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RESUMO

O objetivo desse estudo consistiu em avaliar o efeito da adicdo da lecitina de gema do ovo nas
caracteristicas de nanoparticulas (NPs) de quitosana (QTS) e sulfato de condroitina (SC),
empregadas na encapsulacdo da curcumina, bem como avaliar a atividade citotdxica in vitro
da curcumina, utilizando linhagem de celula tumoral humana de mama MCF-7. A preparacéo
das NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina padrdo e contendo curcumina foi realizada pelo
método de gelatinizacdo ibnica, considerando-se o estudo de especiacdo, que evidencia o pH
ideal para maior interacdo dos biopolimeros com base no pKa teérico dos biopolimeros. As
NPs obtidas apresentam boa estabilidade fisico-quimica quanto ao didmetro hidrodinamico,
PDI, potencial zeta e pH durante o periodo de 90 dias em diferentes temperaturas de
acondicionamento (4°C e 25°C). As caracteristicas finais das NPs foram diretamente
influenciadas pela adicdo de lecitina e pelo pH dos biopolimeros, determinado no estudo de
especiacdo. As NPs foram também caracterizadas por meio das técnicas de microscopia
eletronica de transmissdo, FTIR e TGA, observando-se a formacdo de NPs esférica,
compactas e termicamente estaveis. A eficiéncia de encapsulacdo da curcumina nas NPs de
QTS/SC e QTS/SC/Lecitina foi de 78,6 + 0,36 % e 87,5 + 0,51%, respectivamente,
demonstrando que a adi¢do da lecitina nas NPs influéncia de forma direta a encapsulagdo do
farmaco. A liberacdo da curcumina foi conduzida em solucao fosfato em pH 6,8, e ocorre de
forma rapida nas primeiras horas e em seguida passa a ser de forma lenta e gradual, via
mecanismo de difusdo Fickiana, observando uma liberacdo mais acelerada através das NPs de
QTS/SCl/Lecitina. A avaliacdo da atividade citotdxica in vitro da curcumina foi realizada
empregando-se o teste de MTT, observando-se que a curcumina livre e nanoencapsulada em
QTS/SC e QTS/SC/Lecitina reduziu para 19,2; 36,4 e 23,8 % (p<0,0001), respectivamente a
viabilidade da célula MCF-7 no periodo de 72 horas. Os resultados indicam que NPs de

QTS/SC/Lecitina sdo mais adequadas para encapsulacéo da curcumina.

Palavras chaves: Gelatinizagdo i6nica, nanoparticulas, quitosana, sulfato de condroitina,

curcumina, lecitina e avaliacao citotoxica.



ABSTRACT

The aim of this study was evaluated the effect of lecithin addition in chitosan (QTS) and
chondroitin sulfate (CS) nanoparticles characteristics (NPs) used in the curcumin
encapsulation. Evaluate in a second part the curcumin cytotoxic activity in vitro using human
breast tumor cell (MCF-7). The preparation of QTS/SC and QTS/S C /lecithin NPs standard
and containing curcumin was performed by ionic gelation method, considering the speciation
study, which shows the ideal pH for biopolymers interaction based on the theoretical pKa of
biopolymers. NPs have good physico-chemical stability in different storage temperatures (4 °
C and 25 ° C) during the period of 90 days. The final characteristics of NPs, were directly
influenced by the addition of lecithin and the pH of biopolymers used in the NPS preparation
(speciation study). NPs were also characterized by TEM, FTIR and TGA, observing the
formation of spherical NPs, compact and thermally stable. The encapsulation efficiency of
curcumin NPs CTS / CTS and SC / SC / lecithin was 78,6 + 0,36 % and 87,5 + 0,51%,,
respectively, show that the addition of lecithin improve the curcumin encapsulation in NPs.
Curcumin release was conducted in a phosphate buffer solution pH 6.8, and occurs rapidly in
the initial time and then becomes slow and gradual way, through Fickian diffusion
mechanism, observing a faster release through the NPs CTS / SC / Lecithin. The curcumin
evaluation of the in vitro cytotoxic activity was carried out using the MTT assay, observing
that the free curcumin and nanoencapsulated in QTS/SC and QTS/SC/ Lecithin reduced to
19.2; 36.4 and 23.8% (p <0.0001), respectively, the viability of MCF-7 cells in 72 hours. The

results indicate that QTS/SC/ lecithin NPs are suitable for encapsulation of curcumin.

Keywords : ionic gelation , nanoparticles , chitosan , chondroitin sulfate , curcumin , lecithin

and cytotoxic evaluation.
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1. INTRODUCAO

O estudo em torno da nanotecnologia é recente, tendo seu marco inicial em 1959
quando o fisico americano Richard P. Feynman participou do encontro anual da American
PHysical Socociety, apresentando uma viséo tecnoldgica de miniaturizagdo extrema e também
abordou sobre as dificuldades de se manipular e controlar objetos de pequenas escalas
(VELOSO, 2007). Baseado nas ideias de Feynman o objetivo maior da nanotecnologia seria
criar novos materiais e desenvolver novos produtos e processos baseados na crescente
capacidade de tecnologia moderna em ver e manipular &tomos e moléculas (SILVA, 2003).

Cabe ressaltar, que a nanotecnologia ndo € uma miniaturizacéo, ela se diferencia desta,
pois ndo possui apenas alteracbes em suas dimensdes e também ndo se parece com nenhuma
outra estrutura apresentando propriedades distintas. Sendo assim, a nanotecnologia é definida
como o conjunto de agdes que envolvem pesquisa, desenvolvimento e inovagdo relacionadas
as propriedades especiais que a matéria exibe quando organizada a partir de estruturas de
dimensbes nanométricas. (MARTINS apud CARDOSO, 2009). Ela envolve producédo e
aplicacdo em sistemas fisicos, quimicos e bioldgicos em escalas que variam de um atomo
individual a moléculas com cerca de 100 nandmetros, assim como a integracdo das
nanoestruturas resultantes em sistemas mais complexos. Um nandmetro vale 1 x10° metros e
tem como simbolo nm. E uma unidade de comprimento do SI, comumente usada para
medicdo de comprimentos de onda de luz visivel (400nm a 700nm), radiacdo ultravioleta,
radiacdo infravermelha e radiacdo gama, entre outras.

O desenvolvimento da nanotecnologia apresenta um grande potencial de inovacéo,
uma vez que se aplica a diversos tipos de substancias, inclusive polimeros (carreador de
proteinas e farmacos) e biomateriais (pele, 0ssos e cartilagens) (SOARES, 2005; SHINDE,
2010). As propriedades fisicas e quimicas destes materiais sdo de grande importancia para
aplicagdes tecnologicas e o desenvolvimento da nanotecnologia tem demonstrado um campo
cientifico multidisciplinar, encontrando aplicacbes nas mais diversas areas, como por
exemplo, na medicina, industria eletrénica e de comunicacdes, industria alimenticia, meio
ambiente, energia e industria automobilistica e aeronautica com a utilizacdo de
nanoparticulas, nanocristais, nanofios, nanotubos, nanofitas e nanocompositos (FERREIRA et
al., 2009; GOMES et al., 2002; GATTI et al., 2002).

Nos ultimos anos, um considerdvel interesse tem sido dado aos materiais

nanoestruturados para aplicagbes em diversas areas biomédicas, ndo somente como
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carreadores de farmacos, mas também como biossensores, biomarcadores e imagens
moleculares (SAHOO e LABHASETWAR, 2003; EMERICH e THANOS, 2006). Nas areas
farmacéuticas de liberacdo de farmacos, os principais objetivos dos estudos concentram-se em
aumentar o controle da liberacdo, a especificidade e a seletividade ao local de acdo do
farmaco, bem como diminuicdo da dose e de seus efeitos colaterais (BARRATT, 2000).
Diante do exposto, a presente pesquisa tem por objetivo avaliar o efeito da adi¢do da
lecitina de gema do ovo nas caracteristicas de nanoparticulas de quitosana e sulfato de
condroitina, preparadas pelo método de gelatinizacdo ibnica, empregadas na encapsulacéo da
curcumina, bem como avaliar a atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e

nanoencapsulada, utilizando a linhagem de célula tumoral humana de mama MCF-7.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Nanotecnologia

Os materiais nanoestruturados sdo definidos como materiais policristalinos de fase
simples ou multifisicos com tamanho de grdo na ordem de nanémetros e constituidos
principalmente por cristalitos. Devido a estas dimensdes extremamente pequenas, 0s materiais
nanoestruturados sao estruturalmente caracterizados por uma grande fracdo volumeétrica de
contornos de gréos e interfaces, as quais podem alterar uma variedade de propriedades fisicas
e quimicas quando comparados aos materiais cristalinos convencionais. Estas variacGes
resultam do tamanho reduzido, forma dos cristalitos, baixa densidade e/ou numero de
coordenacao entre os elementos estruturais (MACIEL et al., 2003).

A nanotecnologia € uma éarea de pesquisa e desenvolvimento muito ampla e
interdisciplinar, uma vez que se baseia em diferentes tipos de materiais (polimeros, ceramicas,
metais, semicondutores, compdsitos, biomateriais, etc), estruturados em escala hanomeétrica.
Os desafios desta area consistem na sintese controlada destas estruturas nanomeétricas e
subsequente arranjo para formar os materiais nanoestruturados para as mais diversas
aplicacdes (DURAN E AZEVEDO, 2002).

2.2 Nanoparticulas poliméricas e a sua producéo

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de ativos para 0s mais diversos
fins, que apresentam diametro inferior a 1 pm. E uma expressdo coletiva usada para designar
tanto nanoesferas quanto nanocépsulas, as quais diferem entre si segundo a composicao e

organizacéo estrutural, conforme apresentado na Figura 1.

Nanncépsulas MNanoesferas
- i
Parede —pfy g o chB o9 LT, — Matriz
polimérica o A O polimerica
© o 4 GC@ D
Mideo — g o 0 o)
oleoso / o i G (K
Farmaco 3) b) ¢ Farmaco
Ativo Ativo

Figura 1 — Representacdo esquematica de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas; a) ativo
dissolvido no nucleo oleoso das nanocéapsulas; b) ativo adsorvido a parede polimérica nas
nanocapsulas; c) ativo retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) ativo adsorvido ou
disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas. Fonte: Adaptada de:
SCHAFFAZICK et al., 2003.
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As nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica compacta, onde o ativo pode
ficar retido ou adsorvido, ndo apresentando nulcleo oleoso em sua composi¢do, ja as
nanocapsulas séo constituidas por um nucleo liquido (geralmente oleoso) envolvido por uma
membrana polimérica caracterizando um sistema nanovesicular do tipo reservatorio
(QUINTANAR-GUERRENO et al., 1998; SCHAFFAZICK et al., 2003). O nicleo (ou
cavidade) das nanocépsulas pode conter a substancia ativa nas formas liquida ou solida, como
uma dispersdao molecular. Essas nanoparticulas tém recebido uma atencdo especial como
sistemas de liberacdo devido a sua estabilidade e a maior facilidade na modificacdo de sua
superficie (VAUTHIER et al., 2003; HERRERO-VANRELL et al., 2005).

A veiculagdo do principio ativo no interior de nanocapsulas permite mudar o perfil
farmacocinético (absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo) e farmacodinamico (acéo
terapéutica) dos compostos encapsulados com consequente melhoria de sua acédo,
biodisponibilidade e/ou reducéo de toxicidade (REIS et al., 2006; DE MARTIMPREY et al.,
2009).

As matérias-primas, utilizadas na producdo das nanoparticulas, podem interferir nas
suas caracteristicas, dentre elas o diametro da particula, morfologia, potencial zeta, eficiéncia
de encapsulacdo e/ou associacdo e liberagdo da substancia ativa, que impde sua resisténcia
fisico-quimica e biolégica (SANTOS, 2010; LEGRAND et al., 2007; DASHA et al., 2011,
SUNDAR et al, 2010).

Existem diversos métodos na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, os quais podem ser geralmente classificados em: i) métodos baseados na
polimerizagdo in situ de mondmeros dispersos (incluem a polimerizagdo em emulsdo,
polimerizacdo interfacial e a policondensacdo interfacial); ii) na precipitacdo de polimeros
pré-formados e; iii) na gelatinizacdo i6nica. A incorporacdo do farmaco pode ser feita durante
a producdo das nanoparticulas ou apds a sua formacdo, pela adicdo de uma solucdo
concentrada de farmaco (SCHAFFAZICK et al., 2003; MOHANRAJ et al., 2006; REIS et al.,
2006; RODRIGUEZ et al., 2004).

Os métodos de preparacdo de nanoparticulas a partir de polimeros pré-formados séo
particularmente adaptados para incorporar principios ativos lipofilicos (SEVERINO et al.,
2011). As nanoparticulas devem ser preparadas com base numa razdo principio
ativo/polimero adequada a obtencdo de uma eficiéncia de encapsulacdo elevada e baixa
toxicidade. Em regra, a escolha de um método de preparagdo € determinada pelas
caracteristicas de solubilidade do principio ativo (SILVA, 2010). Em compara¢do com 0s

métodos de producdo de nanoparticulas poliméricas a partir da polimerizacdo de mondmeros,
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a preparagdo utilizando polimeros pré-formados é mais facilmente controlavel, de maior
rendimento, e pode ser realizada por emulsificacdo-evaporacdo do solvente (WANG, 2010),
por deslocamento do solvente (TAHARA et al., 2010), por salting-out ( WHEATLEY &
LEWANDOWSKI, 2010) ou por emulsificacdo-difusdo do solvente (OZTURK, 2010). Estes
métodos empregam polimeros previamente formados, ocorrendo dissolugéo e precipitacdo do
polimero na formulacdo de preparo das nanoparticulas. A baixa taxa de encapsulacdo de
substancias hidrossollveis é uma caracteristica semelhante entre esses métodos e é
preferencialmente empregada para substancias lipossolUveis. Além disso, esses métodos
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).

Outro método empregado na preparacdo de nanoparticulas poliméricas € o de
gelatinizacédo i0nica. Este tem despertado grande interesse dos pesquisadores em relacdo aos
outros métodos, pois é caracterizado como um processo simples e que ndo necessita de
equipamentos caros e sofisticados. Neste método ocorre uma espécie de reticulacdo fisica,
reversivel por meio de interacdes eletrostaticas entre o polimero e o gelatinizador i6nico
(DASHA et al., 2011; TAGLIARI et al., 2012). Neste estudo utilizaremos a técnica de
gelatinizagdo ibnica no desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana e sulfato de

condroitina.

2.3 Biopolimeros

Biopolimeros séo polissacarideos de origem microbiana, também conhecidos como
gomas ou expolissacarideos (EPS), que tém a capacidade de formar géis e solucdes viscosas
em meio aquoso (MOREIRA et al., 2003). Apresentam-se como uma alternativa as gomas
tradicionais, com um visivel interesse por suas propriedades reologicas, sendo utilizados
amplamente como espessantes, gelificantes e estabilizantes nas industrias de alimentos,
farmacéutica, quimica e petroquimica (PACE, 1991; MAUGERI, 2001).

2.3.1 Quitosana
A quitosana (QTS) (Figura 2) é um biopolimero natural, abundante e atdxico, obtido

pela desacetilagdo da quitina. A Quitina é um dos polimeros produzidos em maior quantidade

na natureza, sendo muito encontrado em ecossistemas aquaticos. Sua producdo anual na
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crosta terrestre, incluindo ecossistemas aquaticos, é estimada em 2,2 bilhGes de toneladas
(SYNOWIECKI, 2003). Tem fungdes estruturais em artropodes, sobretudo em crustaceos,
sendo encontrada, por exemplo, na casca do camardo e na carapaca de caranguejos associada
a materiais inorganicos (principalmente carbonato de célcio) e a proteinas, além de alguns
corantes (RINAUDO, 2006; ROBERTS, 1992). E composto pelas unidades monoméricas de
B-(1—4)- 2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. Dessa
forma, é um polimero insolivel em meio aquoso e na maioria dos solventes inorganicos, e
tem baixa reatividade quimica (LARANJEIRA, et al., 2009).

O grau de desacetilacdo (GD) é capaz de influenciar as caracteristicas quimicas, fisicas
e bioldgicas do bipolimero, uma vez que este expressa a porcentagem média de residuos
acetilados presentes na cadeia do biopolimero. O processo de desacetilacdo da quitina,
método mais comum de obtencdo da quitosana, consiste na reacdo de hidrolise bésica da
quitina com solucdo de NaOH. Assim a quitosana é um polissacarideo composto por unidades

D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina unidas por ligagdes B-(1—4).

by e e
1:;=< D:Q OH

quitina quitosana

Figura 2 — Estrutura quimica da Quitina e Quitosana. Fonte: SILVA et al., 2006.

Com propriedades bioldgicas que incluem biocompatibilidade, biodegradabilidade em
produtos inofensivos, ndo toxicos, fisiologicamente inertes, afinidade notavel a proteinas, e
propriedades hemostéatica, fungistatica, antitumoral, anticolesterol, a quitina e a quitosana,
oferecem um potencial extraordinario numa larga faixa de aplicacfes que tendem a crescer
rapidamente uma vez que 0s materiais quitinosos padronizados tornam-se disponiveis. De
maneira importante, como biopolimeros e materiais biodegradaveis a quitina/quitosana séo
seguros para os seres humanos e para o ambiente natural (KUMAR et al., 2004; DALLAN,
2005; DENG, 2007).

A presenca de uma alta porcentagem de grupos amino reativos distribuidos na matriz

polimérica permite inimeras modificagdes quimicas, tais como imobilizacdo de agentes
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quelantes, quartenizagdo, carboxilacdo, acilagdo, sulfonacdo, amidagdo, formacdo de
complexo polieletrolitico entre outros (RODRIGUES et al., 1998; COELHO et al., 2008).

A QTS possui grupos amino e hidroxila reativos capazes de serem submetidos a
modificagdes quimicas. Adicionalmente, 0s grupos amino tornam a quitosana um dos Unicos
polieletrolitos catidnicos achados na natureza (pKa~6,5), esta condi¢cdo confere propriedades
singulares a quitosana. A QTS € soluvel em meios aquosos &cidos de pH < 6,5 e quando
dissolvida possui alta carga positiva sobre os grupos —NH3". Adere a superficies carregadas
negativamente, agrega-se com compostos polianiénicos, e tem a capacidade de ligar-se a ions
metalicos (KUMAR et al., 2004).

As aplicagdes de quitosana na inddstria e na pesquisa cientifica sdo amplas, desde
cosméticos e alimentos até a complexacdo de metais e corantes, interacdo com surfactantes e
polimeros, embalagens, entre outras (RINAUDO, 2006; GOOSEN 1997; KUMAR, 2000).
Outro ramo importante de pesquisa e aplicacdo refere-se ao uso do polimero como matriz
solida para imobilizacdo de enzimas. Nesses casos objetiva-se a fabricacdo de nanoestruturas
para dispositivos Oticos, eletrdnicos e principalmente sensores de reconhecimento de
biomoléculas (SIQUEIRA et al, 2006).

O uso de quitosana como veiculo para liberacdo controlada de drogas se baseia em trés
das principais propriedades do polimero: biocompatibilidade, biodegradabilidade e
mucoadesividade. A quitosana é processada em varias formas como filmes, membranas, géis,
nanoparticulas, microesferas e fibras, e principios ativos dos farmacos sdo incorporados a
essas estruturas (KUMAR et al, 2004). A mucoadeséo, que € a capacidade de o material aderir
ao tecido de revestimento de cavidades internas do corpo humano, permite aplicabilidade dos
farmacos em sitios bastante localizados, somente onde deve agir. Essa é uma propriedade que
reflete a estabilidade da interacdo do material com tecidos e células, sendo bastante
influenciada pela interacdo do material com o muco. No caso da quitosana, a mucoadesao é
atribuida principalmente a forte interagdo com a proteina mucina, principal componente do
muco, através de ligagOes eletrostaticas, mas também influenciada por ligag6es de hidrogénio
e ligacbes hidrofobicas (SOGIAS et al.,, 2008). As outras duas caracteristicas,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, permitem, respectivamente, que néo ocorra rejeicao
por parte do corpo a matriz, e que apos a agao do medicamento a mesma seja eliminada.

As nanoparticulas formadas a base de quitosana, geralmente apresentam uma
distribuicdo unimodal, com baixo indice de polidispersdo, bem como um potencial de
superficie positivo, o que facilita a interagdo com as membranas bioldgicas. No entanto,

dependendo do método de preparacdo empregado é possivel observar diferencas no tamanho,



22

morfologia e potencial zeta das nanoparticulas formadas. (DASHA et al., 2011;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.3.2 Sulfato de Condroitina

E um biopolimero natural soltvel em &gua altamente purificado de cadeias repetidas
de moléculas denominadas mucopolissacarideos, encontrado nas cartilagens da maioria dos
mamiferos como bovina, porcina e do homem. Caracteriza-se por se ruma glicosaminoglicano
monossulfatado de cadeia longa, variando seu comprimento médio de um tecido para outro ou
dentro do mesmo tecido. Em geral, a massa molecular média das cadeias de SC diminui com
a idade, estresse ou dano na cartilagem articular (RICHY et al., 2003; TOFFOLETT et al.,
2005; LOPES,2009).

O SC é caracterizado quimicamente como um heteropolimero aniénico linear de acido
D-glucurdnico e N-acetil-D-galactosamina. O primeiro a descrever o SC foi Levene em 1925,
ele mostrou que seus constituintes eram o acido glucorénico, D-galactosamina e acido acético
e sulfarico (ROSEMANN, 2001; SANTOS, 2009). Entretanto, a sua correta estrutura foi
elucidada mais tarde: composto por unidades repetidas de B(1,4)-D-acido glucorénico e
B(1,3)- N-acetil-D-galactosamina, também ficou elucidado que nos mamiferos, a posi¢do mais
comum do radical sulfato (que determina qual isdmero é formado) é o C4 e/ou C6 da N-
acetil-D-galactosamina, formando condroitina-4-sulfato e a condroitina-6-sulfato,
respectivamente. A Figura 3 é apresentada a estrutura da unidade repetida do sulfato de

condroitina.
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Figura 3 — Estrutura quimica do sulfato de condroitina. Fonte: Adaptado de PAVAO, et al 2006.
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Estudos mostram que o sulfato de condroitina apresenta propriedades antiinflamatorias
in vivo e que consegue regular in vitro o metabolismo dos condrdcitos, como o estimulo a
sintese de proteoglicanos e colageno e a inibicdo de citocinas envolvidas na degradacdo da
cartilagem (PENICHE et al., 2007). Os GAGs também podem sequestrar proteinas e leva-las
aos sitios apropriados para ativacdo. Essa funcdo permite que eles sejam capazes de
influenciar a adesdo, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo das células (CHEN et al., 2006).

2.4 Curcumina

Curcuma é um tempero indiano derivado do rizoma da planta Curcuma longa Linn
(Figura 4) que tem sido utilizada na medicina Ayurvédica para tratar infeccbes oculares,
feridas, picadas de cobra, queimadura e acne. A Curcuma longa pertence a familia
Zingiberaceae e é amplamente cultivada na india e em outras partes do sudeste asiatico, é
conhecida popularmente como acgafrdo. O principal constituinte ativo da cdrcuma e um dos

responsaveis por sua cor amarela vibrante é a curcumina (HATCHER et al., 2008).

Figura 4 — (A) Curcuma longa (Zingiberaceae); (B) detalhes das raizes e (C) condimento
obtido ap6s secagem e moagem. Fonte: Adaptado de HAMERSKI et al., 2013.

A curcumina ou diferuloilmetano (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6- heptadieno-
3,5-diona) apresenta natureza polifendlica (CHEN & HUANG, 1998), seu peso molecular é
de 368,4 g/mol e formula molecular C,1H2006. Apresenta solubilidade em etanol, acetona e
dimetilsulfoxido (DMSO), sendo pouco solivel em agua (TONNESEN & KARLSEN, 1985).

A curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina apresentam absorcgdes

méaximas no espectro do ultra violeta, nos comprimentos de onda de 429, 424 e 419 nm. Os
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pigmentos curcumindides apresentam fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta. O espectro
de fluorescéncia apresenta excitacio a 434 nm e emisséo a 520 nm (SOUZA, 1993; PERET-
ALMEIDA et al., 2003).

curcumina

Figura 5 — Estrutura quimica da curcumina. Fonte: HATCHER et al. 2008

Estruturalmente a curcumina exibe um tautomerismo ceto-endlico, como
predominancia da forma ceto em pH de 3 a 7, possuindo uma estrutura pB-dicetona, atuando
como potente doador de protons. Em pH acima de 8 a forma endlica da curcumina predomina,
atuando como doador de elétrons, assim como a maioria dos antioxidantes fendlicos
(ANAND et al., 2008; SHARMA et al., 2005). E praticamente insoltvel em agua, mas soluvel
em etanol, acetona, dimetilsulfoxido e outros solventes organicos (SHARMA; GESCHER,;
STEWARD, 2005).

A curcumina é estavel em pH &cido, mas é instavel e sofre rapida degradacédo
hidrolitica em condicGes neutras ou alcalinas. A estabilidade da curcumina tem sido
investigada por varios autores (WANG et al., 1997; TONNESEN, 2002; TONNESEN;
MASSON; PFEIFFER et al., 2003; ANSARI et al., 2005; TOMREN et al., 2007; ZEBIB,;
MOULOUNGUI; NOIROT, 2010). Estudos in vitro tém demonstrado que mais de 90% da
curcumina € rapidamente degradada em condicdes fisioldgicas (tampédo fosfato, pH 7,2 a
37°C).

Este fenolico tem sido reconhecido como um antioxidante natural com atividade
antitumoral e antimutagénica, inibidor do metabolismo do acido araquidénio, capaz de induzir
apoptose e alterar a expressdo génica, inibir a atividade de importantes fatores de transcricdo
como NFkB e AP-1, e é um eficiente agente antiinflamatorio. Atualmente esta sendo avaliado
como um possivel agente quimiopreventivo pelo Instituto Nacional do Céncer nos Estados
Unidos (KIM, 2001; SINGH; KHAR, 2006).
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Pesquisas demonstraram o potencial antitumoral da curcumina em estudo in vitro e in
vivo, em que ela foi capaz de inibir o crescimento de varias linhagens de células cancerosas.
A curcumina exerce efeitos citotoxicos em linhagens tumorais como a MCF-7 (cancer de
mama), Hep3B (hepatocarcinoma), HelLa (carcinoma cervical) e SW620 (cancer de colon)
(NING et al., 2009). Estes estudos indicam o potencial terapéutico da curcumina nos canceres
do cérebro, mama, trato gastrointestinal, cabeca e pescoco, figado, pancreas, colon, prostata e
ovario (ANAND et al., 2008 KUNNUMAKKARA; ANAND; AGGARWAL, 2002).

2.5 Surfactantes

Um surfactante € um composto caracterizado pela capacidade de alterar as
propriedades superficiais e interfaciais de um liquido, reduzindo a tensdo e a energia livre
superficiais. Os surfactantes sdo aplicados industrialmente em diversas areas como:
detergéncia, emulsificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e
dispersdo de fases (MARCELINO et al., 2007). A maioria dos surfactantes comercialmente
utilizada é obtida através de derivados do petroleo.

Também existem os “surfactantes naturais”, presentes em algumas plantas
(saponinas), microorganismos (glicolipideos, lipolipideos), animais (sais biliares) e alguns
carboidratos (REIS, 2007).

Os surfactantes convencionais sdo moléculas anfifilicas, pois possuem uma cabeca
polar hidrofilica e uma ou duas cadeias alquilas que sdo hidrofébicas (SOLERLLIA et al.,
2002). Os surfactantes do tipo bola-anfifilicos sdo moléculas que possuem uma cabeca polar
em cada extremidade da cadeia hidrofébica, o que os torna mais sollUveis em agua. Os
surfactantes do tipo gemini, possuem duas cadeias alquilas ligadas cada uma a uma cabeca
polar. Essas cabecas polares podem ser interligadas por um espacador rigido. Possuem boa
solubilidade em solventes organicos (WAN e ZHAO, 2007).

De acordo com a carga da cabeca polar da molécula, os surfactantes podem ser
classificados em idnicos e ndo idnicos. Os surfactantes idnicos sdo aqueles que quando se
dissociam em solucdo aquosa liberam o seu contra-ion. A dissociacdo do surfactante expde
uma carga na parte polar do surfactante, que pode ser positiva ou negativa, classificando-os

em catidnicos e anidnicos, respectivamente (WAN e ZHAO, 2007).
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2.5.1. Lecitina

A lecitina age como um importante surfactante a qual desempenha a funcdo de
estabilizar a formacdo da nanoparticula, diminuindo a pressdo e evitando a coalescéncia da
mesma, promovendo também um aumento da solubilidade do ativo na nanoparticula formada
(ROMIO et. al, 2007).

E uma mistura complexa de fosfolipidios, triglicérides e outras substancias derivadas
de varios processos de refinamento do 6leo de soja. Devido a sua disponibilidade abundante e
excelentes propriedades, incluindo sua acdo emulsificante, cor e sabor, torna-se um
importante aditivo industrial (NASIR; BERNARDS; CHARPENTIER, 2007). Embora a
palavra lecitina seja derivada do grego “lekithos”, que significa “gema de ovo”, a principal
fonte comercial de lecitina vem da soja.

Os fosfolipidios, principalmente a fosfatidilcolina, fosfatidiletilenoamina,
fosfatidilinositol e acido fosfatidico sdo os principais componentes da lecitina de soja bruta
(Figura 6). E possivel encontrar muitas aplicacBes dos fosfolipidios nas industrias
farmacéutica, cosmética e alimentar como um efetivo emulsificante biocompativel,
estabilizante, biossurfactante e antioxidante (NASIR; BERNARDS; CHARPENTIER, 2007).
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Figura 6: Estrutura molecular da fosfatidilcolina, maior componente da lecitina. Fonte:
Adaptado de MACHADO FILHO et al., 2005.

A lecitina tem sido frequentemente utilizada para a preparacdo de varios nano
sistemas de liberagdo controlada, tais como micro e nanoemulsdes (KELMANN et al, 2007 ) ,
lipossomas (PAVELIC et al, 2005) , micelas (CERAULO et al. , 2008) e nanoparticulas
lipidicas solidas (SCHUBERT et al., 2006).

A lecitina de soja possui uma fracdo de lipoproteina de baixa densidade, assim como
a da gema de ovo, com a funcéo de proteger a integridade da membrana fosfolipidica durante
a criopreservacdo (FOROUZANFAR et al., 2010), e, por ser de origem vegetal, proporciona
diversas vantagens, entre elas a padronizacdo dos componentes e a eliminacdo dos riscos de
contaminacdo (FUKUI et al., 2008).
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Atualmente a interacdo da lecitina com polimeros positivamente carregados gera a
formagdo de nanoparticulas. A partir de uma solucdo alcodlica de lecitina adicionada a uma
solucdo de quitosana, gera-se um sistema nanoestruturado ao invés de ocorrer a formacéo de
lipossomos. O lipidio negativamente carregado na por¢édo polar (grupo fosfato) interage com a
quitosana (grupo NH3") levando a formac&o preliminar de uma vesicula. A auto associagdo do
fosfolipidio com o polimero deixam as cadeias polares dos &cidos graxos disponiveis a
interacdo com sistemas hidrofébicos, tornando o sistema um potencial candidato a

incorporacdo de farmacos hidrofobicos (TANER, et al., 2014).

2.6. Liberacdo controlada de farmacos

A indlstria farmacéutica, fazendo uso das inovagdes tecnoldgicas utiliza a
nanotecnologia e 0s nanomateriais para desenvolver farmacos que apresentem a liberagcdo do
farmaco de maneira modulada (AZEVEDO, 2002).

Formulagdes em que o farmaco apresenta liberacdo controlada é toda aquela que tém
como objetivo fornecer uma dose terapéutica de uma droga para um local do corpo
predeterminado, e manter esta concentracdo desejada (GENNARO, 2004), de modo
controlado em velocidade e tempo apropriado, buscando também  manter os niveis
sanguineos terapéuticos 6timos (ALLEN JR.; ANSEL; POPOVICH 2007) e evitar, a niveis
plasmaticos, a problematica da toxicidade e/ou doses toxicas (AZEVEDO 2002). Desta
forma, esse sistema permite que o farmaco seja liberado gradativamente, a uma razéo
regulada pelas necessidades do corpo, por um periodo especifico de tratamento (GENNARO,
2004).

A manutencdo da dose efetiva do farmaco nos locais de acdo, associada a uma
farmacodindmica adequada da molécula, promove o sucesso das terapias medicamentosas.
Tal estratégia, comumente chamada de sistemas de liberacdo controlada de farmaco, requer
uma ampla interdisciplinaridade, envolvendo conhecimentos principalmente das areas de
ciéncias farmacéuticas, ciéncia de polimeros, quimica de coldides, fisico-quimica e biologia
molecular (KAPARISSIDES et al., 2006).

A Figura 7 ilustra a comparacdo entre o sistema de liberacdo convencional e o de

liberac&o controlada.
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Figura 7 —Curvas do perfil de liberacdo de farmacos convencional (A) e controlado (B) em
fungéo do tempo. Fonte: BOTASSIO; SILVA, 2010.

Os farmacos de liberacao convencional sdo delineados para liberar rapidamente a dose
total de farmaco presente, logo apos ter sido administrado. Além disso, presume-se que 0
farmaco liberado esta na forma terapeuticamente ativa e disponivel imediatamente para a
absorcéo na circulacdo sisttmica (AULTON, 2005). Diante disso, os sistemas de liberacdo
controlada apresentam grandes vantagens sobre os métodos convencionais, como a menor
flutuacdo dos niveis plasmaticos do farmaco, reducdo da frequéncia de administracdo, maior
conveniéncia e adesdo, reducdo dos efeitos colaterais e redugdo dos custos globais com a
salde (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2006).

Nanoparticulas possuem as caracteristicas necessarias para que esses sistemas de
liberacdo de farmacos controlados sejam efetivos. Permitem que sejam liberados em local
apropriado, tem suas concentracdes mantidas em niveis adequados por longos periodos de
tempo, além de prevenir sua degradacdo.Permitem ainda maior eficiéncia de encapsulacéo e
liberacdo controlada se comparadas aos sistemas de encapsulacdo convencionais, além de
possuirem tamanho pequeno suficiente para serem injetadas diretamente no sistema
circulatério e oferecerem a possibilidade de administragdo por outras vias como pulmonar,
nasal, transcutanea e oral (ALVES; MARTINS; SANTANA, 2008).

Uma alternativa promissora aos sistemas de liberagdo de farmacos € o
desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas, ja que estas aumentam a biodisponibilidade.
Essa caracteristica esta relacionada a capacidade que estas possuem de proteger de forma
eficaz, o farmaco, e simultaneamente aumentarem a sua retencdo ou adsorcao
(SCHAFFAZICK et al., 2003; ZHANG et al., 2006; DES RIEUZ et al., 2006; MOURA,
2012).
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Vaérios sistemas de liberacdo sdo usados, entre eles as nanoparticulas. Embora tenham
sido desenvolvidos muitos tipos de nanoparticulas com a intencdo de liberar medicamentos
controladamente, somente nos ultimos 4 anos foram produzidas nanoparticulas com
caracteristicas promissoras, tais como, estabilidade no organismo, seguranca, toxicidade e
perfil de liberacdo adequados. As nanoparticulas possuem um elevado potencial enquanto
veiculo de transporte de agentes citotoxicos, pois sdo capazes de circular pela corrente
sanguinea sem escapar das paredes dos respectivos vasos. Em tumores solidos, as
nanoparticulas penetram facilmente o interior das células tumorais, liberando o farmaco e
evitando a destruicdo de tecidos saudaveis. (ZHANG et al., 2006; DES RIEUZ et al., 2006;
MOURA, 2012).

Os polimeros naturais, incluindo biopolimeros como a quitosana e sulfato de
condroitina, tém sido 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 os mecanismos fisiolégicos (FAJARDO, 2009). Além
disso, a utilizacdo desses biopolimeros pode minimizar reacGes teciduais, promover

beneficios terapéuticos e, ao mesmo tempo, diminuir efeitos colaterais.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O objetivo desse estudo consistiu em avaliar o efeito da adicdo da lecitina nas
caracteristicas de nanoparticulas de quitosana e sulfato de condroitina, preparadas pelo
método de gelatinizacdo i6nica, empregadas na encapsulacdo da curcumina, bem como avaliar
a atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e nanoencapsulada, utilizando a linhagem de

célula tumoral humana de mama MCF-7.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar via diagrama de especiacdo as melhores condicdes de pH para a obtencdo de
nanoparticulas de quitosana e sulfato de condroitina;

e Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas obtidas: didmetro heterodinamico,
polidispersdo, potencial zeta, estabilidade das suspensdes coloidais, espectroscopia no
infravermelho e analise termogravimétrica;

e Auvaliacdo da morfologia das nanoparticulas via microscopia eletrénica de transmissao
(MET);

e Estudo da liberacdo controlada da curcumina em solugdo fisiologica pH = 6,8, assim
como avaliar o mecanismo de liberacdo do ativo a partir das nanoparticulas de
QTS/SC;

e Avaliacdo do potencial citotoxico in vitro da curcumina livre e encapsulada em NPs de
QTS/SC e QTS/SC/Lecitina, utilizando uma linhagem de célula tumoral humana de
mama MCF-7.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Quitosana (99% de pureza (massa molecular médio) — Sigma Aldrich com massa
molecular de 190000 g mol™, fornecido pelo representante e determinado por meio do método
viscosimétrico. O Sulfato de condroitina Tipo A, (sal de sédio) (99% de pureza), foi obtido a
partir da traquéia bovina — Sigma Aldrich. A Curcumina (95% de pureza) foi obtida da
Curcuma Longa L. (carcuma), - Sigma Aldrich. A lecitina de gema de ovo (60% de L-a-
Fosfatidilcolina — Sigma Aldrich. O meio de cultura utilizado foi o0 RPMI 1640 (R6504,
Sigma-Aldrich), o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium (MTT) foi
fornecido pela Life Technologies (USA) e, a linhagem de célula tumoral humana de mama
(MCF-7) foi obtida do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). Os demais reagente sdo de

grau analitico e foram utilizados sem nenhuma purificagdo prévia.

4.2 Métodos

4.2.1 Determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana (%GD)

O grau de desacetilacdo (%GD) foi utilizado para determinar a porcentagem de
grupos amino (NH) livres na quitosana, via titulacdo condutimétrica, utilizando-se 0 método
Broussignac (BROUSSIGNAC, 1970) através da metodologia adaptada por ALVARENGA,
2011. Foram dissolvidos 200mg de quitosana em 40 mL de HCI 0,054 mol.L™ e diluidos com
50mL de agua destilada para uma boa dispersdo do polimero em solucdo. A solucdo final foi
titulada com solugdo NaOH 0,165 mol.L™. Conduziu-se a titulacio até o volume final de 25
mL de NaOH, com adicGes de 0,5 mL de titulante. A titulacdo condutimétrica foi realizada
em triplicata.

A titulacdo condutimétrica 0 método escolhido em funcdo da sua precisdo e
simplicidade, neste estudo. A curva dos valores de condutancia, k, versus volume de titulante

apresenta dois pontos de inflexdo (Figura 8).
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Figura 8 - Curva de titulagdo condutimétrica da quitosana com NaOH 0,1 mol.L™. Fonte:

Autoria propria.

A curva de titulacdo apresenta dois pontos de inflexdo, sendo o primeiro
correspondente a neutralizacdo do HCI em excesso na solucdo e o segundo referente a
neutralizacdo do polimero protonado. A diferenca entre os dois pontos de equivaléncia
corresponde ao volume de base requerido para neutralizar os grupos amino. A porcentagem

de grupos amino foi calculada de acordo com a equacéo 6:

% GD =M (V,—V;)161 x100 (Equacdo 1)
W

Onde M € a concentracdo da solucdo de NaOH, V; (9,84 mL) e V; (15,63 mL) sdo 0s
volumes de NaOH em mL, empregados para neutralizar o excesso de acido cloridrico e a
quitosana protonada, 161 é a massa de uma unidade monomérica do polimero e W é a massa
de amostra em miligramas empregada na titulagdo. O grau de desacetilacdo calculado por este
método foi de 76,9%, sendo que este valor representa a média de trés determinagcfes e mostra
que ocorreu a conversao das unidades N-acetilglicosamina em grupos amina.

Segundo (TAN, 1996), é o grau de desacetilacdo que determina se o polimero é quitina
Ou quitosana, arbitrariamente, o grau de desacetilagdo > 50 define o material polimérico como

quitosana.
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4.2.2 Espectroscopia de absor¢do molecular UV-Vis para a curcumina

Os espectros de UV-vis para a curcumina foram realizados em um espectrofotdmetro
UV-VIS-NIR Cary 5000 da Varian, a partir de uma solucéo de curcumina 0,02 mmol L*,
preparada em solucdo de fosfato de sédio em pH 6,8 e etanol na proporgdo 80:20
(tampéo:etanol). A anélise foi conduzida na faixa de 350 a 750nm (Figura 9).

A partir da curva obtida via espectroscopia UV-Vis, determina-se 0 Amax para a
curcumina em 429 nm. Com base nos valores de pKa da curcumina (pKal = 8,3 (equilibrio
cetenolico), pKa2 = 9,8 e pKa3 = 10,5 (referentes aos OH fendlicos), percebe-se que em toda
a faixa de compreendida até pH 7,5, a estrutura apresenta-se sem qualquer mudanca e 0 Amax
estéa localizado em 429 nm. (BERNABE, et al., 2004).
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Figura 9 - Espectro UV-vis da curcumina em pH 4,0 a partir de uma solucdo de 2,71
mmol.L™. Fonte: Autoria prépria

4.2.3 Curva padrao de calibragio da curcumina

A curva de calibragdo para a curcumina foi determinada em um espectrofotdmetro
UV-vis U2M Quimis a partir de uma solucao de curcumina, preparada utilizando-se 10 mg de
curcumina e dissolvida em solugdo composta de fosfato de sdédio em pH 6,8 e etanol na
proporcdo de 80:20 (tampé&o:etanol). A partir das diluicbes adequadas da solugdo estoque,
foram realizadas as medidas de absorbancia no comprimento de onde de 429 nm para cada

solucéo.
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A curva padréo de calibragdo da curcumina foi determinada com o objetivo de auxiliar
na determinacdo da taxa de associagcdo da curcumina das nanoparticulas, bem como na
determinacéo do estudo de cinética de liberacdo da curcumina.

Dessa forma, a curva de calibracdo obtidas para a curcumina, estd representada na
Figura 10. J& na Tabela 2 esté descrito o indice de correlagdo (r?) obtido para curva padréo de
calibracdo, bem como as equages utilizadas para determinar a concentracao das solugdes de

curcumina.
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Figura 10 — Curva padréo de calibracdo da curcumina na solucdo fosfato 0,1 mol L™ em pH
6,8. Fonte: Autoria propria

Tabela 1 — Dados referente a curva padrao de calibracdo (y = a + bx) para determinacdo da
concentracédo das solucBes de curcumina

pH das solugdes a bx indice de correlaco (R?)

6,8 -0,02447 1090,03x 0,98827

Observando os dados apresentados na Figura 10 e na Tabela 1, observa-se que a curva
apresenta bom acordo entre 0s pontos experimentais e a curva tedrica, 0 que possibilita a

determinacéo da concentracdo da curcumina na solucéao de pH 6,8.
4.2.4 Preparacdo das nanoparticulas
A preparacdo das NPs de QTS/SC e QTS/SCl/lecitina padrdo e contendo curcumina foi

realizada pelo método de gelatinizagdo ibnica, conforme descrito por Pan et al. (2002);
Tiyaboonochal, (2003); Dasha et al. (2011); Tsai et al. (2011a); e Tagliari et al. (2012),
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considerando-se o estudo do diagrama de especiacdo, que evidencia o pH ideal para maior
interacdo entre as espécies quimicas provenientes da quitosana (NH3") e do sulfato de
condroitina (SO3 e COQ"), com base no pKa teorico dos biopolimeros apresentados na Tabela
2 (SKOOG et al, 2006; FARJADO, 2009).

Tabela 2: pKa teorico da quitosana e do sulfato de condroitina.

Quitosana Sulfato de condroitina
7 ‘_oio NH, ol oo o CH,0S0;Na
Estrutura ; °\——A{+Zﬁ k 0@\
o:( OH OH
NHCOCH;
pKa 6,30 2,60 e 4,57

Fonte: Autoria propria.

Dentre os sistemas carreadores de compostos ativos, nanoparticulas poliméricas
constituidas por biopolimeros tem atraido atencdo de muitos pesquisadores. Estes sistemas
podem ser definidos como suspens@es coloidais apresentando nanoparticulas com tamanho
menor do que 1000 nm, sendo que a maioria varia entre 100-500 nm (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998). Sao consideradas potentes vetores, pois possuem boa capacidade
de liberar compostos ativos (LEITE et al., 2007), conseguem estabilizar farmacos (OURIQUE
et al., 2008) e sdo biocompativeis e biodegradaveis (GUINEBRETIERE et al., 2002). Devido
ao seu tamanho reduzido, podem facilmente atravessar barreiras biologicas, assim como,
penetrar em todos os tipos de células.

Embora, biopolimeros naturais como o sulfato de condroitina apresente excelentes
propriedades que justifica sua aplicacdo como carreador de farmaco, este biopolimero é
altamente soltivel em &gua sob condicdes fisioldgicas. Assim, uma alternativa para utiliza-lo
como carreador de substancias ativas consiste na formacdo de complexos polieletroliticos
(PECs), Figura 11, por meio da interacdo eletrostatica com substancias carregadas
opostamente, ja que o SC é um polieletrélito de carater aniénico. Em contrapartida, a
quitosana possui carga positiva sobre os grupos — NH;" quando dissolvida em solugio aquosa
acida, facilitando sua solvatagdo em agua e interagdo com compostos polianiénicos, como o
sulfato de condroitina. Desta forma, a obtencdo de nanoparticulas baseadas na técnica de
gelatinizacdo ionica (interacdo eletrostatica) entre estes biopolimeros torna o sistema
nanoestruturado muito eficiente para encapsulacdo e liberacdo controlada de substancias

hidrofébicas, como a curcumina.



36

pH

8 ©
? Dependente ()
(% ' ©

Formagédo de um
g Complexo

5 Polieletrolitico

° &

Policéation

Polianion

Figura 11 - Formacdo de complexo polieletrolitico. Fonte: Autoria propria.

No entanto, para que haja a formacdo efetiva do complexo polieletrolitico deve-se
levar em consideracdo o pH da solucdo do policétion (quitosana) e do polianion (sulfato de
condroitina). Sabendo-se disto, elaborou-se, previamente, o diagrama de especiacdo, Figura
12, estabelecendo-se o pH ideal para maior interacdo entre as espécies quimicas provenientes
dos biopolimeros.
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Figura 12 - Diagrama de especiacao da superficie da quitosana e do sulfato de condroitina em
funcéo do pH. Fonte: Autoria Propria.
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No diagrama de especiacdo as concentragdes dos sitios superficiais envolvidos séo
plotados em funcdo do pH. Desta forma, verificou-se que para a quitosana o pH ideal é 4,5 e
para o sulfato de condroitina ha uma faixa de pH que pode ser utilizada (3,5 a 6,5), no
entanto, neste estudo foi estabelecido o pH 3,5, onde ha maior concentracdo de grupos
sulfonicos, que favorecem interacGes mais fortes com os grupos amina da quitosana. Como
no diagrama de especiacao ndo é possivel visualizar um pH ideal comum aos grupos amino e
sulfonico, calculou-se a média entre os pHs individuais dos polimeros, obtendo-se um pH
igual a 4,0 ideal para a interacdo entre as espécies quimicas envolvidas.

Outro fator importante na obtencdo de nanoparticulas contendo farmaco é a presenca
de um surfactante. Neste estudo foi utilizado a lecitina (fosfatidilcolina) como agente de
dispersdo. Ao adicionar um surfactante nas nanoparticulas ocorre uma alteracdo do didametro
destas, resultando em nanoparticulas mais compactas, ja que quando dispersa sobre a
superficie das nanoparticulas tende a aumentar a repulsdo eletrostatica (SONVICO et al.,
2006).

Com base nas informacdes fornecidas pelo diagrama de especiacdo, foram obtidas
solugdes homogéneas dos polimeros dissolvidas em acido acético. A solucdo acida de
quitosana foi preparada dissolvendo-se cerca de 200 mg de quitosana em 100 mL de solugéo
de 4cido acético 0,2 mol.L™, sob agitacido 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 4cido acético 0,2 mol.L™. Posteriormente o pH das solucdes
foi ajustado para 4,0, utilizando-se solucéo de NaOH 0,2 mol.L™.

A formacéo das NPs de QTS/SC foi conduzida a partir da adicdo lenta da solucéo de
SC a solugdo de QTS, sob agitacdo magnética constante por aproximadamente 40 minutos,
conforme mostrado na Figura 13, promovendo, desta forma, a complexacéo entre espécies de
carga oposta. Nesta etapa a quitosana sofre gelatinizacdo ibnica e coagula na forma de

nanoparticulas esféricas, resultando, assim, em uma disperséo coloidal estavel.
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Figura 13 — Preparacdo de nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina através da
técnica de gelatinizacdo idnica. Fonte: Autoria propria

As NPs de QTS/SC/Lecitina foram obtidas conforme a metodologia empregada
anteriormente, porém antes da adigdo do sulfato de condroitina foi adicionado o surfactante
lecitina a solucdo polimérica de quitosana, mantendo a solucdo sob agitacdo por
aproximadamente 10 minutos. ApoOs este periodo adicionou-se lentamente o sulfato de
condroitina, mantendo a agitagdo magnética por cerca de 40 min.

A curcumina foi encapsulada as NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina, utilizando-se a
também o método de gelatinizacdo idnica, com algumas alteracdes, conforme representado
nas Figuras 14 e 15. Na NPs de QTS/SC, a curcumina foi adicionada a solucdo de quitosana,
promovendo primeiramente a sua interacdo com o polimero. Apds a impregnacdo e
estabilizacdo do flavandide na solugdo de quitosana, a solucdo de sulfato de condroitina foi
adicionada lentamente a solucdo contendo QTS/curcumina sob agitacdo magnética constante
por cerca 40 minutos. Ja a incorporacdo da curcumina nas NPs de QTS/SC/Lecitina ocorreu
com a prévia adicdo do surfactante a solucdo de quitosana e em seguida adicionou-se a
curcumina e o sulfato de condroitina, deixando a solugdo sob agitacdo magnética por cerca de

40 minutos.
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Figura 14 — Preparacdo de nanoparticulas de quitosana / sulfato de contendo curcumina
através da técnica de gelatinizacéo idnica. Fonte: Autoria propria
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Figura 15 — Preparacdo de nanoparticulas de quitosana / sulfato de contendo curcumina e
lecitina através da técnica de gelatinizagdo idnica. Fonte: Autoria propria
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A quitosana e o sulfato de condroitina foram dissolvidos separadamente em solugéo de
4cido acético 0,2 mol.L™" e a curcumina foi incorporada na solucdo polimérica de quitosana
por meio da preparacdo de uma solucdo alcoolica, dissolvendo-se cerca de 30 mg de
curcumina em aproximadamente 10 mL de etanol.

ApoOs a 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 agua tipo 1, centrifugada novamente e o
material resultante foi acondicionado a -18°C para ser liofilizado, utilizando-se o Liofilizador
Torrone L-300, a uma temperatura de -45°C e pressao de 9,9 bar, obtendo-se nanoparticulas
na forma de pd, o que possibilitou a caracterizag&o fisico-quimica do material obtido.

4.2.5 Caracterizacao das nanoparticulas

Com a finalidade de caracterizar as nanoparticulas obtidas nesse estudo, foram
avaliados o didmetro hidrodinamico, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta. Técnicas
espectroscopicas e calorimétricas, ponderacdo da estabilidade fisico-quimica das
nanoparticulas em suspensdo, avaliacdo morfoldgica, estimativa da eficiéncia de encapsulacdo

da substancia ativa (curcumina) nas NPs e estudo da cinética de liberagdo da curcumina.

4.25.1 Determinacdo do diametro hidrodindmico, PDI e potencial zeta das

nanoparticulas

A caracterizacdo do diametro hidrodindmico, PDI e potencial zeta das nanoparticulas
foi realizada, utilizando-se o equipamento de espealhamento de luz dindmico Nano-Zetasizer
— ZS, modelo ZEN3600 - Malvern Instruments, situado na FCE (UnB/Ceiléndia). 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° em relacéo ao angulo de
incidéncia, e as medidas foram realizadas a temperatura ambiente (25°C) e utilizando-se agua
como dispersante.

Para as analises de didmetro hidrodindmico 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 1,5 mL de agua tipo 1.
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Cada analise 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, 700 pL da suspensdo coloidal preparada
para medida do diametro hidrodinamico e PDI, foi transferida para uma célula eletroforética e
as medidas foram realizadas, utilizando-se equipamento (Nano-Zetasizer ZS), alterando
apenas a configuracdo do equipamento do modo size para 0 modo zeta.

4.2.5.2. Avaliacdo da estabilidade fisico-quimicas das nanoparticulas em suspensao

As nanoparticulas foram preparadas conforme descrito no iten 4.2.4, sendo mantidas
em suspensao e acondicionadas em duas diferentes temperaturas 4°C e 25°C durante 90 dias.
A avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas em suspensao foi realizada,
considerando-se os parametros didmetro hidrodindmico, PDI, potencial zeta e pH. Para as
medidas de diametro hidrodindmico, PDI, potencial zeta utilizou-se o0 equipamento de
espalhamento de luz dindmico Nano-Zetasizer — ZS, modelo ZEN3600 - Malvern

Instruments.

4.2.5.3. Eficiéncia de encapsulagdo da curcumina as nanoparticulas (%EE)

A eficiéncia de encapsulacdo da curcumina (%EE) as nanoparticulas de QTS/SC foi
determinada por meio do método direto, empregando-se medidas espectroscopicas, no
comprimento de onda maximo da absorcdo da curcumina, e aplicando-se os valores obtidos
na equacdo de curva padrdo de calibragdo da curcumina, referente a solugdo de CH3COOH
0,1 mol.L™ em pH 4,0.

Aproximadamente 30 mg das nanoparticulas de QTS/SC/Curcumina e NPS
QTS/SC/Lecitina/Curcumina, ambas liofilizadas foram dissolvidas em 8 mL de solucdo de
CH3COOH 0,1 mol.L™ em pH 4,0 e em seguida adicionado 2 mL de etanol. Apés a extragdo
da curcumina encapsulada nas nanoparticulas, uma aliquota (3mL) da solucdo resultante de
cada amostra 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 encapsulada em cada NPs. A eficiéncia de encapsulacdo da curcumina foi

determinada utilizando-se a equacéo 2:
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% EE = Quantidade de curcumina associada  x 100% (Equacéo 2)
Quantidade inicial de curcumina

4.2.5.4 Avaliacdo morfoldgica das nanoparticulas

A avaliacdo morfoldgica das nanoparticulas desenvolvidas neste estudo foi realizada
utilizando-se um microscopio eletrénico de transmissdo, modelo JEOL JEM-2100, equipado
com EDS, Thermo scientific. As suspensdes coloidais de cada NPs desenvolvida no estudo,
foram diluidas em &gua Tipo 1, em uma razdo de 50 uL da amostra para 100 uL de &gua.
Apos a diluicdo, uma aliquota de 5ulL da suspensdo coloidal e 5uL de contraste de &cido
fosfotlngico 2%, foram depositados sobre uma tela de cobre com 400 mesh, recoberta por um
filme de carbono. Apos a deposicdo a tela de cobre foi seca a temperatura ambiente (25°C)

por aproximadamente 24 h e posteriormente analisada.

4.2.5.5 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho, para todas as amostras, foram obtidos na regido de
4000 — 400 cm™, utilizando-se pastilhas de KBr e um espectrofotdmetro FT-IR Varian 640-

IR, com resoluco de 2 cm™, via anélise de 32 scans.

4.2.5.6 Anélise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas das nanoparticulas preparadas neste estudo foram
realizadas utilizando o equipamento Shimadzu TG 60. Durante a analise a temperatura variou
entre 25°C e 600°C, com razdo de aquecimento de 10°C/min e fluxo de ara 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 envolvidos neste estudo.
4.2.5.7 Perfil de liberacido da Curcumina
A cinética de liberacdo da curcumina, a partir das nanoparticulas de QTS/SC e

QTS/SC/Lecitina, foi realizada em solugdo de fosfato de sodio em pH 6,8. A analise foi

realizada utilizando-se um espectrofotdmetro UV-vis U2M Quimis em Amsx 429nm.
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As nanoparticulas foram previamente preparadas conforme descrito no item 4.2.4 e 0
pH da solugdo de fosfato de sédio foi ajustado utilizando-se solugdo de NaOH 0,1 mol.L™.
Para realizacdo da leitura de absorbancia aproximadamente 30 mg de nanoparticulas
preparadas e posteriormente liofilizadas foram suspensas em 30 mL de solucdo de fosfato de
sodio pH 6,8.

Ap0s a adigdo da solucdo tampéo as NPs, em intervalos pré-determinados, transferiu-
se aproximadamente 3 mL do sobrenadante para uma cubeta, sendo a solucdo analisada por
espectroscopia de UV-vis. A andlise foi conduzida por 240 h e o comportamento de liberagédo
da curcumina foi observado em temperatura ambiente (25°C) e sob agitagdo magnética
constante nas primeiras h de liberacdo, e com ocasional agitagdo antes da leitura de
absorbancia.

A porcentagem de curcumina liberada foi determinada, utilizando-se a curva padréo de
calibracdo que relaciona a absorbancia com a concentragdo conhecida da curcumina na
mesma solucdo em que a cinética de liberagdo foi conduzida. Os resultados obtidos para a

liberacdo cumulativa da curcumina foram calculados, utilizando-se a equacéo 3:

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

4.2.6. Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e nanoencapsulada

A avaliacdo citotdxica teve como objetivo avaliar se a curcumina e as nanoparticulas
contendo curcumina interferem na viabilidade de células tumorais. Os ensaios foram
realizados utilizando-se células tumorais humanas de mama da linhagem MCF-7. Todos os
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.
4.2.6.1 Manutencéo das celulas

As células de cancer de mama (aliquotas de 500 uL) foram removidas de um estoque
em nitrogénio liquido e rapidamente descongeladas a 37°C. Em seguida as celulas foram
centrifugadas a 750 g por 2 minutos, ressuspensas em 10 mL de meio de cultura RPMI 1640

(R6504, Sigma-Aldrich) e adicionadas a frascos de cultura com volume de 75 cm?®. Esses
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frascos foram entdo incubados por 48 h 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 foi
suplementado com 2g L™ de bicarbonato de sédio e 10% de soro fetal bovino (SFB).

Para garantir a qualidade das células utilizadas nos experimentos, a cada 48 h o meio
de cultura era substituido por um meio de cultura fresco. A cultura de célula foi
periodicamente observada por meio de um microscépio éptico invertido da marca Olympus®,
modelo CK2, a fim de se avaliar as condi¢BGes celulares como: crescimento, aspectos
morfologicos e presenca de contaminantes.

ApoGs atingir o estagio de confluéncia, elevada densidade de células em uma
determinada &rea, as células foram removidas do frasco de cultura e recultivadas em uma
densidade menor. Para isto o meio de cultura contido na garrafa foi descartado e as células
removidas do frasco pela adi¢do 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 RPMI 1640, para neutralizar a acdo da tripsina, € 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,

para entdo proceder a contagem do nimero de células.
4.2.6.2 Contagem celular

A fim de determinar o numero de células, 10 pL da suspensdo de células foram
transferidos para um microtubo juntamente com 40 pL de solucao estoque de 0,4% de azul de
tripan (p/v). 8 uL 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 microscopio oOptico invertido. Assim, a quantidade

de células foi determinada de acordo com a equacgéo 4.

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

Apos a determinacdo 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 o0 ensaio de viabilidade celular.
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4.2.6.3 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 h para a completa adesao das células no fundo da placa. A concentracdo padrdo de células
adotada foi de 5 x 10° célula/poco, e o volume de suspensdo celular transferido para cada pogo

foi determinado segundo a equacéo 5:

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

Ap6s 24 h de incubacdo, as placas contendo a cultura de células foram observadas em
microscopio éptico invertido para a avaliacdo da morfologia, dispersao 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 pL da solugdo de meio
de cultura contendo as amostras em estudo.

As amostras estudadas foram NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina padrdo e contendo
curcumina, curcumina livre, sulfato de condroitina, solucdo de acido acético, solugdo de
etanol/agua, solucdo lecitina/agua e agua. A concentracdo das amostras variou de 10 a 40
umol L™. Para cada concentracio foi realizada uma triplicata, e apds o tratamento as células
foram mantidas incubadas em estufa pelo periodo de 24, 48 e 72 h.

As NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina padrdo e contendo curcumina foram
preparadas conforme descrito nos itens 4.2.4. A solucdo de curcumina livre foi preparada
utilizando-se 8 mg de curcumina diluida em solucdo de etanol/agua em uma razédo 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 padréo
e contendo curcumina e seu respectivo controle acido tiveram seus pHs ajustados para o pH
fisiologico (7,4), com solucéo de NaOH 10 mol L™.

Apols cada periodo de incubacdo, 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) ¢ 135 pL de meio de cultura fresco. As placas foram
novamente mantidas na estufa a 37°C, 5% de CO, por aproximadamente duas h. Apos esse
periodo, removeu-se a solugdo do meio de cultura e MTT e adicionou-se 200 uLL de DMSO,

homogeneizando-se o0 sistema com o auxilio de uma micropipeta para que 0s cristais de
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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 espectrofotémetro 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 maxima
(100%) e a porcentagem de células 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 equacao 6:

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

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 apds 24 horas.

4.2.6.4 Controle positivo

O controle positivo para o ensaio de MTT foi realizado seguindo a mesma
metodologia utilizada na avaliagdo da citotoxicidade da curcumina livre e encapsulada em
nanoparticulas de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina com a diferenca que no controle positivo as
células (MCF-7) foram tratadas com peroxido de hidrogénio na concentracdo de 2 a 5 mmolL"
1 Ap6s 24 h de incubagdo em estufa a 37°C e 5% de CO,, o0 meio contendo o peréxido de
hidrogénio, foi removido, e adicionou-se 15 pL de solugdo estoque de MTT e 135 pL de meio
de cultura (RPMI 1640) fresco. As placas foram novamente mantidas na estufa a 37°C, 5% de
CO;, por aproximadamente 2 h. Apds esse periodo, removeu-se a solu¢do do meio de cultura e
MTT e adicionou-se 200 pL. de DMSO, homogeneizando-se 0 sistema com o auxilio de uma
micropipeta para que os cristais de formazan fossem completamente solubilizados no DMSO.
De tal modo, foi possivel realizar a leitura da absorbancia do formazan por meio de um
espectrofotdbmetro acoplado a um leitor de microplacas, em comprimento de onda de 595 nm.
A partir dos dados obtidos verificou-se que o MTT detecta adequadamente células com baixa
viabilidade, pois como estas concentracfes de perdxido de hidrogénio € toxico para as células,
estas apresentaram viabilidade inferior a 10% no ensaio de MTT.
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4.2.6.5 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados obtidos foram apresentados
como média = desvio padrdo da media. A determinacdo das diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos avaliados foi realizada por meio da andlise de variancia
(ANOVA) com teste estatistico de Tukey, utilizando-se o software GrapHPad Prism® versdo

5,0, sendo considerado estatisticamente significativo p<0,001.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagéo do diametro hidrodinamico, PDI e potencial zeta

Considerando-se o estudo de especiacao e a adi¢do do surfactante lecitina, verificou-se
que as nanoparticulas preparadas pelo método de gelatinizacdo ibnica apresentaram uma
distribuicéo estreita, menor diametro hidrodindmico e um potencial zeta positivo com valor

em mddulo alto, indicando boa estabilidade coloidal, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Diametro hidrodindmico, PDI e potencial zeta das NPs de QTS/SC e
QTS/SC/Lecitina padrdo e contendo curcumina.

Amostra Diametro (nm)? PDI? Potencial Zeta (mV)*®
QTS/SC 379,5+228 0,429 + 0,02 +58,2+2,5
QTS/SC/Lecitina 319,0 £16,5 0,384 £ 0,02 +59,7+£2,2
QTS/SC/Curcumina 4155+ 6,3 0,391 £ 0,02 +60,4+1,1
406,2+ 7,6 0,339 £ 0,02 +64,8 £0,2

QTS/SC/Lecitina/Curcumina

# analise realizada em triplicata, n = 3.

Ao analisar as caracteristicas das NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina padrdo e
contendo curcumina verificou-se que a adicdo do surfactante promoveu uma reducdo no
didmetro hidrodindmico e no PDI e um aumento no potencial zeta das nanoparticulas.

A diminui¢do no didametro hidrodindmico das NPs sob influéncia de lecitina pode ser
explicado pela interacdo eletrostatica que ocorre entre a quitosana e o surfactante, na qual as
moléculas de lecitina tendem a formar um nucleo caracterizado pelas cadeias alifaticas da
lecitina enquanto as moléculas de quitosana formam uma camada hidrofilica decorrente da
interacdo da QTS com os grupos fosfatos da lecitina para protecao da estrutura interna.

J& 0 aumento no potencial zeta pode ser explicado em decorréncia da presenca de um
grupo NHs:" na estrutura do surfactante que aumenta a densidade de carga positiva na
superficie das NPs formadas.

Ao adicionar o surfactante nas nanoparticulas sua carga superficial é alterada em
comparagdo com a particula original e os dados obtidos demonstram uma diminui¢do do

tamanho da nanoparticula, o que pode ser desencadeado pela menor probabilidade de
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agregacdo ou pelo aumento da forca de repulsdo eletrosttica entre a quitosana e lecitina
presentes na nanoparticula (HUN-YU TSAl et al., 2011).

Além disso, ao comparar os dados das NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina padrédo e
contendo curcumina, foi possivel observar que ocorreu um aumento nas caracteristicas das
nanoparticulas, que pode ser justificada devido a interagdo dos grupos NHs" da quitosana com
o0s grupos fendlicos da curcumina.

A adicdo de lecitina propicia uma diminuicdo do didmetro hidrodinamico das

nanoparticulas em decorréncia das interacGes eletrostaticas, promovendo, assim, um aumento
na densidade de carga positiva, resultando em sistemas mais polidispersos e estaveis.

Com isso, verificou-se que o método de gelatinizacdo idnica é um método eficaz,
simples, répido, ndo necessitando de equipamentos sofisticados para obtencdo de
nanoparticulas poliméricas. Além disso, 0 método aliado ao estudo de especiacdo possibilitou
o desenvolvimento de nanoparticulas com caracteristicas mais adequadas a um sistema de

liberagdo controlada de farmaco.

5.2 Avaliacéo da estabilidade fisico-quimicas das nanoparticulas em suspensao

Realizou-se a avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das NPs de QTS/SC e
QTS/SC/Lecitina padréo e contendo curcumina, por meio do monitoramento dos parametros:
didmetro hidrodindmico, PDI, potencial zeta e pH durante o periodo de 90 dias. As
nanoparticulas foram preparadas conforme descrito no item 4.2.4 e acondicionadas em duas
diferentes temperaturas: 4°C e 25°C.

Os dados obtidos no estudo de estabilidade coloidal, considerando o parametro
diametro hidrodinamico e potencial zeta para as NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina padréo e
contendo curcumina, estdo apresentados nas Figuras 16, 17, 18, 19. Os dados de PDI estdo

apresentados na Tabela 4.
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Figura 16 - Diametro hidrodinamico das NPs de: (a) QTS/SC com e sem lecitina, (b)
QTS/SC/Curcumina com e sem lecitina na temperatura de 25°C durante o periodo de 90 dias.
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Figura 17 - Diametro hidrodinamico das NPs de: (a) QTS/SC com e sem lecitina, (b)
QTS/SC/Curcumina com e sem lecitina na temperatura de 4°C durante o periodo de 90 dias.

Ao avaliar o didametro hidrodindmico observa-se que as nanoparticulas analisadas,
apresentaram variacGes com relacdo a esta caracteristica, indicando que com o passar do
tempo hd uma tendéncia a formacdo de aglomerados. No estudo conduzido, mesmo
verificando-se 0 aumento do tamanho das nanoparticulas ndo se observa a formacdo de
precipitados.

Com base nos dados obtidos, com relagdo ao pardmetro potencial zeta, as NPs, se
apresentaram, de maneira geral, estaveis, pois ao longo do tempo, as variacdes observadas
foram pouco significativas. Em todas as amostras os valores de potencial zeta foram
relativamente altos, maiores = 56 mV, conferindo-lhes a este sistema coloidal boa estabilidade

fisico-quimica, fazendo com que o mesmo resista mais facilmente a agregacao.
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Figura 18 - Potencial zeta das NPs de:
QTS/SC/Curcumina com e sem lecitina na temperatura de 25°C durante o periodo de 90 dias.
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Figura 19 - Potencial zeta das NPs de:
QTS/SC/Curcumina com e sem lecitina na temperatura de 4°C durante o periodo de 90 dias.
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Com relacdo a polidispersdo do sistema observa-se que para as amostras deste estudo

o melhor valor de PDI encontrado é 0,230 conforme Tabela 4, e sdo para as amostras na

presenca do surfactante. Além disso, os valores obtidos apresentaram variagfes pouco

significativas e PDI inferiores a 0,5, o que confere as amostras melhor capacidade de

monodisperséo e consequentemente melhor estabilidade.
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Tabela 4 - PDI das NPs de QTS/SC, QTS/SC/LECITINA, QTS/SC/CURCUMINA e
QTS/SC/LECTINA/CURCUMINA em funcao da temperatura, durante o periodo de 90 dias.

Tempo QTS/sc? QTS/SC/LEC? | QTS/SC/CURC? | QTS/SC/LEC/CURC?
1 0,429 £ 0,02 0,384 £ 0,02 0,391 £ 0,02 0,339+ 0,02
2 0,470 £ 0,02 0,358 £ 0,04 0,344 £ 0,03 0,343+ 0,02
3 0,314 +£0,22 0,230 £ 0,03 0,418 £ 0,05 0,397 £ 0,09
EL()) 4 0,212+0,08 0,475+ 0,08 0,475 £ 0,04 0,483 +0,01
‘c\'d 5 0,527 £ 011 0,509 £ 0,08 0,539 £ 0,09 0,391+ 0,03
s 10 0,495+0,01 0,415+0,15 0,686 £ 0,22 0,544 £ 0,04
§ 20 0,467 £ 0,04 0,458 £ 0,04 0,531 £ 0,04 0,457 £ 0,05
L 30 0,504 £ 0,02 0,554 £ 0,02 0,525 £ 0,05 0,316 + 0,10
e 40 0,573 +0,02 0,539+ 0,05 0,515+ 0,03 0,487 + 0,09
it 50 0,572+ 0,03 0,562 + 0,01 0,496 + 0,05 0,539+0,01
60 0,405+ 0,01 0,430 + 0,02 0,433 + 0,07 0,490 + 0,08
70 0,492 + 0,05 0,530 + 0,02 0,469 + 0,05 0,400 + 0,09
80 0,528 + 0,04 0,530+ 0,03 0,493 + 0,09 0,484 + 0,03
90 0,503 + 0,06 0,476 + 0,07 0,436 + 0,03 0,544 +£ 0,02
1 0,470 + 0,04 0,311+ 0,03 0,314 + 0,02 0,230+ 0,08
2 0,360 + 0,04 0,335+ 0,05 0,429 + 0,02 0,234+ 0,08
3 0,413 + 0,06 0,382 +0,12 0,458 + 0,14 0,431+0,08
O 4 0,442 + 0,03 0,309 + 0,03 0,319+0,17 0,439+ 0,05
<N 5 0,492 + 0,04 0,502 + 0,13 0,478 + 0,08 0,386 + 0,12
© 10 0,517 +0,09 0,544 + 0,03 0,564 + 0,02 0,378 £ 0,01
% 20 0,517 +0,03 0,429 £ 0,02 0,416 £ 0,01 0,344 £ 0,06
S 30 0,526 £ 0,04 0,551 £ 0,04 0,555+ 0,03 0,441+ 0,03
g— 40 0,574+ 0,01 0,531 +0,02 0,421 £ 0,05 0,558 £ 0,02
& 50 0,550+ 0,01 0,538 £ 0,04 0,529 £ 0,05 0,471+ 0,03
60 0,558 £ 0,02 0,547 £ 0,04 0,391 £ 0,02 0,510 + 0,07
70 0,533+0,01 0,536 £ 0,01 0,512+ 0,08 0,408 £ 0,01
80 0,556 £ 0,06 0,552 £ 0,02 0,533 £ 0,03 0,480 + 0,08
90 0,531+0,02 0,529 £ 0,03 0,473 £ 0,05 0,466 + 0,08

# analise realizada em triplicata, n = 3.

Com base nos dados apresentados na Tabela 5, os valores do pH das amostras com e
sem a presenca de lecitina retratam pouca variacdo, mantendo-se praticamente constante ao

longo do tempo e independente da temperatura, indicando assim boa estabilidade coloidal.
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Tabela 5 - pH das NPs de QTS/SC, QTS/SC/LECITINA, QTS/SC/CURCUMINA e
QTS/SC/LECTINA/CURCUMINA em funcdo da temperatura, durante o periodo de 90 dias.

Tempo | QTS/SC | QTS/SCILEC | QTS/SCICURC | QTS/SC/LEC/CURC
1 4,11 4,13 4,12 4,11
2 4,18 4,20 4,26 4,15
3 4,12 4,13 4,18 4,16
O 4 4,13 4,13 4,16 4,16
Q| 5 4,11 4,00 4,13 4,08
£ 10 4,19 4,23 4,26 4,23
2] 20 4,15 4,15 4,23 4,26
g | 30 4,16 4,13 4,18 4,20
£ 40 4,22 4,32 4,19 4,21
| 50 4,04 4,03 4,03 4,22
60 4,15 4,12 4,16 4,21
70 4,10 4,09 4,09 4,24
80 4,12 4,12 4,18 4,26
90 4,17 4,22 4,11 4,17
1 4,06 4,07 4,15 4,11
2 4,23 4,31 4,32 4,39
3 4,23 4,22 4,32 4,23
4 4,22 4,19 4,23 4,22
g s 4,20 4,18 4,19 4,19
< | 10 4,26 4,37 4,23 4,35
S| 20 4,24 4,30 4,32 4,32
S| 30 4,27 4,27 4,29 4,30
S| 40 4,23 4,22 4,28 4,25
S| 50 4,48 4,43 4,39 4,35
60 4,35 4,27 4,29 4,27
70 4,42 4,35 4,32 4,32
80 4,38 4,32 4,26 4,29
90 4,40 4,38 4,29 4,32

Ao longo do estudo da estabilidade fisico-quimica, foram observadas algumas
variacfes nas caracteristicas das nanoparticulas, ndo se pode afirmar que a variacdo de
temperatura (4°C e 25°C) teve influéncia direta nas variacfes dos parametros: diametro
hidrédindmico, potencial zeta e PDI das nanoparticulas, pois com relacdo a essas diferentes
temperaturas, as variagdes sofridas foram pouco significativas. Com base nos parametros
analisados, verificou-se que as nanoparticulas se apresentaram estaveis. Porém, por se tratar
de uma suspensdo coloidal de nanoparticulas, que estd mais propensa a agregacdo e
sedimentacdo no decorrer do tempo, € preciso realizar o acompanhamento destes, e de outros

parametros, por um periodo superior ao estabelecido neste estudo.
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5.3 Eficiéncia de encapsulagédo da curcumina as nanoparticulas (%6EE)

A eficiéncia de encapsulagdo da curcumina nas nanoparticulas de quitosana/sulfato de
condroitina, foi calculada com base na relagcdo entre a quantidade de curcumina associada e a
quantidade total de curcumina adicionada no preparo das nanoparticulas, conforme a equacao
1 (item 4.2.5.3), ocorrendo uma variacgdo significante entre os valores obtidos dos diferentes

pHs, conforme ilustra a Tabela 6.

Tabela 6 — Eficiéncia de encapsulagéo da curcumina em NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina.

Amostra Curcumina Curcumina Eficiéncia de
adicionada (mg)® | encapsulada (mg)® | encapsulacéo (%EE)?

QTS/SC 30,7 +0,15 24,2+0,11 78,6 = 0,36%

QTS/SC/Lecitina 30,7+0,21 26,8 +0,16 87,5+0,51%

@ analise realizada em triplicata, n=3.

Com base nos valores obtidos, € possivel observar que o surfactante adicionado no
preparo da nanoparticulas influéncia de forma direta na eficiéncia de encapsulagdo do
farmaco, pois observou-se uma taxa de 87,5% de curcumina encapsulada nestas
nanoparticulas. A lecitina é um surfactante biocompativel, que promove melhorias nas
propriedades das nanoparticulas, bem como um aumento na taxa de incorporacédo farmaco.

Estudos similares demonstram resultados similares aos obtidos neste estudo. Dandekar
et al. (2010b) produziram nanoparticulas de curcumina encapsulada em hidrogel de
hidroxipropil ~— metil  celulose e poli(vinil  pirrolidona) pela técnica de
miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente. Os autores encontraram valores de eficiéncia de
encapsulagdo de 72%, indicando uma baixa afinidade entre a curcumina e 0s encapsulantes
utilizados. Yallapu et al. (2010) encapsulou curcumina em poli(écido latico-co-glicélico) pela
técnica de nanoprecipitacdo, utilizando estabilizantes como poli(vinil &lcool) e poli(L-lisina) e
obteve resultados de eficiéncia de encapsulagéo entre 49,6 + 4,5% e 89,5 + 3,2%.

Anitha et al. (2011) produziram curcumina nanoencapsulada em orto-carboximetil
quitosana, obtendo particulas de estruturas esféricas com um didmetro médio de cerca de 150
nm e com eficiéncia de encapsulacdo de 87%. Conduziram estudos da atividade de curcumina
nanoencapsulada demonstrando efeito toxico para determinadas células cancerigenas e nao

toxicas para células normais.
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5.4 Avaliacao morfoldgica das nanoparticula

Para a analise do diametro e morfologia das nanoparticulas foi utilizada a técnica de
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET). Neste estudo, ndo foram obtidos uma
quantidade de perfis com qualidade suficiente para a realizacdo da contagem das
nanoparticulas.

Para as analises de MET, a suspensdo das nanoparticulas é gotejada sobre uma tela de
cobre e, entdo desidratada para ser analisada, o que também pode justificar a reducdo do
tamanho das nanoparticulas. Com a desidratacdo a agua presente dentro das nanoparticulas é
eliminada. Provocando uma contracgdo e, consequentemente uma redugdo no seu tamanho.

O tamanho de todas as nanoparticulas obtido por meio da analise de MET foi inferior
aos tamanhos encontrados por nas analises de DLS, isto pode esta relacionado ao fato de que
no microscopio ocorre a visualizacdo de apenas uma populacdo de particulas ou também a

formacéo de aglomerados durante a medida de diametro (Figura 20).
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a as amostras: A) QTS/SC (50nm); B)
QTS/SC/Curcumina (100nm); C) QTS/SC/Lecitina (50nm) e D) QTS/SC/Lecitina/Curcumina
(200nm).
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Figura 20 — Microscopia Eletrénica de Transmisséo par

As nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras e contendo curcumina
e/ou lecitina, apresentam em suas microscopias regides claras e escuras, caracteristicas essas
que indicam a auséncia de homogeneidade, ou seja, uma morfologia heterogénea.
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Nas micrografias obtidas das diferentes amostras apresentadas na Figura 20 observa-se
a formacdo de nanoparticulas compactas e esféricas, além disso, é possivel observar um
nucleo sélido envolto em polimero que nédo interagiu em todas as micrografias. Verificou-se
também que a presenca do ativo (curcumina) e da lecitina ndo alterou a morfologia das
nanoparticulas. As nanoparticulas ndo se apresentaram perfeitamente esféricas nas
fotomicrografias, provavelmente em virtude de distor¢do decorrente da secagem e

desidratagdo no momento do preparo da amostra.

5.5 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

O espectro de infravermelho é caracteristico da molécula como um todo. Porém certos
grupos de atomos ddo origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia,
independente da estrutura da molécula (MILIOLI, 2011). A Figura 21 apresenta o espectro na

regido infravermelho para os sistemas desenvolvidos neste estudo.

o

Absorbancia, a.u.
o

g

\\I!\!!‘!!\\‘\\\!'\!!\Il\\
-

T T T T T ' I L T T T T T [
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda, cm*!

Figura 21- Espectros de FTIR para: a) quitosana; b) sulfato de condroitina; ¢) nanoparticula
de QTS/SC; d) nanoparticula de QTS/SC/Lecitina; e) nanoparticula de QTS/SC/curcumina; f)
nanoparticula de QTS/SC/lecitina/curcumina e g) curcumina.

O espectro de quitosana (Figura 22a) pode-se notar a presenga de algumas bandas
caracteristicas em 3367 cm™ (v-OH), que correspondem ao estiramento axial OH das
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hidroxilas, banda de amida I (deformacéo axial C = O) situada em 1658 cm™ e em 1589 cm™
banda referente ao grupo NH,. Em 1,377 cm™ observa-se uma faixa na deformacéo angular
CH, simetrica.

No espectro do sulfato de condroitina (Figura 22b), evidenciam a presenca de bandas
em 3441 cm™, referente & ligagdo -OH, em 1649 cm™, referente & amida I, em 1571 cm™
observou-se & vibrac#o, referente a deformacdo da amina, em 1238-1060 cm™ referente ao
estiramento da ligacdo S=O e em 856 cm™ associado a ligacdo do grupo C-O-S.

No espectro da curcumina (Figura 22g), pode-se observar o espectro da curcumina,
que apresenta banda de absorcdo em 3451 cm™ referente ao grupo OH fendlico, em
1620 cm-1 a banda refere-se ao estiramento de C=0O de cetona conjugada, em 1562 e
1420 cm-1, estiramento de C=C de anel aromatico e alifatico. A banda em1380 cm-1
refere-se ao estiramento dos grupos CH3 presentes na estrutura do corante e, em
1070 cm-1, estiramento de C-O-C, de éter (PAN et al.,2006).

No espectro das amostras das nanoparticulas sintetizada no estudo (Figura 20c), foi
observado o aparecimento de uma nova banda em 1020 cm™ que evidencia o estiramento da
ligacdo entre os grupos NH3*-SO3, indicando a interagdo 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 deformacio 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 deformacdo 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 22e), verificou-se que ocorreu um deslocamento da banda em 1593 cm™
para 1558 cm™, referente & NH, da quitosana, indicando a interacéo entre o grupo amina do
polimeros e o grupo fendlico da curcumina (PAN et al., 2006).

Para as amostras contendo o surfactante lecitina observa-se o surgimento de bandas
em 3284 e 3171 cm™ referentes aos estiramentos do grupamento amina presentes no
surfactante. Adicionalmente observa-se na Figura 22d e Figura 22f o surgimento de uma nova
banda em 1705 cm™ referente & carbonila dos 4cidos graxos da lecitina. Desta forma observa-
se que o surfactante esta disperso em toda amostra e auxilia na dispersdo da curcumina nas
nanoparticulas. Esses dados indicam que a curcumina esta ligada a quitosana via ligacdo de

hidrogénio, onde os OH fendlicos dela se interagem com 0s grupos amino da quitosana.
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5.6 Andlise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas para os polimeros, para as nanoparticulas formadas por
meio deles, e para a curcumina, na Figura 22, onde sdo observados os perfis de perda de
massa.

A curva de perda de massa para a quitosana exibe um comportamento tipico para este
polissacarideo, apresentando dois estagios distintos de perda de massa, apresentando um em
73°C, relacionado com a desimudificacdo do polimero e outro em 305°C, que é atribuido a

degradacéo térmica do biopolimero, via a quebra das ligacdes glicosidicas existentes em sua

estrutura.
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Figura 22: Analise termogravimétrica para 0s materiais usados na producdo das
nanoparticulas, nos sistemas puros (A) e nos sistemas contendo lecitina (B).
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Para o sulfato de condroitina, observam-se trés estagios de perda de massa. O primeiro
em 76,25°C, refere-se desumidificagdo do biopolimero, que ocorre devido a perda de agua. O
segundo e o terceiro estagios, relacionados com a degradacdo do biopolimero ocorrem em
248,4°C com e 567,8°C, respectivamente.

Para as nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras, foram observados,
também, trés estagios de perda de massa. O primeiro e 0 segundo estagio sdo representados
pelos picos 125,6°C e 247,3°C, indicando a perda de moléculas de 4gua. A terceira perda de
massa ocorreu em 458,6°C atribuido a degradacdo da nanoparticula.

Para o sulfato de condroitina, observam-se trés estagios de perda de massa. O primeiro
em 76,25°C, refere-se desumidificagdo do biopolimero, que ocorre devido a perda de agua. O
segundo e o terceiro estagios, relacionados com a degradacdo do biopolimero ocorrem em
248,4°C com e 567,8°C, respectivamente.

Para as nanoparticulas de quitosana / sulfato de condroitina puras, foram observados,
também, trés estagios de perda de massa. O primeiro e 0 segundo estagio sdo representados
pelos picos 125,6°C e 247,3°C, indicando a perda de moléculas de 4gua. A terceira perda de
massa ocorreu em 458,6°C atribuido a degradacéo da nanoparticula.

Com base nos resultados apresentados, foi possivel observar que as nanoparticulas de
quitosana / sulfato de condroitina apresentaram uma maior estabilidade térmica quando
comparado aos polimeros que as constituem, pois as mesmas necessitaram de uma
temperatura mais elevada para se degradar. Isto pode ser comprovado devido a forte interacéo
eletrostatica entre os dois biopolimeros, provocando uma menor perda de massa no segundo
estdgio, 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, ap0s a reordenacdo da rede polimérica, a
degradacdo do material ocorre em temperatura mais elevada (Figura 23A — curva verde).
(FAJARDO, 2009; DU et al., 2006). Porém ao ser adicionado o surfactante lecitina, percebe-
se que a estrutura polimérica formada é modificada, e a estabilidade térmica é alterada.

Para as NPs de QTS/SC/Curcumina sem a presenca de lecitina, os perfis de
degradacdo apresentaram-se com trés estagios de perda de massa, sendo que 0 primeiro e 0
segundo ocorreram em 59°C e 256°C, respectivamente, indicando a evaporacdo da agua, o
terceiro estagio de perda de massa ocorreu em 422,7°C, correspondente a decomposic¢ao 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 degradacédo sugere a presenca de outro material nas nanoparticulas, provocando
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uma diminuigdo na estabilidade térmica dos polimeros (NETO et al., 2005; ZOHURIAN et
al., 2004).

Quando a surfactante lecitina é adicionado as QTS/SC/Curcumina, observa-se que 0
perfil de perda de massa ainda possui trés estagios de perda de massa, porem a estabilidade
térmica é aumentada. O primeiro e o segundo, referentes a perda de umidade e de agua ligada
a estrutura do polimero ocorrem em 62°C e 256°C, respectivamente. Um terceiro pico é
observado em 512°C evidenciando que a estrutura formada entre os dois biopolimeros mais o
surfactante na presenca da curcumina, aumentam a estabilidade térmica da amostra (Figura
23B — curva azul) .

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 decomposicéo da curcumina.

5.7 Perfil de liberacéo da curcumina

O estudo de liberacdo controlada da curcumina encapsulada nas nanoparticulas de

QTS/SC e QTS/SC/Lecitina, foi conduzido em solucdo fosfato em pH 6,8 e esta apresentado

na Figura 23.
105
O\O -
< 100+ o ° ° s s L] L] ] ] ]
£ 1e .
e [ ]
S5 9%5qe
o °
o [ ]
= [
O 90 =
] b
© -
g 85 Ta
T "
S 804
€ i
]
o 75
o
@
u e
© 70+ = Sem lecitina
) o
! ® Com lecitina
- 65 T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Tempo, h

Figura 23 — Liberacdo controlada de curcumina a partir de NPs de QTS/SC e
QTS/SC/Lecitina em solugéo fosfato em pH 6,8.
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Atualmente, os sistemas poliméricos de liberacdo de drogas estdo sendo amplamente
utilizados, estes permitem uma liberacdo lenta e gradual da substéncia ativa, além de
possibilitar o direcionamento a alvos especificos do organismo (MULLER et al., 2009).

Por intermédio de matrizes hidrofilicas, a liberacdo de ativos tem sido comprovada
como uma interagdo complexa entre intumescimento, difuséo, erosdao e relaxacio
(HARLAND et al., 1988). Portanto, na préatica, matrizes poliméricas, geralmente, liberam o
soluto via combinacao de varios mecanismos. A penetracdo gradual de agua em um polimero
ocasiona um aumento gradual no tamanho do mesmo com a formacdo de um gel hidratado,
permitindo que qualquer material aprisionado no polimero possa dissolver-se através do
mesmo (PEPPAS e SAHLIN, 1989; MUNDAY e COX, 2000).

A equacdo 7 é, frequentemente, é utilizada para analisar o processo de liberacdo de
solutos, a fim de caracterizar o mecanismo predominante durante a liberacdo (KORSMEYER
etal., 1983):

M (Equagio 7)

onde M¢M,, representa a fracdo do soluto liberado no tempo t, k é uma constante que
incorpora caracteristicas da matriz polimérica e do soluto e n é o coeficiente difusional, cujo
valor depende da geometria da particula e fornece informagdes sobre o mecanismo de
liberacdo de agentes ativos a partir de matriz polimérica, Tabela 7 (RITGER e PEPPAS,
1987a).

Tabela 7 — Relacgdo entre o expoente difusional n e mecanismo de liberacdo para os diferentes
sistemas de liberacdo controlada.

Expoente difusional, n
Mecanismo de liberacédo

Filmes Cilindros Esferas
0,5 0,45 0,43 Difuséo Fickiana
0,5<n<1,0  0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo (ndo Fickiano)
1,0 0,89 0,85 Caso Il de transporte
>1,0 > 0,89 > 0,85 Super Caso 11 de transporte

Fonte: RITGER e PEPPAS, 1987a; SIEPMANN e PEPPAS, 2001.

Baseando-se nos critérios para cinética de liberacdo de solutos a partir de sistemas

intumesciveis com geometria esférica, um valor de coeficiente difusional n < 0,43, indica que
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0 mecanismo de liberacdo observado € o de difusdo do soluto através de camadas da matriz,
também conhecido como mecanismo de liberacdo Fickiano ou “Caso I”. Quando o coeficiente
se encontra entre 0,43 < n < 0,85, obtém-se um transporte ndo-Fickiano ou anémalo, onde
ocorre a superposicdo dos dois fendmenos, sendo que a liberacdo é controlada pela difusdo e
intumescimento, simultaneamente. Um valor de n= 0,85, indica que a liberacdo do soluto é
controlada apenas pelo intumescimento/relaxacdo da cadeia polimérica, isto €, independente
do tempo, mecanismo este, também conhecido como “Caso II”” de transporte. Para valores de
n > 0,85 tém-se um Super Caso Il de transporte, no qual ocorre a contribuicdo simultanea de
processos como difusdo, intumescimento, relaxacdo e erosdo da matriz polimérica (RITGER e
PEPPAS, 1987a e 1987b; ROY E ROHERA, 2002; SIEPMANN e PEPPAS, 2001).

A liberacdo por solvente é baseada na solubilizacdo do agente encapsulante
(tipicamente com &gua) seguindo por subsequente liberacdo do ingrediente encapsulado.
Neste caso, ela pode ser ocasionada por um ruptura repentina ou uma liberacdo lenta, através
do controle de solubilizagdo da parede ou do intumescimento do agente encapsulante, cujo
responsaveis sdo os efeitos do pH e as mudancas na forca idnica do meio (WHORTON,
1995).

A liberacdo por difuséo é estritamente governada por propriedades quimicas e fisicas
do agente encapsulante, tais como, a estrutura da matriz e o tamanho dos poros (WHORTON,
1995). A difusdo é regida por um gradiente de concentracdo e de forcas atrativas
intermoleculares, por meio de propriedades quimicas e fisicas do agente encapsulante, tais
como: estrutura da matriz e tamanho dos poros (REINECCIUS e WHORTON, 1995). Outro
fator que influencia a difusdo de um soluto é o grau de intumescimento da microesfera, que
pode ser causado pela adsorcdo de agua, ou outro solvente, provocando o aumento dos poros e
dos espacos livres, permitindo a permeacdo do material microencapsulado, através das cadeias
poliméricas (SANTOS et al., 2000). Assim, quando ocorre 0 intumescimento, 0 agente
encapsulante que protege a microesfera passa de um estado vitreo para a forma de um gel. A
cadeia polimérica no estado gel, torna-se mais movel do que no estado vitreo, permitindo que
o ingrediente ativo difunda através da matriz mais rapidamente (POTHAKAMURY e
BARBOSA-CANOVAS, 1995). Desta forma, aumentando a atividade da agua ou
adicionando agentes plastificantes na matriz de um agente encapsulante, aumenta-se a razao
da liberacdo do ingrediente encapsulado (REINECCIUS e WHORTON, 1995).

A partir da linearizagdo da equacdo 7 (In Mt/Mw = In k + n.Int), consegue-se dois
importantes parametros cinéticos para a liberagcdo da curcumina a partir das nanoparticulas. O

coeficiente linear nos fornece a constante de velocidade liberacdo da curcumina (k) a partir
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das NPs e o coeficiente angular nos fornece o expoente difusional n, que caracteriza o
mecanismo de liberagdo da curcumina a partir das NPs sintetizadas neste estudo. Os dados
referentes a linearizacdo das curvas de liberacdo estdo apresentados na Tabela 8 e os dados

cinéticos e a analise do mecanismo estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 8 — Dados referente a linearizacdo das curvas de liberacdo (y = a + bx) para
determinacdo do mecanismo de liberagédo da curcumina

Amostra a bx indice de correlaco (r)
QTS/SC 3,6807 0,126x 0,9907
QTS/SC/Lecitina 3,8969 0,104x 0,9982

Tabela 9 — Dados cinéticos e analise do mecanismo de liberacao

Amostra k (mol L* h) Coeficiente Difusional n
QTS/SC 39,67 0,126
QTS/SC/Lecitina 49,24 0,104

A partir da Tabela 9 observa-se que a constante de velocidade de liberacdo é maior
para as NPs QTS/SC/Lecitina. A presenca de lecitina favorece a liberagdo do ativo quando as
NPs estdo em contato com a solucdo tampé&o. Em ambas as amostras o coeficiente difusional n
tem seu valor menor de 0,45, o que caracteriza 0 mecanismo de liberacdo da curcumina
através das NPS por difusao fickiana.

Os grupos amina da quitosana permanecem desprotonados em pH 6,8, uma vez que o
pH do meio é maior que o pKa do polimero, diminuindo, desta forma, a forca de interacdo
existente entre as cadeias de quitosana e sulfato de condroitina. Por outro lado, 0s grupos
sulfonicos e carboxilicos do sulfato de condroitina, com pKa 2,60 e 4,57 respectivamente,
tornam-se desprotonados e carregados negativamente. A partir dai, ocorre um aumento na
densidade de cargas negativas, 0 que promove a repulsdo eletrostatica entre as cadeias do
biopolimero sulfato de condroitina. Esta repulsdo, associada a diminuicdo da forca de
interacdo entre as cadeias da QTS e SC, desestabiliza a rede polimérica, provocando a
expansdo desta, e em consequéncia disso, as moléculas de curcumina associadas &s
nanoparticulas adquirem maior mobilidade, facilitando assim sua difusdo por meio das
nanoparticulas (FAJARDO, 2009, PIAI et al, 2009).
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5.8. Avaliagéo da atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e nanoencapsulada

O potencial terapéutico da curcumina, como um agente citotoxico, tem sido
amplamente discutido na literatura. Recentemente, varios estudos tem reportado que a
curcumina apresenta perfis de citotoxicidade distintos, conforme o tecido celular e a
concentracdo deste fotoquimico.

Desta forma, ao analisar o efeito da curcumina livre na viabilidade de células MCF-7,
no periodo de 24 h, Figura 25, observou-se que a presenca de 10 pmol.L™ de curcumina ndo
houve reducdo significativamente na viabilidade de células MCF-7. Nas concentracdes de 20
e 40 pmol.L™? verificou-se que a curcumina livre reduz significativamente a viabilidade
celular para 52,0 e 27,7 % (p<0,001), respectivamente quando comparado ao grupo controle.

Para a curcumina encapsulada nas NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina, Figura 25
observou-se também que ndo houve reducéo significativa na viabilidade na concentracdo de
10 pmol.L™ no periodo de 24 h. Nas concentracdes de 20 e 40 pmol.L™ observou-se que
houve diferenca estatisticamente significativa. Células MCF-7 tratadas com as NPs de
QTS/SC/Curcumina tiveram sua viabilidade reduzida para 55,7 % (p<0,0001) na
concentracéo de 20 pmol.L™ e na concentracdo de 40 umol.L™ para 53,4 % (p<0,0001). J4 as
NPs de QTS/SC/Lecitina/Curcumina reduziram para 66,7 e 41,4 % (p<0,0001) nas
concentracdes de 20 e 40 pmol.L™, respectivamente a viabilidade celular quando comparadas

ao grupo controle, no periodo de 24 h, conforme mostrado na Figura 24.
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Figura 24 - Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e encapsulada em
NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina no periodo de 24h (p < 0.001). Fonte: Autoria propria.
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Para a curcumina livre, Figura 25, foi observado uma redugdo estatisticamente
significativa na viabilidade celular no periodo de 48 horas em todas as concentraces
estudadas. Nas concentracdes de 10, 20 e 40 pmol.L™ foi observado que a curcumina livre
reduziu para 66,8; 40,5 e 21,8 % (p<0,0001), respectivamente, a viabilidade da célula MCF-7,
quando comparado ao grupo controle.
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Figura 25 - Avaliagdo da atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e encapsulada em
NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina no periodo de 48h (p < 0.001). Fonte: Autoria prépria.

As NPs de QTS/SC/Curcumina e QTS/SC/Lecitina/curcumina também apresentaram
diferenca estatisticamente significativa na viabilidade da célula MCF-7 em todas as
concentracdes estudadas, no periodo de 48 h, conforme mostrado na Figura 26. Para as NPs
de QTS/SC/Curcumina observou-se que nas concentracdes de 20 a 40 pmol.L™ houve reducéo
de (51,8 e 50,8 %, respectivamente; p<0,0001) e na concentracio de 10 pmol.L™ observou-se
uma reducdo de 724 % (p<0,001) na viabilidade celular. As NPs de
QTS/SC/Lecitina/Curcumina reduziram para 25,0. 40,6 e 56,9 % (p<0,0001) a viabilidade das
células nas concentracdo de 40, 20 e 10 pmol.L™?, respectivamente, quando comparadas ao
grupo controle.

Na avaliagdo da viabilidade celular no periodo de 72 horas da curcumina livre e
nanoencapsulada, Figura 26, foi observado uma redugdo estatisticamente significativa na
viabilidade celular em todas as concentra¢Ges avaliadas. Para as curcumina livre observou-se
que a viabilidade celular foi reduzida para 51,2; 25,3 e 19,2 % (p<0,0001) quando utilizado as
concentracdes de 10, 20 e 40 pmol.L™, respectivamente para as NPs de QTS/SC/Curcumina

foi observado que a viabilidade das células reduziu para 60,6; 43,3 e 36,4 % (p<0,0001) nas
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concentracdes de 10, 20 e 40 pmol.L™, respectivamente. Em relacio as NPs de
QTS/SC/Lecitina/curcumina observou-se que nas concentracdes de 10, 20 e 40 pmol.L™ a
viabilidade das células MCF-7 foi reduzida para 49,2; 389 e 23,8 % (p<0,0001),

respectivamente quando comparado ao grupo controle.
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Figura 26 - Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro da curcumina livre e encapsulada em
NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina no periodo de 72h (p < 0.001). Fonte: Autoria propria.

Estes resultados podem estar relacionados ao maior o tempo de incubacéo, a eficiéncia
de encapsulacdo da curcumina nas nanoparticulas e ao perfil de liberacdo da curcumina
através das NPs, pois em NPs de QTS/SC/Lecitina, observou-se maior eficiéncia de
encapsulacdo da curcumina, bem como uma liberagdo mais rapida do ativo.

Nos experimentos controle realizados para se avaliar a toxicidade do sistema de
liberacdo sem a presenca da curcumina nos periodos de 24, 48 e 72 horas, observou-se que a
adicdo das NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina padréo e dos controles (SC, solugdo de acido
acético, solucdo de lecitina/agua e solucdo de etanol/agua) ndo alterou a viabilidade das
células e principalmente que estes ndo apresentaram toxicidade.

Além disso, através do ensaio de viabilidade celular, usando o teste de MTT realizado
neste estudo pbde-se verificar que a curcumina livre e encapsulada em nanoparticulas de
QTS/SC e QTS/SC/Lecitina apresenta efeito citotoxico para as celulas tumorais humana de
mama (MCF-7), pois inibiram o crescimento celular de forma significativa.

Dados obtidos na literatura quanto a aplicagdo da curcumina na viabilidade celular de
linhagens MCF-7, suportam os dados obtidos no estudo, mostrando perfis de viabilidade

celular similares aos encontrados neste estudo. Ainda sdo poucos os estudos que mostram a
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curcumina associada a nanoparticulas (BAYOMI, et al., 2013; BOZTAS, et al., 2013; ZHI-
DONG, et al., 2014; ZHOU, et al., 2011).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, observou-se que o método utilizado
para a preparacdo das nanoparticulas de QTS/SC e QTS/SC/curcumina na presenca e auséncia
da lecitina, aliado ao estudo de especia¢do possibilitou a obtengdo de nanoparticulas com
distribuicéo estreita (0,339 + 0,02 a 0,429 + 0,02), diametro hidrodindmico reduzido (319,0 +
16,5 a 415,5 + 6,3) e potencial zeta positivo com valor em modulo alto (+58,2 + 2,5 a +64,8 +
0,2), indicando boa estabilidade coloidal.

Atualmente, existem varios meétodos descritos para a determinacdo do grau de
desacetilacdo da quitosana, neste estudo, a medida foi realizada por meio de titulacdo
condutimétrica em funcdo da sua precisdo e simplicidade. A porcentagem dos grupos amina
livre obtida foi de 76,90%, o que demonstra que o polimero estudado é de fato a quitosana.

Com a finalidade de caracterizar a substancia ativa, curcumina, utilizou-se a técnica
UV-vis. A analise foi realizada em solucio 2,71 mmol.L™* em pH 4,0. Observou-se que neste
pH a curcumina apresentou-se protonada e com Amax igual a 429 nm.

As nanoparticulas de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina padrdo e contendo curcumina,
durante o periodo de 90 dias apresentaram estabilidade fisico-quimica nas diferentes
temperaturas de acondicionamento (4° C e 25°C), com variagfes pouco significativas dos
pardmetros pré-estabelecidos: didmetro hidrodindmico, PDI, potencial zeta e pH.

A eficiéncia de encapsulacdo da curcumina nas NPs QTS/SC e QTS/SC/Lecitina foi
de 78,6 + 0,36% a 87,5 + 0,51%, respectivamente, 0 que demonstra que a adicdo do
surfactante nas nanoparticulas influéncia de forma direta na encapsulacdo do farmaco, uma
vez que a adicdo de lecitina as nanoparticulas, aumenta a possibilidade de encapsulagdo de
farmacos hidrofébicos.

Por meio da analise de microscopia eletrénica de transmissao das diferentes amostras
estudadas observou-se a formacgdo de nanoparticulas compactas e esféricas. Observou-se
ainda que a presenca da curcumina e da lecitina ndo alterou a morfologia das nanoparticulas.
Além disso, nanoparticulas ndo se apresentaram perfeitamente esféricas nas fotomicrografias,
provavelmente devido a distor¢do decorrente da secagem e desidratacdo no momento do
preparo da amostra.

Por meio da analise das curvas termogravimétricas pbde-se observar que as
nanoparticulas apresentaram maior estabilidade térmica do que seus polimeros constituintes,

além disso a degradacdo das mesmas SO ocorreu em temperaturas elevadas.
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A liberacdo da curcumina foi conduzida em solugéo fosfato em pH 6,8, e ocorreu de
forma lenta e gradual por meio das nanoparticulas, via mecanismo de difusdo Fickiana,
observando uma liberacdo de forma mais rapida nas amostras que contem o surfactante.

Através do ensaio de viabilidade celular, usando o teste de MTT realizado neste estudo
poOde-se verificar que a curcumina livre e encapsulada em NPs de QTS/SC e QTS/SC/Lecitina
apresenta efeito citotoxico para as células tumorais humana de mama (MCF-7), pois inibiram
o crescimento celular de forma significativa nos trés periodos avaliados: 24, 48 e 72 horas.
Além disso, as nanoparticulas e os constituintes ndo sdo toxicas para a célula e apresentaram
boa estabilidade fisico-quimica sob condicfes fisiologicas, o que indica sua possivel
aplicabilidade como sistema de liberacdo controlada de substancias hidrofobicas, como a
curcumina, bem como a sua futura avaliacdo quanto a biodistribuicdo e efeito citotoxico em

modelos in vivo.
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