO et al., 2011).

%GD =100 - (A@/:_Amf 0,3822 (Equacéo 1)
0,03133

Em que A ¢ a absorbancia.
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4.2.2. Espectroscopia de absor¢cdo molecular UV-Vis para a curcumina

Os espectros de UV-vis para a curcumina foram realizados em um
espectrofotobmetro UV-VIS-NIR Cary 5000 da Varian, a partir de uma solucdo do
corante 0,02 mmol L, preparada em solucdes de HCI 0,1 mol L™ em pH 1,2 e de
H,S0, 0,1 mol L™ em pH 6,8 e etanol na proporcao de 80:20, sendo 80 partes de cada
solucdo e 20 partes de etanol. A anélise foi conduzida na faixa de 350 a 750 nm.

4.2.3. Curva padréo de calibracdo da curcumina

A curva de calibracio para a curcumina foi determinada em um
espectrofotometro UV-vis U2M Quimis a partir de uma solucdo do corante, preparada
utilizando-se 10 mg de curcumina e dissolvida em solucdo composta de solucéo de HCI
0,1 mol L™ em pH 1,2, de CH;COOH 0,1 mol L™ em pH 4,0 e de H,SO, 0,1 mol L™* em
pH 6,8.e etanol, na proporcao de 80:20, sendo 80 partes de cada solucéo e 20 partes de
etanol. A partir das diluicbes adequadas da solucdo estoque, foram realizadas as

medidas de absorbancia no comprimento de onda de 429 nm para cada solucdo.

4.2.4. Delineamento experimental para sintese das nanoparticulas

O delineamento experimental consistiu na otimizacdo das condicdes
experimentais adotadas para o preparo das nanoparticulas. Os parametros avaliados para
as nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina foram: pH da solucdo de
quitosana, concentracao da solucdo de quitosana e volume do gelatinizador idnico (SC),
conforme mostrado na Tabela 3. Para as nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina, contendo curcumina, foi avaliado apenas o efeito do pH da solucdo de
quitosana, conforme mostrado na Tabela 4. Estes parametros foram pré-estabelecidos

com o intuito de avaliar a melhor formulagdo da suspensdo coloidal obtida.
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Tabela 3 - CondicGes para preparo das nanoparticulas de quitosana / sulfato de

condroitina.
Condicbes Volume de | Concentragdo da solucdo | Volume de SC
QTSem mL de QTS em mg/mL em mL
3,5 10,0 2,0 15,0
pH da solucéo de 40 10,0 2,0 15,0
quitosana 45 10,0 2,0 15,0
5,0 10,0 2,0 15,0
55 10,0 2,0 15,0
6,0 10,0 2,0 15,0
0,5 10,0 0,5 15,0
Concentragioda | O 10,0 1,0 150
solugdo de quitosana | 1.5 10,0 1,5 15,0
em mg/mL 2,0 10,0 2,0 15,0
3,0 10,0 3,0 15,0
2,5 10,0 2,0 2,5
Volume do sulfato de | >0 10,0 2,0 5,0
condroitinaemmL | 7.5 10,0 2,0 7,5
10,0 10,0 2,0 10,0
15,0 10,0 2,0 15,0

Fonte: Autoria propria.

Tabela 4 - Condicdes para preparo das nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina contendo curcumina.

Condicoes Volume de | Concentracdo | Volume de Quantidade de
QTSem mL | dasolugdode | SCem mL | curcuminaem mg
QTS em mg/mL
N 4,0 10,0 2,0 15,0 3,0
PH dz‘iigl‘;f;o 50 | 100 2,0 15,0 3,0
a 60 | 100 2,0 15,0 3,0

Fonte: Autoria propria.

Considerando o0s

parametros pré-estabelecidos, foi realizada, ainda, a

caracterizacdo da suspensdo coloidal das nanoparticulas por meio do didmetro

hidrodinamico, indice de polidispersédo (PDI) e potencial zeta.

A caracterizagdo do diametro hidrodindamico, PDI e potencial zeta das

nanoparticulas foi realizada utilizando-se o equipamento de espealhamento de luz

dindmico Nano-Zetasizer — ZS, modelo ZEN3600

- Malvern

Instruments. O

equipamento opera com uma fonte de luz (laser vermelho de 5 mW, He-Ne),

comprimento de onda em 633 nm, e detector posicionado em um angulo fixo de 173°
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em relagdo ao angulo de incidéncia, e as medidas foram realizadas a temperatura
ambiente (25°C) e utilizando-se &gua como dispersante.

Para realizar as andlises de didmetro e PDI as amostras foram previamente
agitadas por aproximadamente 30 minutos, a fim de que as nanoparticulas ficassem em
suspensdo, em seguida transferiu-se uma aliquota de 25 pL da amostra para uma cubeta
de poliestireno com 1 cm de caminho Optico e acresentou-se cerca de 1 mL de agua tipo
1. Cada anélise foi realizada em triplicata, sendo que cada uma representa a média de 12
leituras em cada ponto. Os dados foram tratados com o software Zetasizer 6.20°.

Para determinar o potencial zeta das NPs, 1 mL da suspenséo coloidal preparada
para medida de didmetro e PDI, foi transferida para uma célula eletroforética e as
medidas foram realizadas, utilizando-se 0 mesmo equipamento utilizado para medidas
de tamanho (Nano-Zetasizer ZS), alterando apenas a configura¢do do equipamento do

modo size para 0 modo zeta.

4.2.5. Preparagdo das nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina

As nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina foram preparadas de
acordo com o método de gelatinizagdo idnica descrito por Tsai et al. (2011a);
Tiyaboonochal, (2003); Pan et al. (2002); Dasha et al. (2011); Tagliari et al. (2012),
utilizando-se as condicdes pré-estabelecidas, conforme descrito no item 4.2.4. Antes da
preparacdo, foram obtidas solu¢cbes homogéneas dos polimeros, em concentracfes pre-
determinadas dissolvidas separadamente, em solucéo de acido acético 0,1 mol L™.

A solucdo 4cida de quitosana foi preparada dissolvendo-se cerca de 200 mg de
quitosana em 100 mL de solucdo de acido acético, sob agitacdo magnética constante,
por aproximadamente 40 minutos. Ja a solucdo de sulfato de condroitina foi preparada
dissolvendo-se cerca de 150 mg de SC em 150 mL de solucdo de acido acético. Em
seguida o pH da solucgéo de sulfato de condroitina foi ajustado para 5,0 e 0 da quitosana
foi ajustado de acordo com as condicBes pré-estabelecidas no item 4.2.4, utilizando-se
solugdo de NaOH 0,1 mol L™

A formagdo da nanoparticula de quitosana / sulfato de condroitina foi conduzida a
partir da adicdo lenta da solucdo de SC a solucdo de QTS, sob agitacdo magnetica
constante por aproximadamente 40 minutos, conforme mostrado na Figura 9,

promovendo desta forma a complexacao entre espécies de carga oposta. Neste processo
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a quitosana sofre geleificacdo idnica e coagula como nanoparticulas esféricas,

resultando em uma dispersdo coloidal estavel.

Figura 9 - Preparagdo de nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina através da
técnica de gelatinizagdo idnica.

Solug&o de quitosana Sulfato de condroitina
200 mg/mL 150 mg/mL Formacao de nanoparticulas

Agitacdo 40 min
Fonte: Autoria propria.

Apbs a efetiva obtencdo das nanoparticulas, estas foram transferidas para tubos
falcon, centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm em uma centrifuga Hettich Zentrifugen,
modelo Rotina 420 gr a 25°C. A amostra foi ressuspensa em &gua tipo 1, centrifugada
novamente e o material resultante foi acondicionado a -18°C para ser liofilizado,
utilizando-se um liofilizador Terrone L-300, a uma temperatura de -45°C e pressdo de
9,9 bar, obtendo-se nanoparticulas na forma de pd, que possibilitou a caracterizagdo
fisico-quimica do material obtido.

4.2.6. Preparacgdo das nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina

contendo curcumina

A associacdo da curcumina as nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina foi realizada utilizando-se a mesma metodologia, empregada anteriormente,
com pequenas alteracGes conforme o esquema da Figura 10. Neste observa-se que a
curcumina foi adicionada a solugdo polimérica de quitosana, promovendo sua interacdo
com o polimero. Apds a impregnacdo e estabilizacdo do flavondide na solucdo de
quitosana, a solucdo de sulfato de condroitina foi adicionada lentamente a solugéo
contendo QTS/curcumina sob agitacdo magnética constante por aproximadamente 40
minutos, ocorrendo assim a formacéo efetiva das nanoparticulas de quitosana / sulfato

de condroitina contendo curcumina.
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Figura 10 - Preparagdo de nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina contendo
curcumina através da técnica de gelatinizacéo idnica.

e
Curcumina ﬂl]l:> '
(0,3%)

Solucdo de quitosana  Solucéo de quitosana Sulfato de condroitina
200,0 mg/ml contendo curcumina. 150,0 mg/mi
pH =50 S pH=5,0

N

Formagcdo de nanoparticulas.
Agitacdo 40 min.

Fonte: Autoria propria.

A quitosana e o sulfato de condroitina foram dissolvidos separadamente em
solucéo de acido acético 0,1 mol L™, conforme descrito no item 4.2.5, e a curcumina foi
incorporada na solucdo polimérica de quitosana por meio da preparacdo de uma solugéo
alcodlica, dissolvendo-se cerca de 30 mg de curcumina em aproximadamente 10 mL de
etanol.

Apds a efetiva obtencdo das nanoparticulas, estas foram transferida para tubos
falcon, centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm em uma centrifuga Hettich Zentrifugen,
modelo Rotina 420 gr a 25°C. A amostra foi ressuspensa em agua tipo 1, centrifugada
novamente e o material resultante foi acondicionado a -18°C para ser liofilizado
utilizando um liofilizador Terrone L-300, a uma temperatura de -45°C e pressdo de 9,9
bar, obtendo-se nanoparticulas na forma de p6, que possibilitou a caracterizagao fisico-
quimica do material obtido.

4.2.7. Caracterizacdo das nanoparticulas

Dentre os procedimentos de caracterizacdo utilizados nesse estudo destacam-se
analises espectroscopicas e calorimétricas das nanoparticulas, e seus constituintes,
avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas em suspenséo, avaliagdo da

taxa de associacdo da substancia ativa (curcumina) as NPs de QTS/SC, estudo da
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cinética de liberacdo da curcumina e avaliacdo morfologica da suspensdo coloidal

realizada por meio de Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET).

4.2.7.1. Estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas em suspensao

A avaliacdo da estabilidade fisica das nanoparticulas em suspenséo foi realizada
utilizando o equipamento de espalhamento de luz dindmico Nano-Zetasizer — ZS,
modelo ZEN3600 - Malvern Instruments.

As medidas de diametro, PDI e potencial zeta das nanoparticulas de quitosana /
sulfato de condroitina puras e contendo curcumina foram realizadas considerado o
efeito do pH da solucdo polimérica de quitosana, sendo que este variou em 4,0; 5,0 e
6,0. A concentracdo da solucdo de quitosana utilizada foi de 2,0 mg/mL, e o volume do
gelatinizador idnico (SC) foi de 15 mL

As nanoparticulas foram preparadas conforme descrito nos itens 4.2.5 e 4.2.6,
sendo mantidas em suspenséo e acondicionadas em duas diferentes temperaturas -2°C e
25°C durante 120 horas.

4.2.7.2. Avaliacdo morfoldgica das nanoparticulas

A avaliacdo morfoldgica das nanoparticulas preparadas neste estudo foi
realizada utilizando-se um microscopio eletrdnico de transmissao, modelo JOEL JEM-
2100, equipado com EDS, Thermo scientific. As suspensdes coloidais observadas foram
diluidas em &gua, em uma razdo de 50 puL da amostra para 100 pL de agua. Apds a
diluicdo foi depositado 3 pL da suspensdo coloidal sobre uma tela de cobre com 400
mesh, recoberta por um filme de carbono e posteriormente seca a temperatura ambiente
(25°C) por aproximadamente 24 horas. No entanto, antes da realizacdo das medidas foi
aplicado 20 pL do contraste ésmio para que o vapor de Gsmio recobrisse a tela

possibilitando assim uma melhor visualizacdo das nanoparticulas no microscépio.
4.2.7.3. Taxa de associa¢do da curcumina as nanoparticulas
A taxa de associagdo da curcumina as NPs de QTS/SC foi determinada por meio

do método direto, empregando-se medidas espectroscépicas, no comprimento de onda

méaximo de absor¢do da curcumina, e aplicando-se os valores obtidos na equacdo de
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curva padréo de calibracdo do corante, referente & solucdo de CH3;COOH 0,1 mol L™ em
pH 4,0.

Para cada uma das medidas, aproximadamente 10 mg das nanoparticulas de
quitosana / sulfato de condroitina contendo curcumina, preparadas com o pH da solu¢éo
de quitosana, variando em 4,0; 5,0 e 6,0, foram dissolvidas em 8 mL de solucdo de
CH3COOH 0,1 mol L™ em pH 4,0 e posteriormente adicionado 2 mL de etanol. Apés a
extracdo da curcumina associada as nanoparticulas em solugdo CH3;COOH/etanol, com
posterior coagulacdo da QTS/SC, uma aliquota de cada solucdo foi coletada e analisada,
utilizando-se um espectrofotdmetro UV-vis U2M Quimis, no comprimento de onda
maximo de 429 nm, obtendo-se a concentracdo de curcumina associada. A
quantificacdo da taxa de associagdo da curcumina foi determinada utilizando-se a

equacéo 2:

%TA (%) = Quantidade de curcumina associada x100%  (Equacdo 2)
Quantidade inicial de curcumina

4.2.7.4. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Amostras de todas as matérias-primas e das nanoparticulas produzidas neste
estudo foram maceradas com KBr seco e limpo, originando pastilhas de KBr. Os
espectros de infravermelho, para todas as amostras, foram obtidos na regido de 4000 —
400 cm™, utilizando-se um espectrofotdmetro FT-IR Varian 640-IR, com resolucéo de 2

cm™?, via anélise média de 32 scans.

4.2.7.5. Andlise Termogravimétrica (TG)

As andlises termogravimétricas das nanoparticulas preparadas neste estudo e
seus respectivos constituintes foram realizadas utilizando o equipamento Shimadzu TG
60. A temperatura durante a andlise variou de 25°C a 600°C, com raz&o de aquecimento
de 10°C/min e fluxo de ar a 50 mL/min, a fim de verificar a degradacdo dos
biopolimeros e das nanoparticulas formadas por meio destes, bem como avaliar a

estabilidade térmica dos materiais desenvolvidos neste estudo.
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4.2.7.6.  Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As anélises de DSC dos biopolimeros, da curcumina e das nanoparticulas foram
realizadas em um calorimetro Shimadzu DSC 60.

A analise foi realizada em duas corridas: a primeira corrida foi realizada variando
a temperatura de 25°C a 150°C, para destruir a historia térmica dos materiais
preparados. Apds esta corrida, a amostra foi resfriada até a temperatura de 30°C e em
seguida realizou-se a segunda corrida, variando a temperatura de 30°C a 250°C em

atmosfera de N, com fluxo de 50 mL/min, com taxa de aquecimento de 5°C/min.
4.2.7.7.  Perfil de liberacdo da curcumina

A cinética de liberacdo da substancia ativa (curcumina), a partir das
nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina, foi realizada em solucéo de HCI
0,1 mol L™ em pH 1,2 e em solucdo de H,SO, 0,1 mol L™ em pH 6,8. A analise foi
realizada utilizando-se um espectrofotdmetro UV-vis U2M Quimis em Amgs 429 nm.

As nanoparticulas foram previamente preparadas conforme descrito no item 4.2.6,
porém variando o pH da solugdo polimérica de quitosana em 4,0; 5,0 e 6,0. Tanto o pH
das nanoparticulas quanto o pH das solugées de HCI 0,1 mol L™ e H,SO, 0,1 mol L™
foram ajustados utilizando-se solugdo de NaOH 0,1mol L™

Para a realizacdo da leitura da absorbancia 50 mg das nanoparticulas preparadas e
posteriormente liofilizadas foram suspensas em 25 mL de solucdes de HCI 0,1 mol L™ e
H,S0, 0,1 mol L™ em pH 1,2 e 6,8, respectivamente.

Apbs a adicdo das solucBes, em intervalos de tempo pré-determinados, transferiu-
se aproximadamente 3 mL do sobrenadante para uma cubeta, sendo a solu¢do analisada
por espectroscopia de UV-Vis. A andlise foi conduzida por 72 horas, para as amostras
colocadas em contato com a soluc&o de HCI 0,1 mol L™ em pH 1,2, e 336 horas para as
amostras colocadas em solucdo de H,SO4; 0,1 mol L™ em pH 6,8. O estudo do
comportamento de liberagdo da curcumina foi realizado em temperatura ambiente
(25°C), e sob agitacdo magnética constante nas primeiras horas de liberacdo, com
ocasional agitacdo antes da leitura de absorbancia.

Assim, a porcentagem de curcumina liberada foi determinada utilizando-se a
equacdo da curva padréo de calibracdo que relaciona a absorbancia com a concentracéo

conhecida do flavandide (mg%) na mesma solucdo em que a cinética de liberacdo foi
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conduzida. Os resultados obtidos foram apresentados na forma de porcentagem de

liberacdo do composto ao longo do tempo, utilizando-se a equacéo 3:

Curcumina liberada (%) = Quantidade de curcumina liberada x 100%  (Equacéo 3)
Quantidade de curcumina encapsulada

4.2.8. Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e

nanoencapsulada

A avaliacdo da atividade citotdxica in vitro da curcumina livre, e associada as
nanoparticulas, foi realizada no laboratério de Nanociéncia e Nanotecnologia do
Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, sob a supervisdo da Professora Dra.
Graziella Anselmo Joanitti. A avaliacdo citotoxica teve como objetivo avaliar se a
curcumina e as nanoparticulas contendo curcumina interferiam na viabilidade de células
tumorais. Os ensaios foram realizados utilizando-se células tumorais humanas de
pulméo da linhagem A549, cedidas gentilmente pelo Professor Dr. Ricardo Bentes de
Azevedo. Todos o0s procedimentos foram realizados utilizando-se materiais
rigorosamente esterilizados, e executado no interior de uma camara de fluxo laminar da
marca Veco, modelos CFLV 12, cuja luz ultravioleta permaneceu ligada por 25 a 30

minutos antes do inicio do procedimento.

4.2.8.1. Manutencao das células

As células de cancer de pulméo (aliquotas de 500 uL) foram removidas de um
estoque em nitrogénio liquido e rapidamente descongeladas a 37°C. Em seguida as
células foram centrifugadas a 750 g por 2 minutos, ressuspensas em 10 mL de meio de
cultura DMEM (meio Eagle modificado por Dulbecco) completo e adicionadas a
frascos de cultura com volume de 75 cm?®. Esses frascos foram entdo incubados por 48
horas em estufa da marca Thermo Scientific®, modelo 8.000 WJ, com 5% de CO»,
mantida Umida e a uma temperatura de 37°C. O meio de cultura DMEM foi preparado
utilizando-se 10% de soro fetal bovino, 1% de antibidtico e tamponado com bicarbonato
de sodio de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para garantir a qualidade das células utilizadas nos experimentos, a cada 48

horas 0 meio de cultura era substituido por um meio de cultura fresco. Periodicamente,
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foi realizada a observacao da cultura de celulas por meio de um microscépio éptico
invertido da marca Olympus®, modelo CK2, com a finalidade de avaliar as condicdes
celulares como: crescimento, aspectos morfoldgicos e presencga de contaminantes.
Depois de atingido o estagio de confluéncia, elevada densidade de células em
uma determinada area, as células foram removidas do frasco de cultura e recultivadas
em uma densidade menor. Para isto 0 meio de cultura contido na garrafa foi descartado
e as celulas removidas do frasco pela adicdo de 4 mL de solucdo estoque de
tripsina/EDTA. O frasco foi mantido na estufa por aproximadamente 2 minutos, na
temperatura de 37°C e 5% de CO,. Ao observar por meio do microscopio que as células
estavam suspensas, adicionou-se 1 mL de meio de cultura DMEM, para neutralizar a
acdo da tripsina, e o conteudo foi entdo transferido para um tubo falcon de 15 mL e
centrifugado a 750g, por 2 minutos. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e as
células precipitadas foram ressuspensas em meio de cultura completo, para entdo

proceder a contagem do nimero de células.
4.2.8.2. Contagem celular

A fim de determinar o nimero de células, 10 uL da suspensdo de células foram
transferidos para um microtubo juntamente com 40 pL de solugdo estoque de 0,4% de
azul de tripan (p/v). Oito microlitros dessa mistura foram depositados em uma camara
de Neubauer, onde apenas as células encontradas nos quatro quadrantes dos extremos
maiores laterais foram visualizadas, e contadas com o auxilio do microscépio Optico

invertido. Assim, a quantidade de células foi determinada de acordo com a equacao 4.

Namero de células/ mL = N° de Células contadas x 5 x 10* (Equacéo 4)
4

Apos a determinagdo da quantidade de células, parte delas foi transferida para
um frasco de cultura e mantida na estufa a 37°C, 5% de CO; e, com os outros 875 pL de

suspensdo celular remanescente realizou-se o ensaio de viabilidade celular.
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4.2.8.3. Ensaio de viabilidade celular

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular, as células contadas foram
transferidas para placas de cultura de 96 pocos, incubadas em estufa a 37°C e 5% de
CO;, por 24 horas para a completa adeséo das células no fundo da placa. A concentracao
padréo de células adotada foi de 5 x 10° célula/poco, e o volume de suspenséo celular
transferido para cada pogo foi determinado segundo a equacéo 5:

Volume de suspensdo celular em mL / poco = 5 x 10° (Equacéo 5)
N° de celula / mL

Apds 24 horas de incubacdo, as placas contendo a cultura de células foram
observadas em microscopio éptico invertido para a avaliacdo da morfologia, dispersdo
das células pela placa e presenca de contaminacdo. Em seguida, iniciou-se a fase de
tratamento das células. Para isto, retirou-se 0 meio de cultura contido nas placas e
adicionou-se 200 uL da solu¢ao de meio de cultura contendo as amostras em estudo.

As amostras estudadas foram nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina puras e contendo curcumina, curcumina livre, sulfato de condroitina,
solucdo de &cido acético, solucdo de etanol/agua e dgua. A concentracdo das amostras
variou de 1,25 a 40 pmol L. Para cada concentragéo foi realizada uma triplicata, e apds
o0 tratamento as células foram mantidas incubadas em estufa pelo periodo de 24 e 72
horas.

As nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras e contendo
curcumina foram preparadas conforme descrito nos itens 4.2.5 e 4.2.6, variando-se o pH
da solucdo polimérica de quitosana em 4,0; 5,0 e 6,0. A solucdo de curcumina livre foi
preparada utilizando-se 8 mg de curcumina diluida em solugdo de etanol/agua em uma
razdo de 80:20, sendo 20 mL de etanol e 80 mL de agua.

No entanto, como as células ndo sobrevivem nos pHs acidos, as nanoparticulas
puras e contendo curcumina e seu respectivo controle acido tiveram seus pHs ajustados
para o pH fisiolégico (7,4), com solucéo de NaOH 10 mol L™.

ApoOs o periodo de incubagdo, 0 meio contendo as amostras em estudo, foi
removido, e adicionou-se 15 pL de solugdo estoque de MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) e 135 puL de meio de cultura fresco. As placas

foram novamente mantidas na estufa a 37°C, 5% de CO, por aproximadamente duas
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horas. Apos esse periodo, removeu-se a solucdo do meio de culturae MTT e adicionou-
se 200 uL de DMSO, homogeneizando-se 0 sistema com o0 auxilio de uma micropipeta
para que os cristais de formazan (um produto de cor azulada), formados pelo
metabolismo celular na presenca do MTT, fossem completamente solubilizados no
DMSO. De tal modo, foi possivel realizar a leitura da absorbancia do formazan por
meio de um espectrofotdmetro acoplado a um leitor de microplacas da marca
SpectraMax®, modelo M2, Molecular Devices, em comprimento de onda de 595 nm. A
viabilidade das células dos grupos controle foi considerada como méaxima (100%) e a
porcentagem de celulas viaveis que haviam sido submetidas a algum dos tratamentos foi
determinada a partir dessa consideracdo. A porcentagem de células viaveis foi calculada

de acordo com a equacdo 6:

Células viaveis (%) = Absorbancia para grupo tratado x 100 (Equacéo 6)

Absorbéancia para grupo controle

A partir dos dados obtidos foram produzidos graficos que comparam 0s
resultados obtidos com as células tratadas com a curcumina na forma livre em relacdo as
celulas tratadas com a curcumina associada as nanoparticulas.

Com o término dos experimentos as células a serem desprezadas, bem como
todo material que foi utilizado durante o ensaio, receberam adicdo de hipoclorito de

sodio e detergente e foram lavados ou descartados apos 24 horas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Determinacao do grau de desacetilagéo da quitosana (%GD)

Na obtencédo da quitosana via N-desacetilacdo da quitina, os grupos acetamida (-
NHCOCH;) das unidades de N-acetilglicosamina (GI-NAc), provenientes da quitina, sao
convertidos em grupos amina (—NH;), em taxas variadas, para originar o
heteropolissacarideo, com diferentes graus médios de desacetilacdo. No entanto, o
produto N-desacetilado da quitina s6 passa a ser considerado quitosana quando o GD se
torna igual ou superior a 50 %, percentagem a partir da qual o biopolimero se torna
soltvel em solugdes acidas diluidas (GONSALVES et al., 2011).

H& vérias técnicas para a determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana,
baseadas na titulacdo condutimétrica, espectroscopia de ressonancia magnética de
hidrogénio (RNM 'H), analise elementar (CHNOS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), termogravimetria (TG/DTG), poréem se tratam de técnicas com
elevado custo, de dificil preparo das amostras e dificil entendimento dos resultados
obtidos (SANTOS et al., 2003). Assim, neste estudo foi utilizada a técnica de
espectroscopia de infravermelho (FTIR), jA que se trata de uma técnica simples e
bastante precisa.

Para obtencdo do espectro de infravermelho (FTIR) (Figura 11), utilizou-se
aproximadamente 1,5 mg de quitosana misturada a cerca de 100 mg de KBr limpo e

seco, formando desta forma uma pastilha.

Figura 11 - Espectro de infravermelho (FTIR) da quitosana.
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Fonte: Autoria propria.
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A porcentagem de grupos amina livre (%GD) foi calculada conforme descrito no
item 4.2.1, considerando-se os picos em 1320 cm™, referente & ligagdo C-N e em 1420
cm, que representa a ligacdo CH,, obtidos do espectro de FTIR.

O grau de desacetilacdo obtido por este método para a quitosana utilizada neste
estudo foi de 81,86 %, 0 que mostra que ocorreu a conversdo das unidades N-

acetilglicosamina em grupos amina.
5.2. Espectroscopia de absorcdo molecular UV-vis para a curcumina

Na Figura 12 € apresentado o espectro de absorcdo para a curcumina, obtido a
partir de uma solugo do corante 0,02 mmol L™, preparada em solugdo de HCl/etanol e
solucdo de H,SO4/etanol em uma razdo 80:20, a andlise foi conduzida na faixa de 350 a
750 nm.

Figura 12 - Espectro de absor¢do molecular UV-vis para a curcumina.
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Embora a curcumina seja mais solivel em solucdes alcalinas e neutras, nesta
faixa de pH as velocidades de degradacdo hidrolitica do corante sdo relativamente
rapidas, tornando-o instavel, pois & medida que se aumenta o pH para valores neutro ou
alcalino o proton do grupamento fendlico é removido, levando a destruicdo da estrutura
dieno conjugada da molécula de curcumina (PERET-ALMEIDA et al., 2005).

Deste modo, neste estudo a andlise de espectroscopia de UV-vis foi realizada
utilizando-se solucdes de HCI 0,1 mol L™ em pH 1,2 e de H,SO, 0,1 mol L™ em pH 6,8,
pHs inferiores aos valores de pKa da curcumina (pKa; = 8,3; pKa, = 9,8 e pKaz =10,5),
onde observou-se maior estabilidade, devido a manutencao da estrutura dieno conjugada
da molécula, ja que o corante apresentou-se ainda protonado e com valor de Amsx igual a

429 nm para ambos os valores de pH.
5.3.  Curva padrao de calibracédo da curcumina

A curva padrdo de calibragdo da curcumina foi determinada utilizando-se a
técnica de UV-vis com a finalidade de auxiliar na determinacdo da taxa de associagédo
da curcumina as nanoparticulas, bem como na determinacdo do estudo de cinética de
liberac&o do corante.

A curva padrdo de calibracdo para a curcumina foi obtida a partir de uma
solucdo do corante, preparada utilizando-se 10 mg de curcumina e dissolvida em
solucdo composta de solucdo de HCl/etanol, H,SO./etanol e CH3COOH/etanol na
proporc¢éo de 80:20.

A partir das diluicbes adequadas da solucdo estoque, foram realizadas as
medidas de absorbancia no comprimento de onda de 429 nm para cada solucdo,
preparadas nos seguintes pH: HCI 0,1 mol L™ em pH 1,2, CH;COOH 0,1 mol L™ em
pH 4,0 e H,S0, 0,1 mol L™ pH 6,8.

Assim, as curvas padrdes de calibracdo obtidas para a curcumina, em ambas as
solucdes, estdo representadas pela Figura 13. J& na Tabela 5 estdo descritos os indices
de correlacéo (r?) obtidos para cada curva padrdo de calibracdo, bem como as equagdes

utilizadas para determinar a concentracdo das solucgdes de curcumina.
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Figura 13 - Curva padréo de calibracio da curcumina nas solucdes de HCI 0,1 mol L™
em pH 1,2, CHsCOOH 0,1 mol L™ em pH 4,0 e H,SO, 0,1 mol L™ pH 6,8.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 5 - Dados referente as curvas padrdes de calibracdo (y = a + bx) para
determinacdo da concentracdo das solucgdes de curcumina.

pH das solugdes a bx indice de correlacéo (r?)
1,2 0,1024 1551x 0,9966
4,0 0,0932 1653,5x 0,9929
6,8 0,383 1100,2x 0,9987

Fonte: Autoria propria.

Com base na Tabela 5 e Figura 13, p6de-se observar que ambas as curvas
apresentaram um boa correlacdo entre os pontos, e que possibilitaram a determinacédo da

concentracdo da curcumina nas solugdes de pH 1,2; pH 4,0 e pH 6,8.
5.4. Diametro, indice de polidispersao e potencial zeta das nanoparticulas.
Para a andlise das caracteristicsas de damentro, indice de polidispersédo e

potencial zeta das nanopaticulas, foram consideradas as condi¢des pré-estabelecidas no
item 4.2.4: variagdo do pH e da concentracdo da solucdo de quitosana, bem como a
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variagcdo do volume do gelatinizador iénico (SC), e foi utilizada a técnica de
espalhamento de luz dindmico (DLS).

As nanopaticulas preparadas pelo método de gelatinizagdo idnica apresentaram
baixo indice de polidisperséo (PDI), variando de 0,151 + 0,03 a 0,563 + 0,07, indicando
homogeneidade na dispersdo, ja que valores de PDI menores que 0,500 indicam uma
dispersdo relativamente homogénea, em se tratando de nanoparticulas produzidas a
partir de polimeros naturais (TAGLIARI, 2012; KULKAMP et al., 2009).

Alguns exemplos de histogramas obtidos do equipamento de espealhamento de
luz dinamico (Nano-Zetasizer — ZS), referente ao diametro hidrodindmico das
nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras e contendo curcumina, estdo

apresentaos no anexo, pagina 116.

5.4.1. Influéncia do pH da solucdo de quitosana nas caracteristicas das

nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina

Para a analise do efeito do pH da solugdo de quitosana nas caracteristicas das
nanoparticulas obtidas, este foi variado de 3,5 a 6,0, mantendo-se o volume de quitosana
em 10 mL e 15 mL de sulfato de condrotina e a concentracdo da solucdo de quitosana
em 2,0 mg/mL, o que resultou em nanopaticulas com faixa de didmetro hidrodinamico
entre 175,7 + 2,5 a 565,5 + 16,5 nm, uma faixa de polidispersdo variando de 0,153 +
0,03 a 0,563 + 0,07 e um potencial zeta variando de -29,4 + 3,5 a +41,8 + 1,1 mV,

conforme mostrado na Figura 14 e Tabela 6.
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Figura 14 - Diametro hidrodinamico e potencial zeta das nanoparticulas de quitosana /
sulfato de condroitina em funcédo da variacdo do pH da solucdo de quitosana.

Ll } } T
N \} 1ss
}————E 420 =
g 500 - \.__——! e =
E K\\. B g
E 400 - T =
J0 =
= =
[ WE - 200 %
o
130
00 4
- 40
Lol T T T T T T T T T T T -50
35 4.0 4.5 50 55 (=]

pH solugao de quitosana

Fonte: Autoria propria.

Tabela 6 - Diametro hidrodindmico, PDI e potencial zeta das nanoparticulas de
quitosana / sulfato de condroitina em funcdo da variacdo do pH da quitosana.

pH da solucdo de QTS | Diametro (nm)® PDI ? Potencial Zeta (mV) ®
3,5 555,7 £ 33,7 0,495 + 0,01 +418+11
4,0 565,5+ 16,5 0,464 £ 0,01 +40,9£4,1
4,5 490,6 + 3,9 0,426 + 0,02 +40,6 £ 3,7
5,0 502,5+12,1 0,339 £ 0,05 +30,6 £4,7
55 448,51 5,7 0,563 £ 0,07 +29,9+3/4
6,0 175,7+2,5 0,153 £ 0,03 -29,4+£35

% analise realizada em triplicata, n=3. Fonte: Autoria propria.

A partir deste experimento, foi observado que, a medida que se aumentou o pH
da solugdo de quitosana, o diametro, o PDI e o potencial zeta das nanoparticulas
diminuiram significativamente. Isto pode ser justificado porque em meio &cido 0s
grupos amina livres da quitosana ficam protonados, ocorrendo a repulsdo mutua entre
eles, resultando assim, em uma rede polimérica mais expandida com o sulfato de
condroitina, bem como em um aumento no potencial zeta, devido a maior densidade de

carga positiva na superficie da quitosana. Com o aumento do pH, a forca de repulséo
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entre 0os grupos amina livres diminui, favorecendo a formacdo de nanoparticulas
menores e provocando uma reducdo no potencial zeta, ja que em valores de pH
proximos ao pKa da quitosana (6,3 e 7,2) ha uma menor quantidade de grupos amina
protonados, disponiveis para interacdo (TAGLIARI, 2012; TSAIl et al., 2011;
MARTINS et al., 2010; GONSALVES et al., 2011). Logo, em pH 6,0 as nanoparticulas
apresentaram um diamentro e um potencial zeta significativamente menor em
comparagdo com o pH 3,5.

Moura et al. (2008) relataram em seu estudo que o pH do meio influencia no
potencial zeta das nanoparticulas, pois em pH acido as nanoparticulas adquirem cargas
positivas e em pH bésico apresentam cargas negativas. Assim, pode-se inferir que, a
positividade das nanoparticulas esta relacionada as caracteristicas catibnicas da
molécula de quitosana, enquanto que a negatividade tem relacdo com a desprotonacao

de seus grupos amina em meio mais basico.

5.4.2. Influéncia da concentracdo da solucdo de quitosana nas caracteristicas das

nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina

O segundo parametro avaliado na obtencdo das NPs, foi a concentragdo da
solucgéo de quitosana, sendo esta variada de 0,5 a 3,0 mg/mL, mantendo-se a solucdo de
QTS em pH 5,0, a concentracdo de QTS em 2,0 mg/mL e o volume de QTS e de SC em
10 mL e 15 mL, respectivamente. A partir destas condi¢cdes, observou-se um aumento
no didmetro hidrodiamico das nanopaticulas formadas, de 201,8 + 1,7 para 568,8 + 20,9
nm, uma polidispersidade de 0,151 + 0,03 a 0,489 + 0,02 e um potencial zeta variando

de -20,3+ 0,3 a+39,9 + 1,5 mV, conforme apresentado na Figura 15 e Tabela 7.
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Figura 15 - Diametro hidrodinamico e potencial zeta das nanoparticulas de quitosana /
sulfato de condroitina em funcédo da variagdo da concentracdo de quitosana.
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Tabela 7 - Diametro hidrodinamico, PDI e potencial zeta das nanoparticulas de
quitosana / sulfato de condroitina em funcdo da variacdo da concentracdo de quitosana.

Concentracdo da QTS (mg/mL) | Diametro (nm)? PDI @ Potencial Zeta (mV) @
0,5 201,8+1,7 0,151+ 0,03 -20,3+0,3
1,0 361,7+8,8 0,207 £ 0,03 -7,3+£0/4
1,5 4515+8,1 0,309 + 0,02 +20,3+0,4
2,0 546,4 +5,4 0,304 £ 0,01 +36,8+1,1
3,0 568,8 + 20,9 0,489 + 0,02 +39,9+15
% andlise realizada em triplicata, n=3. Fonte: Autoria propria.

Com base nestes resultados, pdde-se observar que a medida que aumenta a
concentracdo da solucdo de quitosana, aumenta-se também o tamanho, o PDI e o
potencial zeta das nanoparticulas formadas, ja que uma maior concentracdo de quitosana
em solugdo implica em uma maior densidade de grupos amina livres, provocando maior
repulsdo e em consequéncia um aumento na rede polimérica formada e no potencial zeta
das nanoparticulas. J& a baixa concentracdo de quitosana diminui a densidade de carga

positivas provenientes dos grupos amina protonados, fazendo com que o potencial zeta
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da nanoparticula adquira carga negativa (BAO et al., 2008; CHUAH et al., 2009; TSAI
etal., 2011b).

5.4.3. Influéncia do volume de sulfato de condroitina nas caracteristicas das

nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina

Foi avaliada também, a influéncia do volume do SC na obtencdo e
caracteristizacdo das nanoparticulas. Quando se variou o volume de SC, adicionado no
preparo das nanopaticulas de 2,5 a 15 mL, mantendo-se a concentracdo de quitosana em
2,0 mg/mL, o pH da solucéo de quitosana em 5,0 e 0 volume de quitosna igual a 10 mL,
pdde-se observar uma variacdo no tamanho das nanoparticulas de 550,9 + 8,9 a 710,2 +
8,9 nm, um PDI na faxia de 0,244 + 0,04 a 0,525 + 0,06 e uma variacdo no potencial

zeta de +27,9 £ 0,3 a +42,8 £ 0,7, conforme apresentado na Figura 16 e Tabala 8.

Figura 16 - Diametro hidrodinamico e potencial zeta das nanparticulas de quitosana /
sulfato de condroitina em funcéo da variagcdo do volume de sulfato de condroitina.
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Tabela 8 - Diametro hidrodinamico, PDI e potencial zeta das nanoparticulas de
quitosana / sulfato de condroitina em funcéo da variacdo do volume de sulfato de

condroitina.
Volume de SC (mL) | Diametro (nm)? PDI @ Potencial Zeta (mV) ?
2,5 710,2 +8,9 0,525 + 0,06 +42,8 £0,7
50 660,8 + 8,8 0,367 £ 0,04 +40,7 £ 1,7
7,5 640,1 +£9,5 0,327 £ 0,04 +38,4+0,8
10,0 613,854 0,244 + 0,04 +36,9+1,3
15,0 550,9+8,9 0,412 + 0,06 +27,9+0,3

2 analise realizada em triplicata, n=3. Fonte: Autoria propria.

As variacdes no tamanho, no PDI e no potencial zeta das nanopaticulas
observadas nos resultados deste experimento, podem ser justificadas pelo aumento ou
diminuicdo dos grupos na forma de NHs" presentes na superficie da quitosana e dos
grupos na forma de SOgs, provenientes do sulfato de condroitina, pois a medida que
diminui a densidade desses grupos livres na superficie dos polimeros, o tamanho, o PDI
e o potencial zeta das nanopaticulas também diminuem. J4 a presenca de maior
densiddade de grupos na forma de NH;" ou SOj3 livres, provoca respulsdo eletrostatica
e, consequintemente, um aumento no tamanho da rede polimérica formada e no

potencial zeta das nanoparticulas.

5.4.4. Influéncia do pH da solucdo de quitosana nas caracteristicas das

nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina contendo curcumina

Para analide do didmetro, PDI e potencial zeta das nanoparticulas de quitosana /
sulfato de condroitina contendo curcumina manteve-se a concentracdo de quitosana em
2,0 mg/mL, e o volume do sulfato de condroitina e da quitosana em 15 mL e 10 mL
respectivamente, avalizndo-se desta forma, apenas o efeito do pH da solugdo de
quitosana, que variou em 4,0; 5,0 e 6,0, conforme mostrado nas Tabelas 9 e 10.
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Tabela 9 - Diametro hidrodinamico e PDI das naoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina puras e contendo curcumina em funcgdo da variacao do pH da quitosana.

pH da Solucéo Polimérica
Amostra 4.0 5,0 6,0
Diametro PDI? Diametro PDI ® Diametro PDI @
(nm) °* (nm) °* (nm) *
NPs puras 565.5+16.5 | 0.464 +0.01 | 502.5+12.1 | 0.339+0.05 | 175.7+2.5 | 0.153+0.03
NPs contendo
Curcumina 599.7+11.5| 0.544+0.09 | 588,6 + 16.7 | 0.511+0.07 | 474 +16.8 | 0.401 +0.02

% analise realizada em triplicata, n=3.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 10 - Potencial zeta das nanopaticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras
e contendo curcumina em fungdo da variagdo do pH da quitosana.

pH da Solucéo Polimérica
Amostra 4,0 5,0 6,0
Potencial Zeta (mV)*® | Potencial Zeta (mV)? | Potencial Zeta (mV)?
NPs puras +409+4.1 +30.6 £4.7 -29.4+35
NPs contendo
Curcumina +46.1 £ 1.1 +45.7 £ 2.1 -11.6+1.3

% analise realizada em triplicata, n=3.

Fonte: Autoria propria.

A partir dos dados obtidos, observou-se que ao aumentar o pH da solucdo de

quitosana, o diametro, o PDI e o potencial zeta das NPs de QTS/SC contendo

curcumina diminui. Além disso, pbde-se observar que ao adicionar o ativo (curcumina)

as caracteristicas das nanoparticulas aumentaram, quando comparado as nanoparticulas

sem o ativo, o que também pode ser confirmado na Figura 17.

Figura 17 - Caracteristicas das nanopaticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras
e contendo curcumina em fun¢édo da variacdo do pH da solucdo de quitosana: Diametro
hidrodinamico (a) e potencial zeta (b).
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O aumento nas caracteristicas das nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina contendo curcumina em comparacao as nanoparticulas de quitosana / sulfato
de condroitina puras pode ser justificado devido a interagdo dos grupos NHs" da

quitosana com os grupos fendlicos do corante.

5.5. Preparacdo das nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina e

quitosana / sulfato de condroitina contendo curcumina

Neste estudo, a suspensdo coloidal de nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina foi obtida pela interacdo eletrostatica entre os grupos amina carregados
positivamente da quitosana em meio acido com os grupos sulfnicos carregados

negativamente, advindos do sulfato de condroitina, conforme mostrado na Figura 18.

Figura 18 - Formacdo de nanoparticulas quitosana / sulfato de condroitina através do
método de gelatinizagdo ibnica.

NH, NH, SO,Na SO,Na
Quitosana N, so,;na - Sulfato de Condroitina
(sal de sodio)
Dissolucéo em Dissolucéo em
meio &cido meio &cido
pH=5,0 pH=5,0
NH;* NH5* 5037 SOB?
NH* SO5”

Gelatinizagdo idnica
Formacéo de um complexo
de interacéo ibnica

Fonte: Autoria propria.

Com a finalidade de promover a interagdo entre os dois polimeros, bem como de

se obter uma distribuicdo estreita e um menor tamanho das nanoparticulas formadas,
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foram consideradas as condicdes pré-estabelecidas no item 4.2.4, observando-se que as
NPs de QTS/SC apresentaram maior estabilidade coloidal, quando a solucdo de
quitosana estava no pH 5,0, concentragédo de quitosana igual a 2,0 mg/mL e quando foi
adicionado 15 mL de sulfato de condroitina no preparo das nanoparticulas.

Ao serem submetidas a estas condi¢des as nanoparticulas apresentaram tamanho
similar, uma distribuicdo estreita aproximada e um potencial zeta médio positivo, com
valor em médulo igual a +31,8mV, o que significa que houve maior interacéo entres 0s
grupos amina livres da quitosana e os grupos sulfénicos do sulfato de condroitina. Além
disso, o potencial zeta positivo € considerado uma vantagem do ponto de vista
biofarmacéutico, pois favorece a bioadesdo das nanoparticulas a superficie celular e as
juncbes da pele carregada negativamente, facilitando assim as interacbes com as
membranas bioldgicas fosfolipidicas (SCHAFFAZICK et al., 2003; YENILMEZ et al.,
2011).

J& a obtencdo das NPs de QTS/SC/Curcumina (Figura 19), ocorreu pela adicdo
da solucdo etandlica de curcumina na solugdo de quitosana, antes da interagdo com o

sulfato de condroitina.

Figura 19 - Formacdo de nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina contendo
curcumina através do metodo de gelatinizagdo i6nica.

NH, NH, SO;Na SO;Na
. Sulfato de Condroitina
Quitosana NH, SOsNa L
(sal de sodio)
Dissolugédo em Dissolugé@o em
meio acido meio &cido
pH=5,0 pH=5,0
NH,* NH;* SO;~ SO;~
NH,* SO;~
N R
\\ F\
\* * *
Adigao de \ \\u
. Curcumina "y v
Gelatinizacao idnica R
Formacédo de um complexo - X
de interagdo idnica + * ]
Interacdes

Curcumina-quitosana

Fonte: Autoria propria.
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A formacdo das nanoparticulas foi observada pelo aparecimento da opalescéncia
na solucdo final. A forma sélida das NPs de QTS/SC, obtidas por meio do processo de
liofilizacdo, teve a aparéncia de po fino e esbranquicado, ja as NPs de
QTS/SC/Curcumina, também tiveram a aparéncia de p6 amarelado, cor caracteristica do
flavanoide.

Com isto, verificou-se que o método de gelatinizacdo ibnica € um método eficaz,
simples, rapido e reprodutivel, ndo necessitando de equipamentos sofisticados para
obtencdo de nanopaticulas poliméricas. Além disso, possibilita o desenvolvimento de
nanoparticulas de forma controlada, alcangando desta forma a propriedade desejada,

como tamanho e potencial zeta da particula.

5.6.  Caracterizacdo das nanoparticulas

5.6.1. Estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas em suspensao

Até alguns meses ap0s a preparacao, as suspensdes coloidais normalmente ndo
apresentam tendéncia a separacédo de fases, pois 0 processo de sedimentacao € lento para
particulas submicrométricas e minimizado pelo movimento browniano. No entanto, em
periodos de armazenamento prolongados pode ocorrer a aglomeracdo das particulas e,
consequentemente, a sedimentacdo tornando a aplicabilidade das nanoparticulas
dispersas em meio aquoso limitada, devido aos problemas de baixa estabilidade fisico-
quimica (SCHAFFAZICK et al., 2003; KUMARI et al., 2010; KULKAMP et al., 2009).

Sabendo-se disso, este trabalho avaliou a estabilidade fisico-quimica das
nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras e contendo curcumina, por
meio do monitoramento do didametro hidrodindmico, do indice de polidispersdo e do
potencial zeta nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. As nanoparticulas foram
preparadas variando o pH da solucdo polimérica de quitosana em 4,0; 5,0 e 6,0 e
acondicionadas em duas diferentes temperaturas: -2°C e 25°C.

A distribuicdo do tamanho das nanoparticulas caracteriza a tendéncia a
sedimentagdo e a agregacdo destas, permitindo desta forma avaliar a estabilidade do
sistema ao longo do tempo (SCHAFFAZICK et al., 2003; PAPINI, 2003; XU, 2007).

Assim sendo, os dados obtidos no estudo de estabilidade coloidal, considerando
0 parametro didmetro para as NPs de QTS/SC puras e NPs de QTS/SC contendo

curcumina, estdo apresentados nas Tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 - Didmetro hidrodindmico e PDI das nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina preparadas com solucao de quitosana em pH 4,0; 5,0 e 6,0 e acondicionadas

a temperatura de -2°C e 25°C por um periodo de 120 horas.

Temperatura -2°C

Temperatura 25°C

Tempo (h) | Diametro (nm)? PDI? Diametro (nm)? PDI?
0 5655+ 16,5 |0464+001 | 5655+16,5 | 0,464+ 0,01
24 | 5985+234 |0586+003| 546,4+205 | 0,559+ 0,04
S | 48 | 5826+166 |0536+006| 5951+17.4 |0,428+ 0,17
I | 72 | 6206+158 |0563+002| 6358+129 |0,538+ 0,02
9 | 6182+17,3 |0509+004 | 6051+18,2 |0,468 0,09
120 | 568,6+206 |0580+0,03| 4922+21 |0,550003
0 5025+12,1 |0339+005| 5025+121 | 0,339+ 0,05
24 502,3+29 |0513+004| 4771423 |0,379+0,04
< | 48 | 5634+10,9 |0466+0,06| 5803228 | 0,545 0,03
I | 72 | 5603+208 |0505+001| 5722+148 |0526+0,01
96 | 5640+183 |0495+007| 5187+91 |0,326+0,07
120 | 6059+96 |0411+003| 4802+34 |0,334+0,05
0 1757+25 |0135+0,03| 1757+25 |0,135+0,03
24 580,3+6,5 |0489+001| 4464+26 |0,307+0,03
< | 48 5585+4,1 |0413+005| 4355+36 | 0,289+ 0,01
I| 7 5514+97 |0565+003| 4672+69 |0,321+0,01
96 5369+6,6 |0536+001| 430,0+65 |0,300003
120 | 5607+205 |0449+0,07| 3999+83 |0,311+0,03

2 analise realizada em triplicata, n=3.

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 12 - Diametro hidrodindmico e PDI das nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina contendo curcumina preparadas com solucdo de quitosana em pH 4,0; 5,0 e
6,0 e acondicionadas a temperatura de -2°C e 25°C por um periodo de 120 horas.

Temperatura -2°C Temperatura 25°C

Tempo (h) | Diametro (nm)? PDI? Diametro (nm)? PDI?
0 599,7+ 115 0,544 + 0,09 599,7+ 115 0,544 +£ 0,09
24 660,8 £0,9 0,558 + 0,02 622,4+9,1 0,522 + 0,09
T | 48 658,3+69 |0434+001| 6161+41 |0,562+0,01
%_ 72 7126 £7,7 0,553+0,01 7199+7,6 0,488 + 0,08
96 735,3 £ 28,2 0,560 + 0,01 675,1+11,8 0,521 +£0,07
120 797,2+125 0,602 + 0,02 588,9 +3,9 0,495 +0,01
0 588,6 + 16,7 0,511 £ 0,07 588,6 + 16,7 0,511 + 0,07
24 521,2+6,1 0,417+ 0,04 584,1 +8,2 0,497 £ 0,02
8- 48 5346+31,4 |0,380+0,09 638,1 + 25,6 0,461 + 0,03
%_ 72 616,3+ 8,6 0,500 + 0,01 681,7+8,1 0,520 £ 0,01
96 744,3 +18,1 0,503 + 0,03 612,9 +£24,8 0,478 £ 0,04
120 655,1 +8,3 0,433+0,01 494,3+ 10,6 0,470 £ 0,09
0 474,0 + 16,8 0,401 + 0,02 474,0 + 16,8 0,401 +£0,02
24 484,8 + 29,7 0,514 + 0,05 461,6 + 18,2 0,353 +£ 0,06
q05 48 506,2 +9,9 0,443 + 0,02 553,3+11,7 0,399 + 0,04
%_ 72 5775+14,2 0,463 + 0,02 497,1 + 15,3 0,438 +£ 0,05
96 547,8 £ 16,7 0,481+0,08 | 496,6 159 0,550 + 0,01
120 4959+ 7,2 0,388 + 0,03 505,2 + 22,9 0,388 +£ 0,02

2 analise realizada em triplicata, n=3.

Fonte: Autoria propria.

Ao avaliar os parametros diametro hidrodindmico e PDI, pdde-se observar gue,

todas as nanoparticulas analisadas apresentaram variacfes pouco significativas em
relacdo a estas caracteristicas, independentemente da temperatura de acondicionamento,
indicando a formacdo de poucos aglomerados. Além disso, observou-se uma reducdo no
didametro no Gltimo tempo avaliado (120 horas) na maioria das nanoparticulas com e
sem ativo. Isto se deve ao fato da quitosana ser biodegradavel, ou seja, com o passar do
tempo ocorreu a degradacdo do polimero. Observou-se ainda, que as NPs de QTS/SC
puras e contendo curcumina, preparadas em solucdo de quitosana, em pH 6,0,
apresentaram menor estabilidade fisico-quimica, quando comparada as NPs com
solucéo de quitosana em pH 4,0 e 5,0 e que a NPs, preparadas com solucéo de quitosana
em pH 5,0,
acondicionamento, pois houve menor variagcdo nas caracteristicas observadas durante as
120 horas.

apresentaram-se mais estavel nas diferentes temperaturas de
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O segundo parédmetro avaliado, cujos dados estdo apresentados na Tabela 13, foi

o0 potencial zeta para todas as nanoparticulas, que pode ser alterado de acordo com o pH,

meio dispersante, composicao da particula e a forca iénica presente na solugdo. Assim,

as nanoparticulas com valores de potencial zeta relativamente alto, maiores que + 30

mV, confere uma boa estabilidade fisico-quimica ao sistema coloidal, fazendo com que
este resista mais facilmente a agregacdo (MELO et al., 2010; SCHAFFAZICK et al.,
2003; KULKAMP et al., 2009; KUMARI et al., 2010).

Tabela 13 - Potencial zeta das nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina
puras e contendo curcumina preparadas com solucdo de quitosana em pH 4,0; 5,0 e 6,0
e acondicionadas a temperatura de -2°C e 25°C por um periodo de 120 horas.

NPs de QTS/SC NPs de QTS/SC/Curcumina
Tempo (h) Temperatura -2°C | Temperatura 25°C | Temperatura -2°C | Temperatura 25°C
Potencial zeta (mV)?® | Potencial zeta (mV)?® | Potencial zeta (mV)? | Potencial zeta (mV)?
0 +40,9 + 4,1 +409+41 +46,1 +1,1 +46,1 + 1,1
24 +42,1 + 4,2 +46,1+1,1 +473+16 +51,8+0,7
S| 48 +465+ 1,8 +455+ 3,9 +44,9 £ 4,1 +46,5+0,6
| 7 +41,1+0,9 +41,4 + 2,6 +42,6 £ 0,7 +45,5+0,5
96 +47,6 +0,6 +47,6 £1,2 +37,1+0,7 +46,1+ 0,5
120 +48,7+0,5 +46,0+ 1,9 +479+ 1,6 +48,4+ 0,3
0 +30,6 + 4,7 +30,6 + 4,7 +457+2,1 +457+2,1
24 +425+1,9 +43,6+0,9 +49,5+1 0,6 +45,4+0,8
= 48 +435+2,2 +41,3+0,2 +49,1+17 +41,9+0,7
I| 7 +332+0,1 +40.6+0.6 +40,2 £ 1,2 +46,0 £ 0,8
96 +39,7+1,3 +40,7 £ 0,6 +49,2+1,2 +44,1+0,9
120 +37,1+0,5 +38,1+0,6 +41,2 42,7 +41,4+0,8
0 29,4+ 35 -29,4+35 -116+13 -11,6+1,3
24 -41,3+0,7 -39,4+0,1 -31,9+0,8 -27,7+0,8
S| 48 375422 38,6+ 0,8 -36,6 + 0,7 -40,7+0,5
T 7 -30,1+1,4 -40,4 £ 0,4 -33,6£0,4 -40,9+0,3
96 -374+04 -37,0+0,6 -36,9+1,8 -36,2+0,8
120 -36,2+0,9 -33,3+0,9 -32,7+1,2 -37,9+0,4

% analise realizada em triplicata, n=3.

Fonte: Autoria propria.

Com base nos dados obtidos, pdde-se observar que as NPs, de maneira geral,

apresentaram-se estaveis em relagdo ao potencial zeta, pois as variagcdes observadas se

mostraram pouco significativas ao longo do tempo analisado. Para as NPs de QTS/SC

puras e contendo curcumina, preparadas em pH 4,0 e 5,0, da solucdo de quitosana, foi

observado um potencial zeta positivo, ja para as NPs de QTS/SC puras e contendo
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curcumina, preparadas em pH 6,0, da solucdo de quitosana foi observado um potencial
zeta negativo, devido a menor quantidade de grupos amina da QTS protonados. No
entanto, em ambas, foi observado um valor de potencial zeta em mddulo relativamente
alto, indicando desta forma, boa estabilidade coloidal.

Embora tenha sido observadas variacGes nas caracteristicas das nanoparticulas
ao longo do estudo da estabilidade fisico-quimica, ndo se pode afirmar que a
temperatura teve influéncia direta nas variagbes do didmetro hidrodindmico, PDI e
potencial zeta das nanoparticulas, pois as variagdes sofridas por estas se mostraram
pouco significativas nas diferentes temperaturas de acondicionamento. A partir dos
parametros pré-estabelecidos, verificou-se que as nanoparticulas apresentaram-se
relativamente estaveis. No entanto, como se trata de uma suspensdo coloidal de
nanoparticulas, que estd mais propensa a agregacao e sedimentacdo ao longo do tempo,
se faz necessario a realizacdo de um acompanhamento destes, e de outros parametros,

por um periodo de tempo superior ao estudado.

5.6.2. Avaliacdo morfoldgica das nanoparticulas

Neste estudo, empregou-se a técnica de Microscopia Eletrénica de Transmisséo
(MET) com a finalidade de verificar o tamanho e a morfologia das nanoparticulas
preparadas por meio do método de gelatinizacdo idnica. Ndo foi possivel realizar a
contagem das nanoparticulas, uma vez que ndo obtivemos muitos perfis com qualidade
que poderiam ser utilizados para tal finalidade.

As Figuras 20, 21 e 22 representam as micrografias obtidas para as
nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina, preparadas com solucdo de

quitosana em pH 4,0; 5,0 e 6,0.
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Figura 20 - Microscopia eletrénica de transmisséo da nanoparticula de QTS/SC com
splugz} de quitosana em pH 4,0 escala =100 nm).

Fonte: Autoria propria.

Figura 21 - Microscopia eletrénica de transmisséo da nanoparticula de QTS/SC com
solucdo de quitosana em pH 5,0 (escala = 000 nm).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 22 - Microscopia eletronica de transmissao da nanoparticula de QTS/SC com
solucao de quitosana em pH 6,0 (escala = 100 nm).

Fonte: Autoria prépria.
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Nas Figuras 23, 24 e 25 estdo representadas as micrografias obtidas para as
nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina contendo curcumina, preparadas
com solucéo de quitosana em pH 4,0; 5,0 e 6,0.

Figura 23 - Microscopia eletrénica de transmisséo da nanoparticula de QTS/SC
contendo curcumina com solugdo de quitosana em pH 4,0 (escala = 100 nm).

e

Figura 24 - Microscopia eletronica de transmissao da nanoparticula de QTS/SC
contendo curcumina com solugéo de quitosana em pH 5,0 (escala = 100 nm).

X
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Figura 25 - Microscopia eletronica de transmissdo da nanoparticula de QTS/SC
contendo curcumina com solucdo de quitosana em pH 6,0 (escala = 100 nm).

oo i

Fonte: Autoria propria.

As micrografias, obtidas por microscopia eletrdnica de transmissdo das
nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras e contendo curcumina nos
diferentes pHs da solucdo de quitosana, revelam a formacdo de nanoparticulas esféricas
e compactas.

Entretanto, em todas as micrografias, o tamanho das nanoparticulas mostrou-se
inferior aqueles obtidos nas analises de DLS, o que pode estar relacionado a
visualizagdo de apenas uma populagdo de particulas no microscopio ou a formacao de
aglomerados durante a medida de diametro.

Outro fator que justifica a reducdo no tamanho das nanoparticulas na analise de
MET é que a suspensdo das nanoparticulas é gotejada sobre uma tela de cobre e, entéo
desidratada para ser analisada. Com isto, a &gua presente dentro das nanoparticulas é
eliminada, causando uma contragao e, consequentemente uma reducdo no seu tamanho.
Ou seja, a microscopia eletronica de transmissdo fornece uma imagem da particula
isolada do meio, enquanto que a técnica de espalhamento de luz dindmico possibilita a
determinacdo do diametro hidrodindmico das particulas em  suspensdo
(SCHAFFAZICK et al., 2003; GERELLI et al., 2008; CHUAH et al., 2009).

Em relacdo a morfologia das nanoparticulas, destacou-se certa semelhanca entre
as nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras e contendo curcumina, ja
gue estas apresentaram uma morfologia heterogénea. Este fato péde ser visualizado pela
presenca de regifes claras e escuras nas micrografias, o que sugere a falta de
homogeneidade (GERELLI et al., 2008; CHUAH et al., 2009).
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5.6.3. Taxa de Associacdo da curcumina as nanoparticulas (%TA)

A determinacdo da taxa de associacdo de farmacos presentes nas nanoparticulas
é fundamental, porém complexa, devido a dificuldade em separar o farmaco livre do
associado, em funcdo da natureza coloidal e do tamanho reduzido dos carreadores
(SCHAFFAZICK et al., 2003; BOONSONGRIT er al, 2006; GAN et al., 2007;
KUMARI et al., 2010).

Ha diversos fatores que influenciam a quantidade de farmacos associado as
nanoparticulas, dentre os quais se destacam: as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco, o pH do meio, as caracteristicas da superficies das particulas ou a natureza do
polimero, a quantidade de farmaco adicionada & formulacéo, a ordem de adi¢do do
farmaco na formulacdo das nanoparticulas, bem como o tipo de surfactante utilizado
(SCHAFFAZICK et al., 2003; KUMARI et al., 2010).

Para determinacdo da taxa de associacdo da curcumina as nanoparticulas
produzidas pelo método de gelatinizagdo ibnica, variou-se o pH da solucdo polimérica
de quitosana em 4,0; 5,0 e 6,0. Deste modo, a taxa de associacdo (%TA) do corante foi
calculada com base na relacdo entre a quantidade de curcumina associada e a
quantidade total de curcumina adicionada no preparo das nanoparticulas, conforme a
equacéo 2, ocorrendo pequena variagao entre os valores obtidos para os diferentes pHs,

conforme apresentado na Tabela 14.

Tabela 14 - Taxa de associacdo da curcumina as nanoparticulas de quitosana / sulfato
de condroitina.

pH da solucéo Curcumina Curcumina Taxa de Associagao
de QTS adicionada (mg) incorporada (mg) (%TA)?
4,0 11,0 6,86 + 0,04 62,3 +£0,21%
5,0 11,0 7,03 +0,03 63,9 + 0,26%
6,0 12,0 8,22 + 0,02 68,5+ 0,18%

* analise realizada em triplicata, n=3. Fonte: Autoria propria.

A partir dos dados obtidos, pode-se verificar que, de fato o pH do meio
influencia de forma direta na taxa de associacdo do farmaco, pois houve uma maior
associacdo do corante as nanoparticulas quando aumentou-se o pH da solucdo
polimérica de quitosana.

O aumento do pH da solucdo de quitosana tende a diminuir a quantidade de

grupos na forma de NH3" livres na superficie do polimero, provocando desta forma uma
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reducdo no didmetro hidrodinamico e no potencial zeta das nanoparticulas e,
consequentemente, uma maior interacdo eletrostatica entre o polimero e a curcumina.
Além disso, em valores de pH, proximos ao neutro, a curcumina apresente-se mais
soltvel e disponivel a interagdo com as NPs de QTS/SC.

Em pH 6,0 da solucdo de quitosana as nanoparticulas apresentaram uma reducéo
no potencial zeta, 0 que favoreceu o aumento da taxa de associacdo da curcumina as
nanoparticulas, ja que uma reducdo no potencial zeta da nanoparticula é concordante
com o aumento da taxa de associacdo do farmaco, sugerindo assim a ocorréncia de uma
interacdo eletrostatica entre o farmaco e o polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003)

Outro fator que influenciou na associacdo da substancia ativa com o polimero,
foi a ordem de adicdo da curcumina. Na prepara¢do das nanoparticulas, pelo método de
gelatinizacdo idnica, a curcumina é primeiramente adicionada a solucdo de quitosana e
em seguida adiciona-se o sulfato de condroitina. O fato de a curcumina ser adicionada
antes da formacdo das nanoparticulas faz com que ela se ligue aos grupos amina da
quitosana, e com a posterior adigdo do SC, este ocupa o0s sitio restantes, aprisionando a
curcumina dentro da particula, devido a formacdo de uma rede polimérica. Desta forma,
o0 sulfato de condroitina tem um papel importante na taxa de associacdo do corante as
nanoparticulas. Dados semelhantes aos observados neste estudo foram obtidos por Das
et al. (2011), em que, nanoparticulas de quitosana/alginato foram utilizadas para
encapsular curcumina.

Anitha et al. (2011b), determinaram a eficiencia de encapsulacdo da curcumina
em nanoaprticulas de quitosana/sulfato de dextrano, por meio do método de
espectrofotometria de UV-vis, em comprimento de onda masicmo de 427 nm. As
nanoparticulas preparadas pelo método de coacervacdo apresentaram um tamanho
médio de 200 a 220 nm, com um valor de potencial zeta igual a -30 mV, e eficacia de
encapsulacdo da curcumina de aproximadamente 74%, indicando que a reducdo no
diametro e no potencial zeta das nanoparticulas proporcionam uma maior eficiencia de
encapsulacao.

Tsai et al. (2011), estudaram a eficiéncia de encapsulacdo da curcumina em
nanoparticulas de PLGA por meio do método de HPLC, observando que o diametro da
nanoparticula tem influéncia direta na eficiéncia de encapsulacdo do corante. Neste
estudo eles prepararam nanoparticulas pelo método de emulsificagdo e obtiveram os
seguintes dados: diametro igual a 163 £+ 8,1 nm, PDI igual a 0,053 + 0,021, potencial

zeta de -12,5 £ 2,8 mV e eficiencia de encapsulacdo de 46,9 + 8,2%.
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Duan et al. (2010), assim como Tsai et al. (2011b), determinaram a eficiéncia de
encapsulacdo da curcumina em nanoparticulas de quitosana/poli-butil-cianoacicrilato
(PBCA) pela técnica de HPLC, obtendo nanoparticulas com um tamanho médio de 200
nm, potencial zeta de -29,11 mV, e com eficiéncia de encapsulacdo de 90,04%. Os
autores também observaram que o diametro e o potencial zeta reduzido proporcionam

uma maior eficiéncia de encapsulacdo do corante.

5.6.4. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Recentemente, alguns artigos tém sido publicados descrevendo a caracterizacéo
de polimeros, como a quitosana e o sulfato de condroitina, bem como nanoparticulas
formadas a partir destes biopolimeros por meio da técnica de espectroscopia de
infravermelho (FTIR), ja que esta técnica possui algumas vantagens, tais como, ser uma
analise ndo destrutiva, necessitar de pequenas quantidades de amostra e ser um método
rapido de analise.

Assim, no espectro de FTIR (Figura 26), pode-se observar as principais bandas
caracteristicas dos grupamentos quimicos presentes nos polimeros quitosana e sulfato
de condroitina, na curcumina, bem como as interacdes ocorridas entre os dois

biopolimeros, caracterizando desta forma a formacéao da nova rede polimérica.

Figura 26 - Espectro de FTIR da quitosana (a); sulfato de Condroitina (b); NPs de
QTS/SC (c); NPs de QTS/SC contendo curcumina (d); curcumina (e).
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No espectro da quitosana (Figura 26a), observa-se a presenca dos picos,
referentes aos grupos funcionais existentes na cadeia polimérica, tais como: OH, NH,, e
C=0. As principais banda observadas para a quitosana estido em 3363 cm™, referente ao
estiramento da ligagdo -OH, em 2877 cm™, referente ao estiramento CH, em 1658 cm™,
referente & ligacdo C=0O da amida I, em 1593 cm™, referente as vibracdes de
deformacdo do N-H de amina primaria, em 1419 cm™, referente & ligagdo CH,, em
1377-1257 cm™, referente & ligacdo C-N, em 1153 cm™ aparece o estiramento, referente
a ligacdo C-O-C da glicose B 1-4 e as bandas em 1072 e 1029 cm™ correspondendo &
vibracdo de deformacéo angular do grupo amina (COSTA JUNIOR et al., 2008; BEPPU
et al. 1999; PAULINO et al., 2005).

No espectro do sulfato de condroitina (Figura 26b), observou-se as bandas em
3441 cm™, referente a ligacdo -OH, em 1647 cm™, referente & amida I, em 1571 cm™
observou-se & vibracéo, referente a deformacéo da amina, em 1238-1060 cm™, referente
ao estiramento da ligagdo S=O e em 856 cm™, referente & ligacdo C-O-S (FOOT et al.,
2005; YEH et al., 2011).

No espectro das nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina (Figura
26¢), aparece um estiramento em 1020 cm™? atribuido ao estiramento NHs*-SOs,
verificando assim a interacdo entre os dois polimeros (RENA et al., 2007). Além disto,
observou-se também neste espectro um deslocamento do pico 1658 cm™, referente &
amida | para 1639 cm™ e que a deformacdo da amina que no espectro de QTS aparece
em 1593 cm™ e no espectro de SC em 1571 cm™, no espectro das NPs de QTS/SC esta
deformacéo é representada pelo estiramento em 1559 cm™, indicando que o grupamento
NH, nas nanoparticulas encontra-se na forma de NHz* (YEH et al., 2011)

No espectro da nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina contendo
curcumina (Figura 26d), verificou-se que ocorreu um deslocamento da banda em 1593
cm™ para 1558 cm™, referente & NH, da quitosana, indicando a interacio entre o grupo
amina do polimeros e o grupo fendlico da curcumina (PAN et al., 2006).

No espectro da curcumina (Figura 26e), aparece um estiramento em 3434 cm™,
referente a0 OH fenélico, em 2853 cm™, referente & ligagdo CH, em 1627 cm™,
referente & ligacdo C=0 da cetona conjugada, em 1456 cm™, referente & ligacdo CH,,
em 1429 cm™ aparece o estiramento da ligacdo C=C do anel aromético e alifatico, em
1384 cm™, referente & ligacdo CHs3 e em 1026 cm™ observou-se o estiramento da ligacéo
C-O-C do éter (PAN et al., 2006).
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A partir da analise dos espectros, verificou-se que uma nova rede polimérica foi
formada na obtengdo das nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina, e que de

forma eficiente, consegue associar a curcumina.

5.6.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

A Anédlise Termogravimétrica (TGA) foi utilizada neste estudo, com a finalidade
de verificar a estabilidade termica e temperatura de decomposicédo das nanoparticulas de
quitosana / sulfato de condroitina puras e contendo curcumina, bem como de seus
respectivos constituintes, ja que esta técnica é utilizada quando se deseja avaliar a
estabilidade térmica e oxidativa dos materiais, obter informacGes sobre a sequéncia de
copolimeros e composicdo de polimeros carregados, e para a analise da cinética dos
processos fisico-quimicos que ocorrem nas amostras (FARJADO, 2009; CARNEIRO,
2004; MOTHE et al., 2004).

As curvas termogravimétricas para os polimeros, para as nanoparticulas
formadas por meio deles, e para a curcumina, foram obtidas na razdo de aquecimento
10°C/min, com fluxo de ar a 50 mL/min e estdo apresentadas na Tabela 15 e na Figura

27, onde séo observados os estagios de perda de massa.

Tabela 15 - Dados termogravimétricos obtidos a partir da TGA para as NPs de
QTS/SC, NPs de QTS/SC contendo curcumina e seus respectivos constituintes.

- —
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 s sl ()

Amostra T PP | T2 PP | T4 PP

Quitosana 70,37 4,26 311 63,1 32,64

Sulfato de

condroitina | 76:25 11,37 | 2484 40,87 | 567,8 27,36 20,2

Nanoparticula | 1256 194 | 247,3 14,57 | 458,6 28,67 54,82

QTS/SC pura

Nanoparticula

OTSISC com | 4596 7,55 | 2548 2523 |422,7 2148 45,74

curcumina

Curcumina 67 2 252 28 402 32 38

# Temperatura de maxima velocidade de degradacéo, °C.
® Porcentagem de perda de massa em cada estagio de degradacéo.
¢ Massa residual a 600°C. Fonte: Autoria propria.
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Figura 27 - Analise termogravimétrica das NPs de QTS/SC, NPs de QTS/SC contendo
curcumina e seus respectivos constituintes.
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A TGA para a quitosana exibe um comportamento tipico para este
polissacarideo, apresentando dois estagios distintos de perda de massa, sendo um em
70,37°C e outro em 311°C. O primeiro estagio corresponde a perda de moléculas de
agua, que estariam associadas aos grupos amina e hidroxilas deste polimero, por meio
de ligacdes de hidrogénio. A segunda perda de massa, em 311°C, é atribuida a
degradacdo térmica, que tem inicio por meio da quebra aleatéria de ligacOes
glicosidicas, seguida da decomposicdo das unidades acetiladas e desacetiladas do
polimero (NETO et al., 2005).

Na curva de TGA, para o sulfato de condroitina, observam-se trés estagios de
perda de massa. O primeiro ocorre em 76,25°C, referente a evaporacdo de agua. O
segundo e o terceiro estagio de perda de massa ocorrem em 248,4°C com e 567,8°C,
respectivamente, atribuidos a degradacgé@o do polimero.

Para as nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras, foram
observados, também, trés estagios de perda de massa. O primeiro e o segundo estagio

sdo representados pelos picos 125,6°C e 247,3°C, indicando a perda de moléculas de
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agua. A terceira perda de massa ocorreu em 458,6°C atribuido a degradacdo da
nanoparticula.

A partir destes dados, foi possivel verificar que as nanoparticulas de quitosana /
sulfato de condroitina apresentaram uma maior estabilidade térmica quando comparado
aos polimeros que as constituem, pois necessitaram de uma temperatura mais elevada
para se degradar. Isto pode ser justificado devido a forte interacdo eletrostatica entre 0s
dois biopolimeros, provocando uma menor perda de massa no segundo estagio, e o
reordenamento dos polimeros. As regides ordenadas, formadas pelo reordenamento das
cadeias de QTS e das cadeias de SC remanescentes, aumentam a estabilidade térmica
das nanoparticulas. Assim, apds a reordenacdo da rede polimérica, a degradacdo do
material ocorre em temperatura mais elevada (FARJADO, 2009; DU et al., 2006).

As NPs de QTS/SC/Curcumina, apresentaram perfis de degradacdo com trés
estagios de perda de massa, sendo que o primeiro e o segundo ocorreram em 45,96°C e
254,8°C, respectivamente, indicando a evaporagdo da &gua, o terceiro estagio de perda
de massa ocorreu em 422,7°C, referente a decomposicdo dos polimeros. Além disso,
observou-se que ha um deslocamento do pico de degradacdo da NPs de QTS/SC pura
em 458,6°C para 422,7°C nas NPs de QTS/SC/Curcumina. O deslocamento deste pico
de degradacdo sugere a presenca de outro material nas nanoparticulas, provocando uma
diminuicdo na estabilidade térmica dos polimeros (NETO et al., 2005; ZOHURIAN et
al., 2004).

Para a curcumina foram observados trés estagios de perda de massa. O primeiro
ocorreu em 67°C correspondente a perda de moléculas de agua e o segundo e terceiro
em 252°C e 402°C, respectivamente, referentes a decomposicao do corante.

A partir do percentual de massa residual, visualizado na Tabela 16, pode-se
inferir que, as nanoparticulas possuem maior estabilidade térmica quando comparadas
aos seus respectivos constituintes. Isto pode ser explicado devido as interacfes
eletrostaticas que ocorrem entre os dois biopolimeros e entre a quitosana e a curcumina,
onde é necessaria uma temperatura mais elevada para a quebra destas ligagdes.

Assim sendo, pode-se observar que a analise termogravimétrica é uma
importante ferramenta utilizada para caracterizagdo de polimeros e de nanoparticulas
formadas a partir deles, ja que é possivel determinar a maxima temperatura suportada

pelo material.
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5.6.6. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Neste estudo, foi empregada a técnica de Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC), com o objetivo de caracterizar as mudangas no comportamento térmico das
nanoparticulas e seus respectivos constituintes, bem como para analisar as possiveis
interagOes entre a quitosana e o sulfato de condroitina e a quitosana e a curcumina.

Na Figura 28 séo apresentados os perfis para anélise de DSC para as NPs de

QTS/SC puras e contendo curcumina e seus respectivos constituintes.

Figura 28 - Andlise de DSC para quitosana (a); sulfato de condroitina (b); NPs de
QTS/SC pura (c); NPs de QTS/SC contendo curcumina (d); curcumina (e).
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Inicialmente as amostras foram aquecidas a uma temperatura de 25°C a 150°C,
com posterior resfriamento, a fim de destruir suas historias térmicas. Nesta primeira
corrida, foi observada a presenca de um pico endotérmico alargado nas amostras,
atribuido a evaporacdo de componentes volateis, principalmente agua.

A fim de se obter mais informacdes sobre as possiveis interacdes entre os dois
polimeros, bem como entre a quitosana e a curcumina nas nanoparticulas preparadas, foi
realizada uma segunda corrida por DSC, em uma faixa de temperatura de 30°C a 250°C.

Na segunda corrida, ndo foram observados eventos correspondentes a perda de
agua de cristalizacdo contidos nas moléculas, devido a presenca de grupos NH, e OH
livres, podendo assim ser observada apenas a transicdo vitrea para as amostras
estudadas (CERVERA et al., 2004; FAJARDO, 2009).

A partir das curvas de DSC, pbde-se observar que, a transi¢do vitrea para a
amostra de quitosana, ocorreu por volta de 101,32°C, para o sulfato de condroitina, em
116,77°C, para as NPs de QTS/SC, em 123,12°C, para as NPs de QTS/SC contendo
curcumina, em 42,23°C, e para a curcumina observou-se o surgimento de um pico em
174,1°C, referente a fusdo do corante.

A transicdo vitrea da quitosana tem sido bastante estudada nos dltimos anos,
sendo observado que a mesma varia com a mudanca do grau de desacetilacdo, massa
molar e a fonte de origem do polimero. Assim, sdo encontrados diversos valores de Tg
para a quitosana (SUYATMA et al., 2005; DONG et al., 2004; CERVERA et al., 2004).

O fato da Tg da NPs de QTS/SC ocorrer em uma temperatura mais alta quando
comparada aso polimeros que a constitui, indica que houve interacéo eletrostatica entre
os dois biopolimeros, formando uma rede polimérica mais termicamente estavel.

A forte interacdo eletrostatica entre 0s grupamentos quimicos, presentes nos dois
polimeros, pode resultar na perda de parte das ligacbes de hidrogénio entre as cadeias,
ocorrendo desta forma, a ruptura das respectivas estruturas cristalinas, presentes nos
polimeros (DU et al., 2006). Com base nisto, é possivel ressaltar que, a formacdo de
uma rede polimérica por meio da quitosana e do sulfato de condroitina deve apresentar
estabilidade térmica diferente daquela apresentada pelos polimeros puros.

Em relagdo as NPs de QTS/SC contendo curcumina, houve um deslocamento do
pico, onde ocorre a interagdo entre os dois polimeros de 123,12°C para 42,23°C,
sugerindo que o corante esteja associado as cadeias poliméricas da quitosana,
aumentando, desta forma, a mobilidade do sistema e, consequentemente diminuindo a

Tg das nanoparticulas. Observou-se ainda um pequeno pico por volta de 174,1°C,
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correspondendo a uma pequena percentagem de curcumina livre (ainda cristalina) e ndo

associada as nanoparticulas.

5.6.7. Perfil de liberacéo da curcumina

Sistemas poliméricos de liberacdo de drogas estdo sendo amplamente utilizados,
atualmente, e ndo s6 permitem uma liberacdo lenta e gradual da substéncia ativa, como
também possibilitam o direcionamento a alvos especificos do organismo (MULLER et
al., 2009).

O estudo do perfil de liberacdo de farmacos é de fundamental importancia, pois
visa determinar a velocidade e eficiéncia do processo de interacdo entre a dissolucéo, a
difusdo e os mecanismos de erosdo, possibilitando, desta forma, identificar as
caracteristicas de determinada formulacdo em pHs semelhantes aos fisioldgicos
(LOPES et al., 2005; SCHAFFAZICK et al., 2003; FREIBERG et al., 2004).

Assim sendo, neste estudo, a determinacdo do perfil de liberagcdo da curcumina
ocorreu em solucéo de HCI 0,1 mol L™ em pH 1,2 e de H,S0, 0,1 mol L™ em pH 6,8, a
partir de nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina preparadas com solugéo de
quitosana em pH 4,0; 5,0 e 6,0. A andlise foi realizada por meio do monitoramento do
meio de liberacdo a 429 nm em um espectrofotdmetro UV-vis.

A porcentagem de curcumina liberada foi determinada utilizando-se a equacéo
da curva padrdo de calibracdo que relaciona a absorbancia com a concentracdo
conhecida do flavanéide (mg%) na mesma solucdo em que a cinética de liberacdo foi
conduzida. Os resultados obtidos foram apresentados na forma de porcentagem de
liberacdo do composto ao longo do tempo utilizando-se a equacgéo 3.

Na Figura 29 € apresentado o perfil de liberacdo da curcumina em solucdo de
HCI 0,1 mol L™ em pH 1,2.
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Figura 29 - Perfil de liberacio para a curcumina em solucéo de HCI 0,1 mol L™ em pH
1,2 associada as NPs de QTS/SC preparadas em solucdo de QTS em pH 4,0; 5,0 e 6,0.
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Fonte: Autoria propria.

A partir da curva de liberacdo da curcumina em solucéo de HCI 0,1 mol L™ em
pH 1,2 foi possivel observar que a liberagdo do corante ocorreu de forma mais lenta
quando associado as NPs de QTS/SC preparadas em solucéo de quitosana em pH 4,0 e
5,0, sendo que o tempo necessario para liberar cerca de 50% do corante foi de 8 horas
nestas formulacGes. Em contrapartida, p6de-se observar uma liberacdo mais acelerada
do corante (80%), nas primeiras 8 horas, por meio das nanoparticulas a base de
quitosana / sulfato de condroitina, onde o pH da solucdo polimérica de quitosana estava
fixado em 6,0. Apds 24 horas observou-se que 0 corante atinge seu ponto maximo de
liberacdo por meio da NPs de QTS/SC em pH 4,0 da solugéo de quitosana. No entanto,
apos 48 horas a liberacdo do corante continuou de forma gradual até 72 horas. Para a
curcumina associada as NPs de QTS/SC em pH 5,0 e 6,0 da solucdo de quitosana, o
ponto de maior liberagéo foi alcangado em 72 horas.

O aspecto geral da curva de liberagdo da curcumina em solucdo de H,SO,4 0,1
mol L™ em pH 6,8 no periodo de 336 horas esta apresentado na Figura 30, onde se
observa um perfil de liberacdo semelhante ao observado para o corante em solugéo de
HCI 0,1 mol L em pH 1,2.
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Figura 30 - Perfil de liberacdo para curcumina em solucéo de H,SO,4 0,1 mol L™ em pH
6,8 associada as NPs de QTS/SC preparadas em solucdo de QTS em pH 4,0; 5,0 e 6,0.
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Fonte: Autoria propria.

A partir da curva de liberacdo observou-se que, por meio das NPs de QTS/SC
em pH 4,0 e 5,0 da solucdo de quitosana a liberacdo do corante ocorreu de forma mais
lenta, quando comparada a liberacdo da curcumina por meio das NPs de QTS/SC em pH
6,0 da solucdo de quitosana. Em ambas as formulagdes foram observadas a liberacéo de
cerca de 80% do corante nas primeiras 2 horas. No entanto, observou-se que o corante
atingiu seu ponto maximo de liberacdo em 192 horas por meio das NPs de QTS/SC em
pH 6,0 da solucdo de quitosana, enquanto que por meio das NPs de QTS/SC com pH
4,0 e 5,0 da solucdo de quitosana este ponto somente foi alcancado em 264 horas. Ap6s
estes tempos, foi observado a continua liberacdo do corante em velocidades e
concentragbes menores.

A maior velocidade e taxa de liberacdo do corante, associado as NPs de QTS/SC
em pH 6,0 da solucdo de quitosana, pode estar associadas ao didmetro, a
biodegradabilidade da quitosana e a maior taxa de associagdo do farmaco nesta
formulacdo. Em pH 6,0 da solucdo polimérica de quitosana as nanoparticulas
apresentaram menor diametro hidrodindmico (175,7 + 2,5 nm), logo é necessario um
menor tempo para que ocorra a degradacdo da quitosana e, consequentemente a
liberacdo do farmaco por meio das nanoparticulas. Além disso, nesta formulagdo ha

maior quantidade de curcumina associada (68,5 + 0,18%), e como neste pH as
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nanoparticulas tém didmetro menor, grande parte do farmaco pode estar adsorvido na
superficie, o que possibilita uma maior taxa de liberacdo do corante nas primeiras horas.

Observou-se ainda, que em ambas as solugbes, o perfil de liberacdo da
curcumina, por meio das nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina sugere um
processo de dois estagios, conforme mostrado na Figura 31. No primeiro estagio, ocorre
0 intumescimento das nanoparticulas, devido ao contato com as solugdes, e no segundo
estagio, o corante € liberado por difusdo por meio do relaxamento da cadeia polimérica.
Ou seja, foi observado que as nanoparticulas estudadas se comportam como um
hidrogel, que quando em contato com &gua ou fluidos biolégicos, por exemplo, incha e

libera o fA&rmaco para o meio via mecanismo de difusdo.

Figura 31 - Processo de liberagcdo da curcumina através das nanoparticulas de quitosana
/ sulfato de condroitina.
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Fonte: Autoria propria.

Segundo George et al. (2008), o grau de intumescimento é uma propriedade
muito importante, pois avalia a capacidade do hidrogel de expandir-se em meio acido e
alcalino. Contudo, hidrogéis adequados para liberacdo de farmacos devem apresentar
minimo grau de intumescimento no meio gastrico (pH 1,2) para que a liberacdo do
farmaco também seja minima, e ao passar através do meio intestinal (pH 6,8) deve
apresentar intumescimento moderado, de forma a permitir a liberagdo controlada do
farmaco.

Assim, neste estudo, o pH foi utilizado como estimulo inicial para a liberagéo do
corante, observando-se que de fato em solucéo de HCI 0,1 mol L™ em pH 1,2 ocorreu
um menor grau de intumescimento e, consequentemente, uma menor taxa de liberagdo
da curcumina por meio das nanoparticulas quando comparada a solucédo de H,SO,4 0,1
mol L™ em pH 6,8, conforme mostrado na Figura 32.
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Figura 32 - Comportamento da rede polimérica formada por QT/SC, quando essa é
intumescida em meios com diferentes valores de pH.
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Fonte: FAJARDO. 2009.

Isto ocorre, porque em meio &cido, onde o pH é menor que o pKa da quitosana
(6,5), ocorre a protonacdo dos grupos NH, da quitosana. A presenca de grupos
positivamente carregados provoca a repulsdo entre as cadeias da quitosana e solvatacao
desta, 0 que deveria permitir uma maior expansdo da cadeia polimérica e maior
liberacdo da curcumina. No entanto, isto ndo ocorre devido ao equilibrio de ionizagdo
dos grupos sulfénicos provenientes do sulfato de condroitina, ja que o pKa do SC é 2,6.
Assim, em pH 1,2 ha presenca de fortes interacGes eletrostaticas entre 0s grupos -SOj3
do SC e grupos NHs;" da QTS, além de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias
poliméricas, fazendo com que a rede polimérica, formada entre as cadeias da QTS e do
SC, permanecam estavel, de modo a ndo ocorrer uma expansao significativa, reduzindo
assim sua capacidade de absorcdo de liquido (FAJARDO, 2009; QIN et al., 2006;
GONSALVES et al., 2011).

Em pH 6,8 os grupos amina da quitosana permanecem desprotonados, ja que o
pH do meio é maior que o pKa do polimero (6,5), diminuindo, desta foram, a forca de
interacdo entre as cadeias da quitosana e do sulfato de condroitina. Em contrapartida, 0s
grupos sulfénicos e carboxilicos do sulfato de condroitina, com pKas 2,6 e 4,57,
respectivamente, tornam-se desprotonados e negativamente carregados. Com isto, ha

um aumento na densidade de cargas negativas, promovendo a repulsdo eletrostatica do
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tipo anion-anion entre as cadeias do sulfato de condroitina. Esta repulsdo, associada a
diminuicdo da forga de interacdo entre as cadeias da quitosana e do sulfato de
condroitina, desestabiliza a rede polimérica, provocando a expansdo desta, em
consequéncia da expansédo da rede polimérica, as moléculas de curcumina associadas as
nanoparticulas adquirem maior mobilidade, facilitando assim sua difusdo por meio das
nanoparticulas (FAJARDO, 2009; PIAI et al., 2009).

A partir destes resultados pode-se inferir que as nanoparticulas estudadas s&o
adequadas para a liberacdo de farmacos, pois apresentaram maior liberacdo em solucéo
de H,SO, 0,1 mol L™ em pH 6,8, meio intestinal simulado. Além disso, a combinacao
das propriedades da quitosana como: a bioatividade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, ndo toxicidade, hidrofilicidade, formacdo de nanoparticulas com
uma distribuicdo unimodal, com um baixo indice de polidispersdao, bem como um
potencial zeta positivo, facilita sua interacdo com as membranas bioldgicas,
favorecendo assim, seu potencial para aplicagdes como sistema de liberagdo controlada
de farmacos. No entanto, € conveniente que, em estudos futuros seja realizada a
funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas, a fim de que estas se apresentem

seletivas quanto ao seu alvo de ag¢do no organismo.

5.7. Avaliacdo da atividade citotdxica in vitro da curcumina livre e associada as

nanoparticulas

A utilizag&o de testes de citoxicidade in vitro, por meio de ensaios de viabilidade
celular, constitui o primeiro passo para a avaliacdo da compatibilidade biologica de uma
determinada substancia (ROGERO et al., 2003; EISEMBRAND et al., 2002).

A citotoxicidade é normalmente verificada pelos testes do brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium (MTT), um dos mais empregados como
indicador colorimétrico da viabilidade celular, que quando dissolvido em meio de
cultura ou solucdes salinas balanceadas sem vermelho de fenol, apresenta coloragéo
amarelada. A desidrogenase mitocondrial das células viaveis quebra o anel tetrazolium,
produzindo cristais de formazan, os quais sdo insollveis em solugdo aquosa. Os cristais
sdo entdo dissolvidos em DMSO, resultando em uma solugdo purpura que é
espectrofotometricamente medida, conforme apresentado na Figura 33. Um aumento ou
diminuicdo no nimero de células resulta em uma mudanca na quantidade do formazan

formado, indicando assim, o grau de citotoxicidade causado pelo teste do material,



90

avaliando-se a funcdo mitocondrial da célula (DAGUANO et al., 2007; DE ARAUJO et
al., 2008).

Figura 33 - Formacdo do Formazan pela quebra do MTT originado pela desidrogenase
mitocondrial presente nas células vivas e caracterizado pela absor¢cdo em 595 nm.
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Fonte: MONSMANN, 19883.

Para ser aprovado no teste de citotoxicidade in vitro, um produto ndo deve
ocasionar a morte das células, nem afetar suas funcdes celulares. Assim, com o uso de
técnicas de cultura de células os testes podem detectar a ocorréncia de lise das células,
de inibicdo do crescimento celular e de outros efeitos que possam ser desencadeados nas
células (DE ARAUJO et al., 2008).

Com base nisto, este estudo avaliou o efeito citotdxico da curcumina livre e
associada as nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina em culturas de células
tumorais humanas de pulmdo (A549), por meio do teste de viabilidade celular,
empregando o método de MTT, uma vez que este é simples, confiavel e produz
resultados reprodutiveis.

Neste estudo, foram estabelecidos como tempo ideal para tratamento das células
com as amostras estudadas os periodos de 24 e 72 horas, sendo que 72h correspondem
ao periodo maximo que as células poderiam ser mantidas com o meio de tratamento.

Nos experimentos controle, realizados para avaliar a toxicidade do sistema de
liberacdo sem a presenca de curcumina, no periodo de 24 horas, observou-se que a
adicdo das NPs puras e dos controles (sulfato de condroitina, solugdo de &cido acético e
etanol), ndo alterou a viabilidade das células e, principalmente, que estes ndo

apresentaram toxicidade, como pode ser visualizado na Figura 34 e na Tabela 16.
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Figura 34 - Ensaio de viabilidade celular empregando-se NPs de QTS/SC puras e
controles (sulfato de condroitina, solucdo de acido acético e etanol) nas diferentes
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Tabela 16 - Viabilidade celular para a linhagem celular A549 nas diferentes

concentracdes das NPs de QTS/SC puras e dos controles (sulfato de condroitina,

solucdo de acido acético e etanol) no periodo de 24 horas.

Concentracao Viabilidade celular (%)*
(umol L™)?
NPs de NPs de NPs de Sulfato de Controle Etanol
QTS/SCpH 4,0 | QTS/SC pH 5,0 | QTS/SC pH 4,0 | condroitina acido
40 130,6 £0,5 1119+1,7 1125+04 106,1+1,3 945+1,2 96,6 +0,9
20 120,7+0,8 107,1+0,7 101,5+0,2 99,2+0,5 100,7+1,0 | 103,0+£0,8
10 120,3+£0,7 103,612 100,0£0,5 92,4+£22 959+1,0 | 1059+1,0
5,0 1141+0,2 101,2+0,6 97,7+0,6 89,6 £0,7 97,0+1,2 | 1051+1,6
2,5 1154+1,3 103,6 £ 0,6 98,2+04 103,9+0,5 96,9+1,1 | 1049+1,7
1,25 107,3+ 15 100,4+0,9 96,9+ 1,6 1129+20 | 976+0,6 | 103,705

% analise realizada em triplicata, n=3.

Fonte: Autoria propria.

Ao se analisar a curcumina livre e associada as NPs de QTS/SC, no periodo de

24 horas, observou-se que a curcumina reduz a viabilidade celular de forma

significativa, conforme mostrado na Figura 35 e Tabela 17. Na maior concentracdo (40

umol L™) verificou-se que a curcumina livre reduz aproximadamente 73,7 + 1,6 %, a

viabilidade celular e que na menor concentracdo (1,25 pmol L) houve reducéo de 91,4
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+ 1,0 %, da viabilidade celular, entretanto, a maior reducdo na viabilidade 62,3 + 0,6 %
foi observada na concentracdo de 20 pmol L. Observou-se ainda, que na maior
concentracdo ocorreu a formacao de cristais de curcumina, que ficaram impregnados na
placa, o que pode ter afetado sua habilidade de inibir o crescimento das células. A
formacéo destes cristais pode ser justificada pela baixa solubilidade do corante em agua,
ja que a solucdo de curcumina livre foi preparada utilizando-se 8 mg de curcumina,
diluida em solug&o de etanol/agua, em uma razéo de 80:20, sendo 20 mL de etanol e 80
mL de agua.

Para a curcumina associada as nanoparticulas a maior reducdo da viabilidade
celular (84,5 £ 1,9 %) foi observada nas NPs de QTS/SC com solugédo de quitosana em
pH 4,0 na maior concentracéo (40 pmol L™). As NPs de QTS/SC contendo curcumina
preparadas com solucdo de quitosana, em pH 5,0 e 6,0, ndo apresentaram reducao
significativa na viabilidade das células. Isto pode ser justificado pela influéncia de
condigdes fisico-quimicas das NPs como: tamanho, morfologia, superficie e
principalmente pelo tempo de incubacdo para que a maioria delas sejam completamente

internalizadas pelas células.

Figura 35 - Ensaio de viabilidade celular empregando-se curcumina livre e associada as
nanoparticulas nas diferentes concentracdes no periodo de 24 horas.
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Tabela 17 - Viabilidade celular para a linhagem celular A549 nas diferentes
concentracdes da curcumina livre e associada as nanoparticulas no periodo de 24 horas.

Concentracéo Viabilidade celular (%)?
(umol L) ?
NPs de NPs de NPs de Curcumina
QTS/S/Curcumina | QTS/SC/Curcumina | QTS/SC/Curcumina livre

pH 4,0 pH 5,0 pH 4,0
40 845+19 96,1+0,6 90,8+1,0 73,7+16
20 90,8+1,1 999 +14 102,1+04 62,3+ 0,6
10 90,9+0,2 1015+11 102,8 +£0,9 65,0+0,9
50 93,3+1,5 99,4+0,3 995+0,6 71,0£0,9
2,5 90,8+1,2 96,3+04 97,5+0,9 76,5+ 0,3
1,25 938+15 99,2+1,6 105,6 £ 0,8 91,4+1,0

2 anélise realizada em triplicata, n=3. Fonte: Autoria propria.

Na avaliacdo da viabilidade celular, no periodo de 72 horas, também foi
observado que o as nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras, e 0s
controles (sulfato de condroitina, solucdo de &cido acético e etanol), nas variadas
concentracdes, ndo apresentaram toxicidade para as células. Observou-se ainda, que a
adicdo de pequenas quantidades das amostras mantinha-se a viabilidade celular proxima
a 100 %, e que a adicdo de uma maior quantidade das NPs de QTS/SC puras, com
solucdo de quitosana em pH 5,0 na concentracdo de 40 pmol L™ ocasionou a reducéo da
viabilidade celular para 83,6 + 1,5 %, conforme apresentado na Figura 36 e Tabela 18.
Contudo, este resultado nédo é atribuido a toxicidade dos polimeros (quitosana e sulfato
de condroitina), ja que estes sdo considerados atdxicos e biocompativeis, mas sim a
grande gquantidade de particulas de quitosana coaguladas devido ao pH do meio (7,4),
que impediram a troca de nutrientes entre as células e o meio de tratamento
(RINAUDO, 2006; CASARIEGO et al., 2009; KUMAR et al., 2004; DALLAN, 2005;
DENG, 2007; ARANAZ et al., 2009; SANTQOS, 2009; ZOU et al., 2009).
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Figura 36 - Ensaio de viabilidade celular empregando-se NPs de QTS/SC puras e
controles (sulfato de condroitina, solucdo de acido acético e etanol) nas diferentes
concentragdes no periodo de 72 horas.
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Tabela 18 - Viabilidade celular para a linhagem celular A549 nas diferentes
concentracdes das NPs de QTS/SC puras e dos controles (sulfato de condroitina,
solucdo de acido acético e etanol) no periodo de 72 horas.

Concentracéo Viabilidade celular (%)*
(umol L™H)?
NPs de NPs de NPs de Sulfato de Controle Etanol
QTS/SCpH 4,0 | QTS/SCpH 5,0 | QTS/SC pH 4,0 | condroitina acido
40 103,3+1,5 836+15 100,9+1,0 95,5+0,7 90,7+0,4 77,4+ 3,8
20 103,1+1,6 99,4+19 110,5+0,9 93,1+21 98,6 +2,9 91,3+2,3
10 116,0 £ 0,7 95,5+0,9 105,8+1,5 979+17 102,8 +£2,7 98,3+1/4
5,0 97,5+0,8 93,5+0,9 949+14 106,2+ 2,0 106,0+2,0 | 102,1+3,1
2,5 109,2+1,6 99,5+1.3 94,1+0,9 100,3+1,5 979+29 99,8+ 3,2
1,25 1136 +1,3 104,3+1,2 1144+16 933+1/4 88,1+0,9 88,9+ 1,6

% andlise realizada em triplicata, n=3. Fonte: Autoria propria.

Para a curcumina livre e associada as NPs de QTS/SC, foi observado uma
reducdo mais significativa e linear da viabilidade celular, no periodo de 72 horas,
conforme visualizado na Figura 37 e Tabela 19. Na maior concentracio (40 pmol L™)
foi observado que a curcumina livre reduziu em 53,5 + 1,1 %, enquanto que na menor

concentracdo (1,25 pmol L™) a reducéo foi de 92,1 + 1,9 % na viabilidade celular.
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Entretanto, esta reducdo na viabilidade celular visualizado na maior concentracéo foi
alcancada fazendo-se o controle da curcumina livre sem a presenca de células para
eliminar os cristais observados durante o tratamento no periodo de 24 horas.

Para a linhagem de celula A549, tratada com as NPs de QTS/SC contendo
curcumina com solucdo de quitosana em pH 6,0, observou-se uma maior reducdo da
viabilidade celular 67,6 + 2,0 % na maior concentracdo (40 pumol L™). Observou-se
ainda que as NPs de QTS/SC/Curcumina, com solugdo de quitosana em pH 5,0
reduziram para 815 + 2,3 % a viabilidade das células. Para as NPs de
QTS/SC/Curcumina preparadas com solucdo de quitosana em pH 4,0 ndo foi observado
reducdo significativa na viabilidade das células, sendo esta mantida préxima a 97,6 +
1,1 % na maior concentracdo (40 pmol L™). Estes resultados podem estar relacionados
ao maior tempo de incubacdo e com o perfil de liberacdo da curcumina por meio das
NPs de QTS/SC, onde se observou uma liberacdo mais rapida do corante quando

associado as NPs de QTS/SC preparadas com solugdo de quitosana em pH 6,0.

Figura 37 - Ensaio de viabilidade celular empregando-se curcumina livre e associada as
nanoparticulas nas diferentes concentragcdes no periodo de 72 horas.
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Tabela 19 - Viabilidade celular para a linhagem celular A549 nas diferentes
concentracdes da curcumina livre e associada as nanoparticulas no periodo de 72 horas.

Concentracéao Viabilidade celular (%)?
(umol L) ?
NPs de NPs de NPs de Curcumina
QTS/S/Curcumina | QTS/SC/Curcumina | QTS/SC/Curcumina livre

pH 4,0 pH 5,0 pH 4,0
40 976+1,1 815+23 67,6 +2,0 535+11
20 98,8+14 88,3 £1,2 859+21 67,3+1,7
10 99,0+1,2 93,8+1,7 89,8+1,6 66,0 £ 0,3
50 103,7+1,0 96,4+ 3,0 944+15 65,3+1,3
2,5 103,0+0,9 984+1,8 96,4+1,3 81,0+21
1,25 104,8+0,5 105,7 £ 1,7 101,3+24 92,1+1)9

2 anélise realizada em triplicata, n=3. Fonte: Autoria propria.

Esta habilidade da curcumina, na sua forma livre, também foi observada nos
estudos de Pillai et al. (2004) e Chen et al. (2010), que mostraram que a curcumina
livre inibe a proliferacéo de células tumorais humanas de pulm&o. Em ambos os estudos
foi utilizado o teste de MTT e a linhagem de célula tumoral humana de pulméao A549,
observando-se uma reducao de aproximadamente 50% da viabilidade das células, com a
adicéo de curcumina livre,

Das et al. (2011) também demonstraram por meio do teste de MTT a avaliagdo
da citoxicidade da curcumina na forma livre, e encapsuladas a nanoparticulas de
quitosana/alginato em trés diferentes linhagens de células tumorais humanas. Os autores
observaram uma reducgdo da viabilidade celular de aproximadamente 50%, quando
utilizado a curcumina na forma livre, e cerca de 60% quando o corante foi encapsulado
as nanoparticulas.

Contudo, o comportamento geral observado nos ensaios de viabilidade celular,
realizados neste estudo consiste na maior eficiéncia citotoxica da curcumina na sua
forma livre que na associada as nanoparticulas. Apesar disso, observou-se que as
nanoparticulas e seus respectivos constituintes ndo sdo toxicos para a célula, e que o

sistema apresentou boa estabilidade fisico-quimica sob condices fisioldgicas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, observou-se que o método de
gelatinizacdo i6nica, utilizado para preparar as nanoparticulas de quitosana / sulfato de
condroitina, é eficaz, simples, rapido e reprodutivel, ndo necessitando de equipamentos
sofisticados para preparacdo das nanoparticulas.

Embora existam inumeras técnicas utilizadas, atualmente para determinagéo do
grau de desacetilacdo da quitosana, neste estudo, esta medida foi realizada por meio da
técnica de espectroscopia de infravermelho (FTIR), jA que se trata de uma técnica
bastante simples e precisa. A porcentagem dos grupos amina livre obtida foi de 81,86%,
0 que demonstra que o polimero estudado € de fato a quitosana.

A fim de caracterizar a substancia ativa, curcumina, utilizou-se da técnica de
espectroscopia UV-vis. A anélise foi conduzida em soluc&o de HCI 0,1mol L™ em pH
1,2 e solugdo de H,SO4 0,1mol L™ em pH 6,8, pHs inferiores aos valores de pKa da
curcumina. Nestes valores de pH o corante apresentou-se ainda protonada e com Amax
igual a 429 nm.

A avaliacdo do efeito do pH da solucdo de quitosana, da concentracdo da
solugdo de quitosana e do volume do gelatinizador i6nico (SC) na obtencdo das
nanoparticulas foi realizada utilizando-se a técnica de espalhamento de luz dindmico
(DLS), em que observou-se que estes parametros teve influéncia direta sobre as
caracteristicas das nanoparticulas formadas.

As nanoparticulas, formadas por meio da interacdo entre os dois biopolimeros,
apresentaram diametro em escala manométrica, na faixa de 175,7 + 2,5 a 710,2 + 8,9
nm, baixo indice de polidispersdo, variando de 0,151 + 0,03 a 0,563 + 0,07, indicando
homogeneidade na dispersdao e potencial zeta positivo com um valor em mddulo
relativamente alto, o que indica boa estabilidade coloidal.

Ao se adicionar o ativo (curcumina) no preparo das nanoparticulas, o diametro
hidrodinamico, o PDI e o potencial zeta das NPs diminuiram a medida que se aumentou
0 pH da solucdo de quitosana. Foi observado ainda, que as caracteristicas das NPs de
QTS/SC contendo curcumina, aumentaram significativamente quando comparado as
nanoparticulas sem o ativo, o que pode estar associado & interacdo dos grupos NH, da
quitosana com os grupos fendlicos do corante.

A partir dos parametros pré-estabelecidos (diametro hidrodindmico, PDI e

potencial zeta) pode-se inferir que as nanoparticulas estudadas apresentaram-se
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relativamente estaveis sob as diferentes temperaturas de acondicionamento (-2°C e
25°C), j& que ndo se observou variagOes significativas nestas caracteristicas, durante o
periodo de 120 horas em que foram avaliadas.

Com o uso da técnica de microscopia eletrdnica de transmissao pdde-se observar
a formacéo de nanoparticulas esféricas, compactas e com morfologia heterogénea. Foi
observado ainda, com o uso desta técnica, que as nanoparticulas apresentaram diametro
inferior ao observado na analise de DLS, o que pode estar relacionado a evaporagdo da
agua presente na nanoparticulas, ou a visualizacdo de apenas uma populacdo de
particulas no microscépio, ou ainda a formacdo de aglomerados durante a medida do
didmetro.

A associacdo da curcumina as NPs de QTS/SC ocorreu de forma eficiente. A
taxa de associacdo obtida variou de 62,3 + 0,21% a 68,5 + 0,18%, sendo esta
dependente do pH da solucdo da quitosana e da ordem de adicdo do corante durante a
preparacdo das nanoparticulas

A caracterizacdo das nanoparticulas, por meio da técnica de FITR, foi
fundamental para determinar os diferentes grupos funcionais presentes nos materiais
estudados, bem como as intera¢fes ocorridas entre os dois biopolimeros e a quitosana e
a curcumina.

As analises térmicas demonstraram que as nanoparticulas de quitosana / sulfato
de condroitina apresentaram maior estabilidade térmica quando comparada aos seus
respectivos constituintes, pois foi necessaria uma temperatura mais elevada para ocorrer
a degradacdo das nanoparticulas. Além disso, o fato da transi¢do vitrea das NPs de
QTS/SC ter sido observado em uma temperatura mais elevada na analise de DSC,
indica que houve interacdo eletrostatica entre os polimeros, formando uma rede
polimérica mais rigida e estavel.

A liberagdo da curcumina foi conduzida em solucdo de HCI 0,1mol L™ em pH
1,2 e solugdo de H,SO4 0,1mol L™ em pH 6,8, sendo observado uma liberagdo mais
rapida do corante em solugdo de H,SO, 0,1mol L™ em pH 6,8. As nanoparticulas
utilizadas para liberacdo da curcumina permitiram uma liberacdo lenta e gradual da
substancia ativa, observando-se que a liberacdo ocorreu de forma mais acelerada por
meio das NPs de QTS/SC, com solucdo de quitosana em pH 6,0. Observou-se ainda,
que em ambas as solugdes, as nanoparticulas se comportaram semelhante a um hidrogel,

liberando o farmaco para o meio via mecanismo de difuséo.
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A avaliacdo da citoxicidade in vitro utilizando a linhagem de célula tumoral
humana de pulm&o (A549), mostrou uma maior eficiéncia citotoxica da curcumina na
sua forma livre que associada as nanoparticulas, pois em 72 horas houve reducgdo de
53,5 + 1,1% da viabilidade celular, quando se utilizou curcumina livre na concentragao
de 40 umol L. Por meio do ensaio biolégico foi possivel observar, também, que as
NPs de QTS/SC e seus respectivos constituintes ndo sdo toxicos para a célula, e que
apresentaram boa estabilidade sob condicdes fisioldgicas.

Assim sendo, pode-se considerar que os resultados obtidos neste estudo foram
importantes no sentido de mostrar que € possivel obter nanoparticulas de quitosana /
sulfato de condroitina por meio de um método simples e rapido, adequadas para
associacao e liberacdo controlada de substéncias hidrofébicas, como a curcumina. No
entanto, se faz necessario um melhor entendimento do comportamento destas, bem
como o aperfeicoamento de suas caracteristicas. Com isso sugere-se:

e Aperfeicoar a sintese das nanoparticulas poliméricas, visando uma maior
padronizacdo do processo de producéo;

e Reduzir o tamanho das nanoparticulas com o uso de surfactantes;

e Otimizar a estabilidade fisico-quimica e de armazenamento das nanoparticulas;

e Monitorar a estabilidade das suspensdes coloidais poliméricas por meio da
andlise da alteracdo do seu potencial zeta, didmetro, PDI e pH do meio em que
sdo mantidas suspensas por um periodo de tempo superior ao estudado;

e Com a melhoria do método de preparagdo das nanoparticulas, aumentar a
quantidade de farmaco associado a amostra final,

e Realizar a funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas, a fim de torna-las
mais seletivas;

e Realizar novos ensaios bioldgicos com as nanoparticulas contendo curcumina,

visando avaliar o mecanismo de a¢do da atividade antitumoral da curcumina.
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8. ANEXO

Neste topico estdo apresentados exemplos de histogramas obtidos a partir do
equipamento de espealhamento de luz dindmico Nano-Zetasizer — ZS, modelo
ZEN3600 - Malvern Instruments, para as nanoparticulas de quitosana / sulfato de
Condroitina puras em funcdo da variagdo do pH da solugéo de quitosana, da variacdo da
concentracdo da solucdo de quitosana e da variagdo do volume do gelatinizador i106nico
(SC) e para nanoparticulas de quitosana / sulfato de Condroitina contendo curcumina

em funcéo da variacdo do pH da solucdo de quitosana.



