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RESUMO

A doenca de Alzheimer causa um grande impacto socioeconémico em todo mundo.
Entretanto, at¢é o momento ndo foi desenvolvido um tratamento eficiente nem
intervencdes médicas capazes de curar esta doenca. Justificam-se assim muitos
estudos acerca de medicamentos alternativos, com destaque para os curcuminoides,
gue apresentam menor custo, maior disponibilidade, atoxicidade e efeitos adversos
reduzidos. Contudo sua bioatividade e apreciavel potencial como terandstico sao
limitados por sua natureza hidrofébica, que resulta em baixa biodisponibilidade. Neste
contexto, o encapsulamento polimérico surge como uma poderosa ferramenta para
viabilizar a aplicacdo destes polifendis. Para tal, é indispensavel um estudo criterioso
da bioengenharia do sistema nanoparticulado bem como a compreenséo do efeito do
proprio extrato natural sobre os polimeros envolvidos. Neste estudo, 0os curcuminoides
foram extraidos a partir do rizoma da curcuma e caracterizados por diferentes
técnicas. As nanoparticulas a base de policaprolactona e Pluronic F-68 foram
produzidas por nanoprecipitacdo, com adicao de diferentes proporcdes de extrato de
curcuminoides, e caracterizadas fisica, quimica, estrutural e morfologicamente.
Também foram realizados ensaios de alteracdo de cor, de solubilidade e eficiéncia de
retencdo de extrato nas nanoparticulas. Os resultados de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, ressonancia magnética nuclear de
carbono-13, cromatografia liquida de alta eficiéncia e UV-visivel demostraram
satisfatoriamente a extracdo dos curcuminoides de interesse, bem como seu
carreamento, manutencao de suas essenciais caracteristicas quimicas e aumento da
solubilidade em meio aquoso quando encapsulado. Também pbéde ser observada - via
espalhamento dindmico de luz, potencial zeta, espectroscopia de infravermelho,
difracdo de raios X, microscopia eletrénica de varredura, calorimetria diferencial de
varredura, analise termogravimétrica e ressonancia magnética nuclear no dominio do
tempo - a influéncia das distintas quantidades de extrato de curcuminoides sobre a
dindmica molecular, propriedades morfologicas, estruturais e fisico-quimicas das

nanoparticulas obtidas.

Palavras-chave:  Nanoparticulas poliméricas. Nanoprecipitagdo. Alzheimer.

Curcuminoides. Caracterizacéo.



ABSTRACT

Alzheimer's disease has a worldwide socioeconomic impact. However, no efficient
treatment or medical interventions capable of curing this disease have been developed
so far. Thus, many studies on alternative medicines are justified, with emphasis on the
research on curcuminoids, that present lower cost, greater availability, non-toxicity and
reduced adverse effects. However, its bioactivity and its appreciable potential as
theranostics are limited by its hydrophobic nature, which results in low bioavailability.
In this context, the polymer encapsulation emerges as a powerful tool to make the
application of these polyphenols viable. For this, a critical study of the bioengineering
of the nanoparticulate system is indispensable as well as the understanding of the
effect of the natural extract on the polymers used. In this study, curcuminoids were
extracted from the rhizome of turmeric and characterized by different techniques. The
nanoparticles based on polycaprolactone and Pluronic F-68 were produced by
nanoprecipitation, with addition of different proportions of curcuminoids extract, and
characterized physically, chemically, structurally and morphologically. The color
change, solubility and extract retention on nanoparticle tests were also performed. The
results of Fourier transform infrared spectroscopy, carbon-13 nuclear magnetic
resonance, high-performance liquid chromatography and UV-visible showed
satisfactorily the extraction of curcuminoids of interest, as well as their carrying, the
maintenance of their essential chemical characteristics and the increase of their
agueous solubility when encapsulated. It could also be observed - via dynamic light
scattering (DLS), zeta potential (ZP), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), differential scanning
calorimetry (DSC), thermogravimetric analysis (TGA) and nuclear magnetic resonance
in the time domain (TD-NMR) - the influence of different amounts of extract of
curcuminoids on the molecular dynamics, morphological, structural and

physicochemical properties of the obtained nanoparticles.

Keywords: Polymeric nanoparticles. Nanoprecipitation. Alzheimer. Curcuminoids.

Characterization.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) foi pela primeira vez identificada e descrita pelo
psiquiatra e neuropatologista Alois Alzheimer em 1906. Embora muitos avancos
tenham sido feitos em torno da etiologia e histopatologia desta doenca desde entéo,
ainda perduram questionamentos fundamentais que repercutem na dificuldade de se
encontrar opcdes de diagnostico, cura e tratamentos mais efetivos para a DA.
Atualmente, a enfermidade € enfrentada com base na hipétese de formacédo de
agregados da proteina B-amiloide, inflamacao glial neurotdéxica e consequente
estresse oxidativo e degeneracéo cerebral (SMALL; CAPPAI, 2006).

Héa muitos anos, uma gama de produtos naturais e substancias deles derivadas
sao usados para fins medicinais devido ao seu potencial farmacolégico associado ao
fato de serem provenientes de fontes abundantes ou ao menos renovaveis.
Recentemente, alguns produtos naturais vém ganhando ainda mais relevancia por
apresentarem baixo custo de producdo e extracdo, além de efeitos adversos
reduzidos, uma vez que ja sdo testados, aprovados e usualmente utilizados
integralmente ou como parte da formulacdo de cosméticos, alimentos, embalagens,
entre outros (WATKINS et al., 2015).

Um bom exemplo de produto natural que desperta interesse popular, da
industria farmacéutica e do meio académico sdo 0s curcuminoides - compostos
polifendlicos extraidos do rizoma da Carcuma (Curcuma longa Linn, Zingiberaceae),
como uma mistura de trés substancias basicas: curcumina, demetoxicurcumina e bis-
demetoxicurcumina. Sobretudo a curcumina € hoje amplamente apreciada e apontada
CcoOmMo uma esperanca no tratamento e prevencao da DA por apresentar pertinentes
propriedades farmacologicas ja comprovadas in vitro e in vivo como: anti-inflamatoria,
antioxidante e antiamiloide. Alguns estudos inclusive ja demonstraram a atuacao
sinérgica dos curcuminoides no combate & DA e na atividade nematicida
(ANDERSON; MITCHELL; MOHAN, 2000; AHMED; GILANI, 2014). Outra vantagem
apresentada pelos nutracéuticos (alimentos ou nutrientes que associam funcgdes
nutricionais basicas e propriedades farmacéuticas) como os curcuminoides € sua
atoxicidade, que confere maior seguranca a aplicagcdo biomédica e possibilita a
administracdo oral de altas doses (ANAND et al., 2007; NAKSURIYA et al., 2014).
Entretanto, sua baixissima solubilidade em &agua, baixa biodisponibilidade, rapida

metabolizacdo e alta propenséo a degradacédo oxidativa limitam sua aplicacdo como
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agente terapéutico (ANAND et al., 2007; BELKACEMI et al., 2011; NAKSURIYA et al.,
2014; SUN et al., 2014; LIU, Z. et al., 2016).

Deste modo, a Nanomedicina mostra-se uma conveniente ferramenta para
melhorar a biodisponibilidade dos curcuminoides, pois 0 encapsulamento de bioativos
hidrofébicos em nanoparticulas de polimeros biodegradaveis favorece o aumento da
sua solubilidade em &gua, do seu tempo de retencdo na corrente sanguinea, da
estabilidade, da tolerabilidade e, assim, da sua eficacia, permitindo ainda uma via de
liberacdo controlada do ativo (MAITI et al., 2016).

Neste trabalho, foram escolhidos polimeros biocompativeis e biodegradaveis,
a policaprolactona (PCL) e o Pluronic F-68, para a producdo das nanocapsulas
poliméricas carreadoras de curcuminoides visto sua finalidade de aplicacdo como
terandstico (agente com funcéo terapéutica e diagnostica) para Alzheimer. A PCL é
um tipo de poliéster, classe de polimeros mais aplicada no desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas para sistemas de liberagcdo de medicamentos e se destaca
como um biomaterial promissor neste contexto, tendo seu uso em sistemas de
liberacéo j4 aprovado pela Food and Drug Administration (LIECHTY et al., 2010;
DASH; KONKIMALLA, 2012; SHAIK; KORSAPATI; PANATI, 2012; PITTO-BARRY;
BARRY, 2014; MALI; BATHE, 2015). A estrutura quimica da PCL resulta em
propriedades ideais para o0 encapsulamento e liberagéo prolongada de ativos oleosos,
especialmente no que tange o controle da sua biodegradabilidade no ambiente
fisiolégico, que pode ser adequada determinando o grau de cristalinidade e a massa
molar do polimero convenientemente (ULERY; NAIR; LAURENCIN, 2011).

Apesar de todas as vantagens da PCL, sua caracteristica hidrofébica conduz a
sua rapida remocéao do corpo, bem como a baixa estabilidade das nanoparticulas em
meio aquoso. Assim, para aumentar a estabilidade e a viabilidade de nanoparticulas
de PCL em sistemas fisiolégicos, o revestimento de poloxamero anfifilico (Pluronic F-
68) foi proposto para evitar a agregacao e a depuracao natural das nanoparticulas
pelo sistema imunolégico (MONDAL; GRIFFITH; VENKATRAMAN, 2016).

A técnica escolhida para a producdo dos nanossistemas foi a nanoprecipitacao,
por apresentar diversas vantagens como: ser um método rapido, simples, barato e de
alta reprodutibilidade; formar instantaneamente suspensdes de nanoparticulas muito
estaveis, de dispersado estreita (entre 50 e 300 nm) e ja recobertas por polimero
anfifilico; e permitir o encapsulamento de farmacos totalmente insolliveis em agua
(BECK-BROICHSITTER et al., 2010; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desta dissertacéo foi avaliar a influéncia da adicédo de
diferentes proporgdes de extrato de curcuminoides em sistemas nanoparticulados
obtidos via nanoprecipitacéo, utilizando diferentes ferramentas de analise (sobretudo
quimica, estrutural e térmica), visando uma possivel utilizacdo dos curcuminoides na
area farmacéutica, como agente diagndstico e/ou terapéutico, no combate a doenca

de Alzheimer.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar um extrato de curcuminoides a partir do rizoma da curcuma e verificar
nele a presenca dos componentes de interesse farmacoldgico através do estudo

quimico e cromatogréafico do mesmo.

e Desenvolver, por nanoprecipitacdo, nanoparticulas a base de PCL e Pluronic F-68
contendo diferentes proporgdes de curcuminoides, visando sobretudo confirmar a
sua incorporacdo e entender o efeito do extrato de curcuminoides sobre o

comportamento dinamico e molecular de cada nanossistema polimérico.

e Caracterizar os sistemas nanoparticulados em relacao ao tamanho, potencial zeta,

morfologia, estrutura, cristalinidade, propriedades térmicas e dinAmica molecular.

e Determinar a eficiéncia de retencdo do extrato nas nanoparticulas bem como a
capacidade de manutencdo de propriedade fundamental como cor pela

incorporagao na matriz polimeérica.

e Estudar o perfil de solubilidade aguosa dos curcuminoides e dos nanossistemas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1DOENCA DE ALZHEIMER (DA)

Esta neuropatologia recebe o nhome do médico alem&o que pioneiramente a
identificou e caracterizou, ha 112 anos, como um padréo especifico de deméncia senil
ou precoce, causado por um disturbio neurofisiolégico degenerativo que acarreta em
perda de memoria, desorientacdo espaco-temporal e, a longo ou médio prazo
prejudica as fun¢des motoras, podendo levar até a morte (SMALL; CAPPAI, 2006).

Os crescentes estudos acerca da doenca de Alzheimer (DA) justificam-se pelo
nefasto impacto socioeconémico por ela causado. Segundo a Alzheimer’s Association
(2017), ha quatro anos, os certificados oficiais de 0Obito dos Estados Unidos da
Ameérica registraram 93.541 mortes decorrentes da DA, fazendo-a configurar como a
sexta maior causa de morte no pais. Outrossim, ainda que a DA nao leve a morte, tem
graves consequéncias sobre o doente, sua familia e sobre a sociedade como um todo,
visto que € uma das principais causas de deméncia e morbidade, gerando a
necessidade de acompanhamento especializado, o que implica num alto custo. A
medida que a doenca progride, aumentam as demandas e o sofrimento causados pela
enfermidade. Estima-se que os cuidados requeridos por um paciente diagnosticado
com Alzheimer onerem o orcamento publico e familiar chegando a triplicar seus gastos
com medicacdo, acompanhamento médico e de enfermagem especializada,
internacdes e intervencdes recorrentes (ARRIGHI et al., 2010).

O diagndstico da DA frequentemente € feito de modo tardio porque seus
sintomas (perda de memobria recente, confusdo mental, irritabilidade, subitas
mudancas de humor, alienacdo espaco-temporal, dificuldades com a linguagem, entre
outros) confundem-se com ocorréncias relacionadas a idade avancada, ao estresse
ou mesmo ao desenvolvimento de algum outro tipo de deméncia. E, lamentavelmente,
a maior probabilidade de efetividade no tratamento, com perspectiva de estagnagao
da evolucdo dos sintomas, esté diretamente relacionada ao estagio de degeneracao
encefalica. Por isso, inUmeros critérios foram estabelecidos e sdo constantemente
reformulados para facilitar e antecipar a identificacdo da doenca de Alzheimer e seu
imediato tratamento (DUBOIS et al., 2014).

Segundo estimativas da ADI (Alzheimer's Disease International), em 2015,

mais de 45 milhdes de pessoas ja sofriam de deméncia em todo o mundo. Somente
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no Brasil, verificam-se cerca de 1,2 milhdo de casos da DA e supde-se que
aproximadamente o dobro deste numero configure em pacientes ainda sem o
diagnéstico confirmado e reportado (ABRAz, 2017). Com o aumento da longevidade,
aumenta também, a cada ano, a representatividade da DA. Prevé-se que o0 numero
de casos diagnosticados de deméncia entre americanos dobre a cada 20 anos,
podendo chegar a mais de 131 milhdes em 2050. Em vista deste contexto, cresce
exponencialmente o numero de pesquisas sobre o tema a fim de ndo s6 estabelecer
o diagnostico precocemente, mas também elaborar tratamentos mais adequados,
visando futuramente obter a cura da DA (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

3.1.1 Bases bioquimicas da doenca

Os sintomas da doenca de Alzheimer sdo causados pelo dano ou destruicdo
neuronal e perda sinaptica em partes do cérebro envolvidas em funcbes cognitivas e
motoras (NITRINI et al., 2005). A DA atinge primeiro o hipocampo, afetando a
aprendizagem e a memoria, depois o pensamento e o planejamento das ac6es. Com
o tempo, progride lentamente para outras areas do cérebro, causando danos
irreversiveis no funcionamento intelectual, afetivo, comportamental e fisico do
paciente (ERICKSON; BARNES, 2003).

J& existem evidéncias consideraveis de que o acumulo da proteina 3-amiloide
(AB) seja o principal responsavel pela neurodegeneragao que ocorre na DA. A AB é
produzida a partir do precursor de proteina 3-amiloide (APP), através de sua clivagem
pela enzima B-secretase (BACEl). Uma vez que os agregados de AB e os
emaranhados neurofibrilares - constituidos por filamentos de proteina Tau
hiperfosforilada - sado o “ponto-chave” desta patogénese, levando ao quadro
inflamatorio da microglia e a atrofia tecidual, sdo também o mote central das pesquisas
que visam desenvolver terapias baseadas na inibicdo da producéo, agregacao ou
depuracéo amiloide, embora o mecanismo pelo qual estas proteinas contribuem entre
si gerando toxicidade e gliose cronica ainda seja pouco compreendido (MASTERS;
SELKOE, 2012). As pesquisas de Patrick McGeer e colaboradores (2016) confirmaram
apenas que esta condicao implica na producéo de radicais livres e outras substancias
neurotdxicas que acabam por destruir o tecido neuronal. Assim, os tratamentos mais
modernos que propdem uma vertente anti-inflamatdria e antioxidante, seja por via

farmacoldgica, seja por via nutricional.
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3.1.2 Tratamento atual e suas limitacdes

Até o momento, as opcbes de tratamento farmacologico da DA atendem
basicamente a dois propoésitos distintos: inibicdo da colinesterase ou regulacdo da
atividade de outros mensageiros quimicos cerebrais importantes para a aprendizagem
e memoria. Nenhuma das abordagens até hoje aventada é capaz de cessar ou retardar
o dano neuronal causado pela doenca; elas apenas elevam a quantidade de
neurotransmissores no cérebro, amenizando os sintomas e melhorando a qualidade
de vida do paciente, a curto ou médio prazo (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

Ja a terapia ndo farmacoldgica € geralmente aplicada concomitantemente a
alguma medicacao, com o intuito de manter ou melhorar a cognicdo e a capacidade
de realizar atividades cotidianas. Neste segmento, incluem-se atividades de
estimulacgéo cognitiva, social e fisica (STROHLE et al., 2015).

Os farmacos disponiveis no mercado e aprovados pela FDA (U.S. Food and
Drug Administration) mais comumente usados no tratamento da DA sao destacados
no Quadro 1, acompanhados de seus respectivos modos de atuacao, estagios em que

sdo recomendados e efeitos colaterais.

Quadro 1 - Medicag6es utilizadas no tratamento da doenca de Alzheimer

cor:::-:iﬂ Pr:icvlzlo Classe Atuagio Estagio aplicavel Efeitos colaterais
Aricept® Donepezil Todos Nauseas, vomitos, diarréia, cdibras

musculares, fadiga, perda de peso

Evitam a quebra da acetilcolina e/ou butirilcolina, Néuseas, vomitos, diarréia, perda de

Razadyne®| Galantamina | Inibidores da Leve a moderado

colinesterase mensageiros quimicos importantes para a peso, diminuicdo do apetite
aprendizagem e para a meméria Nauseas, vomitos, diarréia, fraqueza
Exelon® | Rivastigmina Leve a moderado |muscular, diminui¢do do apetite, perda
de peso

Antagonista Regula a ativac&o do glutamato e bloqueia os Moderado a severo Tonturas, dor de cabeca, diarréia,

Namenda®| Memantina . L ’ T
da NMDA* efeitos toxicos associados ao seu excesso constipagdo

. Memantina + A ' -
Namzaric® Donepezil Combinag&o das duas classes de medicamentos acima Moderado a severo

Dor de cabeca, nauseas, vémitos,
diarréia, tonturas, diminuicdo do apetite

*NMDA: N-metil D-Aspartato (aminoacido excitatério agonista do glutamato)

Fonte: Adaptado de Alzheimer’s Disease Education and Referral Center, 2015

Observa-se que os efeitos adversos sao bastante expressivos. Isto acarreta,
muitas vezes, em uma situacdo de desconforto tdo grande ao paciente, que a
amenizacdo dos demais sintomas nédo se torna proficua.

Alguns fatores dificultam o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para
a doenca de Alzheimer: o elevado custo da pesquisa e producdo dos medicamentos;

o tempo relativamente longo necessario para analise da efetividade do tratamento, que
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é afetado pelo quadro dindmico de progressdo da doenca, modificando
constantemente a estrutura cerebral; e a desafiadora questdo da transposicao da
barreira hematoencefalica pelo medicamento. Nao obstante, as pesquisas seguem no
intuito de, ao menos, reduzir os efeitos adversos causados pelos medicamentos ja
consolidados na terapéutica sintomatica (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

3.1.3 Extratos naturais como alternativa para o tratamento da DA

Ao redor do mundo, diversos produtos naturais como Ginkgo biloba, vitamina E,
canela, 6mega 3 e agafrdo ja sdo utilizados a fim de prevenir e retardar os danos
causados pela DA. Embora a maioria deles ndo possua atividade farmacologica
cientificamente comprovada, dados estatisticos evidenciam de algum modo sua
eficacia. Na india, por exemplo, onde é expressivo o consumo de agafréo, as taxas de
mortalidade em decorréncia do Alzheimer sdo bem inferiores a de paises americanos
que nao tém o acafrdo em sua tradicdo culinaria (AGGARWAL et al., 2007). Por isso,
ainda que de modo informal ou complementar aos tratamentos sintomaticos
farmacoldégicos, tais produtos sdo comumente prescritos por médicos e nutricionistas
(NEWMAN; CRAGG, 2007). A Ginkgo Biloba & mais um bom exemplo - mesmo néo
sendo aprovada pela FDA, é aprovada em varios paises europeus e respaldada pela
European Medicines Agency (MCCARNEY et al., 2008, IHL; TRIBANEK;
BACHINSKAYA, 2012).

Wang e colaboradores (2016) salientam que muitas das experiéncias
acumuladas no tratamento da deméncia pela Medicina Tradicional Chinesa, utilizando
ervas durante milhares de anos de pratica, tiveram seus efeitos terapéuticos validados.
E, ja que infelizmente poucos foram os farmacos sintetizados que atingiram o efeito
preventivo ou terapéutico esperado nas aplicacfes clinicas até agora, emerge uma
necessidade urgente de se estudar e explorar ainda mais produtos naturais para o
tratamento da DA. Tais produtos hoje sdo defendidos também por apresentarem
atuacao multialvo e acarretarem em menos efeitos colaterais, tornando-se apropriados
até para o uso preventivo, a longo prazo.

Os efeitos antioxidantes e neuroprotetores de compostos polifendlicos de
origem natural ja sdo amplamente estudados por sua elevada bioatividade. Através da
avaliacdo da excitotoxicidade induzida por acido quindlico (QUIN) em culturas

primarias de neurdénios humanos (Figura 1), ja foi possivel, inclusive, confirmar que o
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galato de epigalocatequina (EPCG), o hidrato de catequina (HC) e a curcumina (CUR)
sdo capazes de reduzir consideravelmente os danos oxidativos. Apigenina (AGN),
naringenina (NGN) e galotanina (GTN), compostos fendlicos similares, mesmo em
menor grau, também sdo capazes de reduzir os efeitos oxidativos, com atuacao
neuroprotetora similar (BRAIDY et al., 2010; ESSA et al., 2012).

Figura 1 — Quantificacéo in vitro dos niveis de 3-NT, PARP e NAD+
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Fonte: Adaptado de BRAIDY et al., 2010

Segundo os autores do estudo apresentado na Figura 1, os resultados obtidos
se deveram ao fato de a excitotoxicidade QUIN-induzida ser mediada por niveis
intracelulares elevados de Ca?* e pelo estresse oxidativo mediado por éxido nitrico,
que resulta em dano do DNA, ativagdo de poli(ADP-ribose) polimerase (PARP),
deplecdo de NAD+ e morte celular. Todos os polifendis testados foram capazes de
reduzir os efeitos oxidativos do aumento da producéo de 6xido nitrico, reduzindo assim
a formacgao de 3-nitrotirosina (3-NT) e PARP e, portanto, impedindo a deplegéo de
NAD+ e a morte celular. Contudo, tanto o EPCG quanto HC e CUR foram mais
eficientes em comparacdo com a AGN, NGN e GTN, possivelmente em virtude dos
mecanismos adicionais dos polifendis primeiramente citados, que Ihes permite atenuar
bastante o influxo Ca?* induzido por QUIN (BRAIDY et al., 2010).

3.1.31 Curcuminoides

A Curcuma longa Linn, uma planta herbacea da familia Zingiberaceae, destaca-

se neste cenario visto que as substancias extraidas de seu rizoma exercem acao anti-
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inflamatdria e antioxidante, além de atuar diretamente sobre as proteinas AB e Tau,
protagonistas da patogénese do Alzheimer (WANG et al., 2016). Estudos de Silva
Filho e colaboradores (2009) afirmam que, apesar de a curcuma (também conhecida
como acafrdo, acafroa, acafrdo-da-india, acafrdo-da-terra, turmérico, raiz-de-sol ou
gengibre amarelo) ter origem asiatica, ja € amplamente cultivada h4 décadas em
paises tropicais como o Brasil para ser utilizada com finalidade medicinal e culinéria.

Uma vantagem de se utilizar um nutracéutico (alimento ou ingrediente alimentar
gue possui acdo farmacoldgica) como o acafrao é que ele proporciona beneficios para
a saude além da nutricdo béasica, oferecendo menos riscos, uma vez que ja é aprovado
como atoxico pelos érgaos de controle e largamente usado como conservante,
aromatizante e corante natural em bebidas e alimentos (curry, mostarda, queijos,
sorvetes, iogurtes e margarina). Achados epidemiolégicos demonstraram que o0
consumo de acafrdo pela populacédo indiana pode estar associado a uma menor
prevaléncia de Alzheimer (ZLOTOGORSKI et al., 2013; PRASAD, S. et al., 2014;
AGGARWAL et al., 2007).

Os principais compostos responsaveis pelas atividades da curcuma séo 0s
curcuminoides: a curcumina e seus derivados (demetoxi e bis-demetoxicurcumina),
polifendis representados na Figura 2 (PERET-ALMEIDA et al., 2008).

Figura 2 - Estrutura quimica dos curcuminoides
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Fonte: Adaptado de PERET-ALMEIDA et al., 2008

De acordo com Zhao e colaboradores (2012), a curcumina € capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica e se ligar aos oligbmeros de A, inibindo sua
aglomeracdo e reduzindo sua toxicidade, além de retardar a indugcdo de

hiperfosforilagdo da proteina Tau. Mesmo antes da elucidacdo de varios mecanismos
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associados a efetividade da curcumina sobre a DA, ja havia evidéncias da mesma. Em
estudos in vitro, pesquisadores mediram os efeitos da curcumina sobre a formacéo de
fibrilas de AB a partir de peptideos e constataram que ela inibiu a formacéo e extensao
das fibrilas além de desestabilizar estruturalmente as fibrilas pré-formadas, de forma
dose-dependente, na faixa de concentracdo entre 0,1 e 1 micromolar (ONO et al.,
2004). Tal constatacao foi ratificada por estudos em modelos animais de DA cujo perfil
comportamental foi drasticamente beneficiado com a administragcdo de curcumina
(YANG et al., 2005). A atividade antioxidante da curcumina também pode ajudar a
explicar parcialmente os beneficios observados, uma vez que o estresse oxidativo
aumenta o dano no tecido cerebral durante a DA, o que confirma os estudos in vivo
realizados posteriormente por Essa e colaboradores (2012).

Muitos outros efeitos especificos da curcumina, além da reducao da toxicidade
e da fosforilacdo e da atividade antiamiloide, antioxidante e anti-inflamatoéria, podem
ser relacionados aos mecanismos de neurodegeneracao associado ao Alzheimer, bem
como a ativagao de uma via neuroprotetora (POTTER, 2013; REDDY et al., 2016).
Ainda, os curcuminoides séo potenciais inibidores colinesterasicos e fluoréforos bons

candidatos a marcadores diagnosticos (GOOZEE et al., 2016).

3.1.3.2 Desafios na aplicagédo dos curcuminoides

Apesar de todos os seus efeitos benéficos, a aplicacdo dos curcuminuides
impde grandes desafios devido a sua natureza consideravelmente hidrofébica, com
alta taxa de degradacdo em pH neutro ou basico, alta susceptibilidade a degradacéo
fotoquimica, metabolizacéo rapida e baixa absorcéao intestinal, que conduzem, por sua
vez, a reduzida biodisponibilidade e baixa absor¢céo apés administracdo, chegando a
impedir a obtenc&o de solucdes para administracéo oral (BELKACEMI et al., 2011).

Assim, as pesquisas atuais buscam evoluir no sentido de elaborar formulagdes
que lhes proporcione maior estabilidade em pH alcalino, menor propenséo a oxidacao
e fotodegradacao, melhor solubilidade em meio aquoso, maior tempo de retengéo na
corrente sanguinea e maior biodisponibilidade, o que aumentaria sua viabilidade

farmacoldgica (LIU et al., 2016).
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3.2ENCAPSULAMENTO DE ATIVOS HIDROFOBICOS

De acordo com programas de rastreamento e identificacdo farmacéutica,
aproximadamente 40% das substancias naturais consideradas ativas possuem baixa
solubilidade em agua, sendo entdo identificadas dentro das classes Il e IV na
classificagdo biofarmacéutica. Tal fato dificulta bastante a obtengdo de novas
formulacbes farmacéuticas (THORAT & DALVI, 2012). Mesmo havendo uma boa
atividade farmacologica, a hidrofobicidade confere desvantagens a esses ativos, tais
como: reduzida biodisponibilidade e alta variacdo sérica em periodos de
jejum/prandial, falta de proporcionalidade dose-resposta, necessidade do uso
excessivo de excipientes e condicdbes muito acidas ou basicas para otimizar a
solubilidade (MERISKO-LIVERSIDGE; LIVERSIDGE, 2008).

Uma forma promissora para contornar os dilemas relacionados ao
aproveitamento farmacolégico de ativos hidrofébicos, melhorar as propriedades
destas substancias e preservar sua atividade farmacologica € associa-los a sistemas
carreadores como nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sdélidas,
nanoemulsdes, lipossomas, ciclodextrinas, estruturas micelares e complexos
fosfolipidicos. Tais sistemas encapsulantes sdo relatados na literatura como de
grande auxilio para prolongar seu tempo de circulacdo, melhorar a estabilidade
durante o armazenamento e proteger o principio ativo dos processos metabdlicos,
além de permitir a formacédo de sistemas aquosos facilmente dispersiveis nos fluidos
biologicos (BISHT et al., 2007; POLLETO et al., 2011; ZLOTOGORSKI et al., 2013).

O encapsulamento de farmacos em particulas inferiores a 1um de didmetro
vem recebendo muita atencdo nos ultimos anos, uma vez que apresenta inUmeras
vantagens quando comparados aos sistemas microparticulados - o aumento da
captacdo do farmaco pelas células e maior facilidade de penetracdo pelos 6rgéos e
tecidos, entre outras, mostrando-se promissora também para o tratamento de doencas
como o Alzheimer, cujo grande desafio esta na transposicdo do ativo atraveés da
barreira hematoencefalica antes da sua eliminacdo metabdlica ou captura pelo
sistema imunologico (KAUR; SINGH, 2014).

Manijili e colaboradores (2016) conseguiram obter particulas poliméricas de PCL
e PEG contendo curcumina, com alta eficiéncia de encapsulacéo (superior a 80%) e
preciso controle da distribuicdo de tamanho (evidenciado pelo indice de

polidispersividade de aproximadamente 0,18) e potencial zeta. Os sistemas se
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mostraram eficientes tanto in vitro quanto in vivo. Tal sucesso do material resultou de
caracteristicas fundamentais como: ser biodegradavel, biocompativel, anfifilico,
estavel no sangue, ndo toxico, ndo imunogénico, ndo inflamatério e de tamanho
pequeno. O encapsulamento polimérico, além de aumentar a estabilidade fisico-
quimica da curcumina, melhorou drasticamente seu perfil de liberacdo e bioatividade
no contexto estudado (cancer de mama).

Como pode ser observado na Figura 3, os sistemas carreadores poliméricos
alcancaram o objetivo proposto, sendo capazes de liberar lentamente a curcumina
(provavelmente por mecanismos de difuséo, degradacao e hidrélise das micelas). Com
a reducdo do pH do meio, a liberagédo de curcumina das nanoparticulas foi aumentada,
em decorréncia do aumento do processo de hidrolise das particulas. O perfil de
liberacdo da CUR livre em pH 7,4 (pontos em cruz sobre curva lilas que se destaca
das demais na Figura 3) mostrou-se sensivelmente diferente dos sistemas carreadores
poliméricos, o que confirmou que a curcumina livre € liberada muito rapidamente, como
nao se deseja; mas quando ela é englobada nos sistemas poliméricos (trés outras
curvas), mesmo em diferentes pHs, atingiu-se a liberac&o prolongada do ativo. Assim,
este trabalho evidencia que encapsular ativos hidrofébicos para administracao
controlada de farmacos visando objetivos terapéuticos pode ser muito eficaz.

Figura 3 — Perfil de liberag&o in vitro da curcumina livre x encapsulada
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3.2.1 Utilizagao de polimeros biodegradaveis como encapsulantes

Ja foram relatados inUmeros métodos para encapsular farmacos em particulas
poliméricas. Em especifico, podem ser ressaltadas algumas técnicas utilizadas para
a obtencdo de nanoparticulas poliméricas contendo ativos hidrofébicos como os
curcuminoides: nanoprecipitagdo, emulsificacdo e evaporacdo do solvente,
relargagem, dialise, aspersdo, tecnologia de fluido supercritico, microemulséo,
miniemulsdo, emulsdo sem surfactante e polimerizacdo interfacial. A escolha do
método depende de uma seérie de fatores, como rendimento, tamanho de particula e
distribuicdo de tamanhos desejados (RAO; GECKELER, 2011). A maioria destas
metodologias ddo-se a base de solventes, incluem processos de evaporacdo de
solvente, dupla emulsificacéo, fusdo ou precipitacao e geralmente requerem a adicao
de agentes tensoativos para evitar a coalescéncia das particulas durante a sua
formacédo (KUMARI; YADAYV, S.K.; YADAYV, S.C, 2010; BHAWANA et al., 2011).

Vérios estudos como os do grupo de Panchanan Maiti (2016) discutiram o
desenvolvimento de nanoparticulas, nanossuspensdes e complexos de curcumina
com objetivo de aumentar sua solubilidade e absorcao celular e obtiveram sucesso,
alcancando resultados que sugeriram que as formulacdes a base de nanoparticulas
poliméricas de curcumina apresentam potencial na terapéutica contra a DA. E, embora
a utilizacdo de polimeros como nanocarreadores de farmacos seja bastante
investigada, a literatura ainda carece de mais estudos especificos sobre o
encapsulamento de curcuminoides para aplicacdo no cérebro visando o tratamento do
Alzheimer (JAIN, K. K., 2017).

3.2.2 Nanoparticulas poliméricas

No contexto farmacéutico, dispersdes de particulas ou particulas sélidas com
tamanho na faixa de 10 a 1000 nm podem ser classificadas como “nanoparticulas”
(MOHANRAJ & CHEN, 2006). Estas nanoparticulas podem interagir superficialmente
com os fitoquimicos fenolicos possibilitando sua encapsulacdo, melhorando sua
solubilidade aquosa, diminuindo possiveis efeitos adversos, prevenindo sua
oxidegradacdo no trato gastrointestinal e aumentando significativamente a sua
absorcao e biodisponibilidade (SARI et al., 2015).
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Os tipos de nanoparticulas diferem entre si pela organizagdo estrutural. De
acordo com a definicdo precisa de Codevilla et al. (2015), as nanocapsulas sdo
compostas por um envoltério polimérico arranjado ao redor de um nucleo oleoso;
nelas, o composto bioativo pode estar dissolvido no nucleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. J& nas nanoesferas, ndo se forma uma cavidade central, e 0 composto
bioativo pode ficar retido ou adsorvido por toda a matriz polimérica. Em termos de
eficiéncia, as nanocapsulas destacam-se sobre as nanoesferas, pois apresentam a
capacidade de encapsular maiores quantidades de farmacos hidrofébicos, com
reduzidas taxas da indesejavel liberacdo imediata (COUVREUR et al., 2002).

As nanoparticulas poliméricas sdo atualmente as mais utilizadas em
combinagdo com produtos naturais, havendo uma preferéncia pela utilizacdo de
polimeros biodegradaveis, em que se destacam: o poli(acido lactico-co-glicolico)
(PLGA), o polietileno glicol (PEG), o poli(alcool vinilico) (PVA), o acido poli-(L acido
latico) (PLA) e a policaprolactona (PCL), polimeros com alta biocompatibilidade e
funcionalizacgéo relativamente simples (WATKINS et al., 2015).

Os materiais poliméricos sdo de alta relevancia neste contexto ndo so pela
biocompatibilidade e biodegradabilidade, mas por conferirem aos nanossistemas
diversas vantagens como maior estabilidade, maior eficiéncia de encapsulacado do
principio ativo e melhor controle na cinética de liberacdo do farmaco (PATEL et al.,
2012; NICOLAS et al., 2013).

Diversas vantagens podem ser obtidas com a utilizacdo de nanoparticulas
poliméricas como sistemas de liberacdo de farmacos, a saber: a facilidade de controle
do tamanho de particula e das propriedades de superficie; a possibilidade de
modulacao das caracteristicas de liberacéo do farmaco e de degradacao do carreador,
por meio da sele¢cdo dos materiais constituintes da particula e da técnica de
preparacao; a possibilidade de vetorizacdo do farmaco ao sitio de acédo através da
adicdo de ligantes especificos a superficie das particulas; possibilidade de
administracao por diferentes vias, incluindo oral, nasal, parenteral, intraocular, entre
outras (MOHANRAJ & CHEN, 2006).

A abordagem nanotecnologica tornou-se um importante Vviés no
desenvolvimento de novos materiais e estruturas, dentro de uma ampla gama de
aplicacfes, incluindo a indastria de farmacos e alimentos, em virtudes das

propriedades adicionadas pelo efeito da reducdo do tamanho. A escala nanométrica,



26

por si sO, acarreta em uma série de ganhos em propriedades ndo observados fora do
universo quantico (EZHILARASI, 2013).

Em virtude das dimensbes reduzidas, de engenharia controlada, as
propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas poliméricas sdo muito singulares - a
ampla é&rea superficial relativa, sobretudo, resulta numa elevada interacdo com
proteinas, microrganismos e células do sistema imunolégico além de facilitar a
formacao de estruturas muito versateis (HUH & KWON, 2011; PARVEEN et al., 2012).
Por isso, as propriedades farmacocinéticas das nanoparticulas sdo mais controladas
quando comparadas a administracdo de farmacos em doses convencionais. E,
segundo Merisko-liversidge & Liversidge (2008), quando comparadas as particulas de
diametro superior a 1um, apresentam a vantagem de interagir melhor com as células,

ter uma maior taxa de dissolucao e maior facilidade de penetracéo tecidual.

3.2.3 Nanoprecipitacao

A nanoprecipitacdo, também conhecida como nanodeposicao de polimero pré-
formado, deposicao interfacial ou deslocamento de solvente, foi descrita pela primeira
vez por Fessi e colaboradores em 1989. Recentemente, tornou-se a técnica mais
usada para produzir nanocapsulas poliméricas contendo ativos hidrofébicos por
apresentar diversas vantagens, que sao destacadas na Figura 5 (FESSI et al., 1989;
BECK-BROICHSITTER et al., 2010; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Esta metodologia, esquematizada na Figura 4, baseia-se no fendmeno
resultante da confluéncia de duas fases - uma chamada orgéanica e a outra aquosa. A
fase organica consiste basicamente no polimero escolhido como encapsulante
dissolvido em um solvente organico parcialmente miscivel com a agua (acetona ou
etanol, por exemplo). Nesta fase também séo adicionados o farmaco (insoltuvel ou
bem pouco soluvel em agua) e um estabilizante lipofilico. A fase aquosa contém, além
de um néo-solvente para o polimero (geralmente agua deionizada), um surfactante ou
tensoativo hidrofilico. Uma vez preparadas e estabilizadas a temperatura ambiente, a
fase organica é vertida em fluxo laminar sobre a fase aquosa sob agitacdo magnética
moderada e constante.

As nanocapsulas sao formadas instantaneamente devido a rapida difusdo do
solvente organico na fase aquosa, que leva a formacao de nanogoticulas de 6leo

contendo o farmaco, onde o polimero insoluvel é depositado, formando uma parede
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polimérica. E entdo obtida uma suspensdo coloidal de nanoparticulas. Apds a
conclusdo do processo de nanoprecipitacdo, a acetona é removida por evaporagao
natural em capela de exaustdo durante alguns dias e a suspensao coloidal é
concentrada até o volume final desejado, sendo esta remocdo do solvente organico
de suma importancia para qualquer tipo de aplicacdo biomédica (MONTASSER, 2000;
LEPELTIER et al., 2014).

Figura 4 - llustragdo do método da nanoprecipitagcao
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Fonte: TAVARES et al., 2015

Segundo Mora-Huertas e colaboradores (2010), embora o método seja de
simples realizacdo, sua esséncia é complexa, pois o principio da técnica envolve um
sensivel fenbmeno hidrodinamico interfacial: a dgua apresenta uma maior tensao
superficial que o solvente organico, e, por isso, é gerado um desequilibrio no sistema,
refletido em turbuléncia continua na interface dos liquidos, o que faz com que o
solvente polimérico se desloque e, consequentemente, o polimero tenda a se agregar,
formando a nanocépsula. Destarte, a nanoprecipitacdo € especialmente afetada pela
velocidade de agitacdo, pela massa molar do polimero e pela composicdo de cada
uma das suas fases (BECK-BROICHSITTER et al., 2010).

Ja foi observado que o diametro hidrodinamico médio das particulas obtidas
por esta técnica é diretamente proporcional a concentracdo do polimero na fase
organica e a sua massa molar; bem como inversamente proporcional a velocidade de
agitacao do sistema (LEPELTIER et al., 2014).

Uma coletanea de vantagens relatadas na literatura para esta técnica € ilustrada

na Figura 5.
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Figura 5 - Diagrama esquematico das vantagens da Nanoprecipitacéo
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Fonte: FESSI et al., 1989; MONTASSER, 2000; BECK-BROICHSITTER et al., 2010; MORA-
HUERTAS et al.,, 2010; GOU et al., 2011; LEPELTIER et al., 2014

3.3 TRANSPOSICAO DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA (BHE)

A barreira hematoencefalica (BHE), ilustrada na Figura 6, € um sistema muito
especializado que regula que o fluxo de substancias entre a corrente sanguinea e o
cérebro. Sua funcéo primordial € de protecao - através dela, somente moléculas muito
pequenas e drogas especificas (ndo carregadas e lipofilicas) conseguem permear por
difusdo passiva (MAIESE et al., 2014). Por este motivo, sua transposicao acaba por
configurar um fator limitante ao tratamento de doencas que envolvem o sistema
nervoso central, como é o caso da doenga de Alzheimer. (WOHLFART et al., 2012;
KROL et al., 2013).

3.3.1 Constituicado da barreia hematoencefalica

Entre muitas estruturas que compdem a BHE, as células endoteliais sdo as mais
abundantes nos capilares cerebrais, as quais se encontram interpostas pelas
chamadas tight junctions, estreitas ligagdes proteicas que “costuram as laterais” das
membranas celulares (Figura 6), atuando como barreira fisica ao transporte
paracelular de substancias (DANHIER et al., 2012; WONG et al., 2012). Este tipo de
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estrutura resulta na menor permeabilidade e maior resisténcia elétrica transendotelial,
guando comparamos a BHE com outros tecidos (BRAMBILLA et al.,2011; KROL et al.,
2013).

Figura 6 - Representacao da transposicéo da barreira hematoencefalica - por substancias
especializadas — e das principais estruturas envolvidas
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Fonte: Adaptado de BRAMBILLA et al., 2011

3.3.2 Transposi¢édo da BHE por nanoparticulas poliméricas

De acordo com Patel e colaboradores (2012), diversas enzimas expressas no
meio intra e extracelular sdo capazes de se ligar aos compostos ali presentes e inativa-
los. Outrossim, existem ainda mecanismos de efluxo capazes de restringir ainda mais
o transporte de substancias através da BHE.

Segundo Kreuter (2014), dentre as diversas alternativas de mecanismos ja
descritos para a transposicdo de substancias pela BHE visando atingir o sistema
nervoso central, destaca-se o uso de nanoparticulas poliméricas. Acredita-se que a
transposicdo da BHE por nanoparticulas poliméricas ocorra principalmente através da
endocitose mediada por receptores seguida pela transcitose, possibilitando o
transporte e a liberagdo do principio ativo encapsulado no parénquima cerebral.
ObservacOes categoricas destes processos também permitiram concluir que a

endocitose seguida pela transcitose pode ocorrer por transporte mediado por
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receptores ou por adsorcdo dependente das interacdes eletrostéticas, sendo este o
alvo da engenharia de novos nanossistemas (WONG et al., 2012).

Estudos apontam que 0s nanossistemas mais promissores para transposicao
da BHE s&o aqueles capazes de “se camuflar’ do sistema imunolégico fagocitario
através do recobrimento com polietilenoglicol (PEG). Sobretudo nanoparticulas de
policaprolactona ja tiveram sua eficiéncia demonstrada ao ter sua captacdo reduzida
e seu tempo de circulacédo in vivo prolongado apdés recobrimento com PEG (D ADDIO;
PRUD HOMME, 2011; SALMASO; CALICETI, 2013; DAWIDCZYK, 2014; BLANCO et
al., 2015).

Acredita-se também que a presenca de cadeias de PEG adsorvidas aos
nanocarreadores, além de prolongar seu tempo de circulagdo sistémica, podem
aumentar sua captacdo pelo cérebro (WOHLFART et al., 2012). No ambito
farmacoldgico, € de extrema importancia ndo apenas funcionalizar as nanoparticulas
poliméricas por peguilacdo (ato de revestir a particula com PEG), mas também usar
outras moléculas na sua superficie a fim de vetoriza-las ao 6rgao-alvo, para obter

maior efeito terapéutico e reduzir seus efeitos adversos (FONTE et al., 2016).

3.4 ESCOLHA DOS BIOMATERIAIS POLIMERICOS ADEQUADOS

Segundo a definicdo genérica, entende-se por biomaterial “qualquer material,
gue nao farmaco, natural ou artificial, que compreende o todo ou uma parte de uma
estrutura viva ou um dispositivo biomédico que executa, acrescenta ou substitui uma
funcdo natural”. Para tal, materiais desta classe devem ser, ao menos, biocompativeis,
biodegradaveis, ndo carcinogénicos, nao-trombogénicos e facilmente reproduzidos
mantendo suas propriedades quimicas, fisicas e mecéanicas (WILLIAMS, 1999).

A escolha da matriz polimérica adequada para nanossistemas de liberacdo de
ativos deve visar ndo sO a biosseguranca, mas também permitir a modificacdo da
cinética de liberacdo do ativo, podendo ela ser controlada e até mesmo prolongada.
Este tipo de modulagdo assegura também que o ativo seja liberado em doses
pertencentes a faixa terapéutica, em que se alcancam os beneficios desejados,
reduzindo os efeitos adversos e minimizando os riscos de toxicidade (LIECHTY et al.,
2010).

Outro ponto-chave na escolha dos biomateriais poliméricos adequados € que

eles ndo apresentem interacdo com o ativo da formulacdo a fim de evitar o
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comprometimento da fung&o. Ainda, a biodegradabilidade do polimero deve ser
avaliada no intuito de que, ap6s cumprir sua funcdo como biomaterial, ele seja
eliminado do organismo de forma natural, dispensando intervencdes meédicas
(DANHIER et al., 2012).

Estudos realizados com nanoparticulas de PLGA contendo curcumina
constataram que a biodisponibilidade oral do ativo foi significativamente aumentada
pelo encapsulamento. Entretanto, as hanoformulagdes constituidas de polimero com
maior massa molar foram mais efetivas nos camundongos, provavelmente porque
resultou em particulas quimicamente mais resistentes ao pH muito 4cido do ambiente
gastrico (TSAl et al., 2012).

Além disso, foi concluido que a alteracdo da massa molar do PLGA também
alterou os parametros farmacocinéticos da curcumina convencional apés
administragao oral, o que leva a crer que o aumento da biodisponibilidade da
curcumina no organismo pode ser atribuido a uma dissolucdo mais rapida apos a
administracdo, e ndo as caracteristicas comuns aos sistemas de alta e baixa massa
molar, como tamanho de particula, indice de polidispersidade, potencial zeta e
eficiéncia de encapsulacéo. Entretanto, pode-se apontar como uma das desvantagens
do PLGA neste tipo de aplicacdo sua taxa de biodegradabilidade e incompatibilidade
com diversos tipos de polimeros adequados ao revestimento das capsulas para ativos
hidrofobicos (BELKACEMI et al., 2011; TSAI et al., 2012; WATKINS et al., 2015).

3.4.1 Policaprolactona

Os poliésteres figuram a classe de polimeros mais aplicados no
desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas para a liberacdo controlada de
farmacos. A policaprolactona (PCL) destaca-se como promissor biomaterial neste
contexto, tendo seu uso em sistemas de liberacdo ja aprovado pela FDA (LIECHTY et
al., 2010; DASH; KONKIMALLA, 2012; SHAIK et al., 2012; PITTO-BARRY; BARRY,
2014; MALI; BATHE, 2015).

A PCL e um poliéster alifatico biodegradavel de origem sintética cuja estrutura
guimica - representada na Figura 7 - resulta na sua propriedade hidrofobica ideal para

encapsulamento de ativos oleosos.
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Figura 7 - Estrutura quimica da policaprolactona
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Fonte: Adaptado de LABET; THIELEMANS, 2009

Sua crescente aplicabilidade biomédica deve-se ndo somente ao fato de ser
biocompativel e atdxico, mas, sobretudo, a sua biodegradabilidade em meio fisioldgico
ser relevantemente modulavel. A taxa de degradacdo do mesmo in vivo €
naturalmente baixa, podendo chegar a 2 ou 3 anos; mas pode ser modificada atraves
da escolha da massa molar e do grau de cristalinidade do polimero mais adequados
(ULERY et al., 2011; MONDAL et al., 2016).

O mecanismo de degradacao deste polimero e as propriedades do farmaco, as
quais afetam sua distribuicdo na matriz polimérica, também alteram sensivelmente o
perfil de liberacdo da formulagdo — ativos muito hidrofébicos como os curcuminoides
se distribuem de maneira uniforme na matriz hidrofébica de PCL, sendo liberados mais
facilmente por mecanismos de difusdo, o que pode ou ndo ser desejavel (TSAI et al.,
2012; SHUBHRA et al., 2014; MONDAL et al., 2016).

Na Figura 8, podem ser observados os resultados positivos de um estudo de
nanoencapsulagcdo de curcumina em suspensfes coloidais de particulas de PCL e
metoxi-PEG. Dentre muitos parametros importantes analisados, sdo destacadas a
estabilidade coloidal das particulas suspensas em agua e a estabilidade quimica da
CUR em tampdo fosfato-salino. Os sistemas poliméricos mostraram-se
consideravelmente promissores em ambos os sentidos (MOHANTY, C. et al., 2010).

Mesmo apés 90 dias, as particulas de curcumina desenvolvidas por Mohanty e
colaboradores mantiveram-se solubilizadas em tampao fosfato-salino (simulando meio
fisiol6gico); ja a curcumina livre, devido a sua hidrofobicidade, ndo se mostrou solavel
no mesmo meio. Ao quantificar o teor de curcumina no meio aquoso com o passar do
tempo por cromatografia liquida de alta eficiéncia, p6de-se perceber que o composto
livre se degradou em poucas horas, enquanto diferentes sistemas carreadores

baseados em PCL e metoxi-PEG foram capazes de estabiliza-la por mais de 5 horas,
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confirmando a eficiéncia do sistema proposto para a melhora da farmacocinética da
substéancia de interesse.

Figura 8 — Estabilidade da curcumina em sistemas carreadores baseados em PCL
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Fonte: Adaptado de MOHANTY, C. et al., 2010

3.4.2 Poloxameros

Os poloxameros, também muito conhecidos como Pluronics, sdo compostos
anfifilicos comumente utilizados para revestir nanossitemas poliméricos para liberacao
de farmacos com caracteristicas hidrofébicas, cuja interacdo ao revestimento se da
por meio da adsorcéo (PITTO-BARRY, 2014). Eles consistem em cadeias ndo idnicas
de copolimero tribloco, com centro hidrofébico de poli(éxido de propileno) (PPO) e
cadeias hidrofilicas de poli(6xido de etileno) (PEO) nas extremidades, como ilustra a
Figura 9 (SALMASO; CALICETI, 2013; SHUBHRA et al., 2014; ALAKHOVA;
KABANOV, 2014).

Sua atuacdo como revestimento estabilizante de nanocapsulas de PCL é
intrinsecamente dependente da sua configuracao estrutural: a cadeia de PPO interage
mais fortemente com a superficie hidrofébica da particula, atuando como um “sitio de
ancoragem”; e a por¢ao hidrofilica de PEO interage melhor com o meio aquoso da
suspensao coloidal, permitindo a estabilizacdo estérica e facil ressuspensdo das
particulas em 4gua. Embora a aplicacdo de poloxdmeros como revestimento seja de
extremo proveito, cabem as devidas precaucbes em relacdo aos efeitos indiretos
causados pela proporcédo de polimero no meio reacional, ja que a viscosidade do meio
reacional € um dos fatores determinantes nas suspensdes coloidais obtidas
(SALMASO; CALICETI, 2013; SHUBHRA et al., 2014).
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Figura 9 - Representacao da estrutura quimica dos poloxameros
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A composicao do poloxamero utilizado no revestimento também tem papel
fundamental na engenharia do sistema desejado, uma vez que a espessura do
revestimento € diretamente proporcional a quantidade de unidades hidrofilicas de
oxido de etileno EO e a massa molar desta cadeia (SHUBHRA et al., 2014; KOZAK;
SADOWSKI, 2015). Outrossim, o tamanho das particulas também é diretamente
afetado pelos Pluronics, pois, ao adsorvé-lo a superficie das nanoparticulas, aumenta
o diametro médio das mesmas, dependendo do tipo e da “espessura” da camada de
copolimero adicionada. Quanto maior a concentracdo de poloxamero, mais das suas
moléculas sdo adsorvidas a superficie das particulas, reduzindo o espaco disponivel
para que elas se distribuam em direcdo as laterais, contribuindo para que os blocos
de PEO se mantenham mais perpendiculares a superficie, resultando numa maior
espessura de revestimento e, consequentemente, em um maior tamanho total de
particula (SHUBHRA et al., 2014; SOBCZYNSKI; KRISTENSENA; BERG, 2014). O
efeito de protecdo a opsonizacao obtido com este tipo de copolimero € muito similar
ou ainda mais eficiente que o obtido por peguilacdo, jA que esta capacidade de
“‘camuflagem da nanoparticula” depende basicamente da organizagédo das cadeias do
polimero de revestimento e da habilidade do mesmo em atuar como barreira fisica
para a adsorcédo das opsoninas (SALMASO; CALICETI, 2013). Os fatores mais
criticos para a obtencdo de um bom revestimento polimérico estdo resumidamente

ilustrados na Figura 10.

Figura 10 - ParAmetros decisivos para se obter um bom revestimento anfifilico
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento desta dissertacdo, foram utilizados os seguintes

materiais:

e Pluronic® F-68 (Mn 8.400 g/mol) na forma de pellet, oriundo da Sigma-Aldrich;

e Policaprolactona (Mn 10.000 g/mol) na forma de pellet, oriundo da Sigma-Aldrich;

e Acetona e etanol P.A. oriundos da ISOFAR;

e Padrdo analitico de Curcumina (C21H200s) oriundo da Sigma-Aldrich;

e Rizomas de curcuma gentilmente cedidos pelo produtor de alimentos organicos
Elpidio Antonio Venturini de Freitas, do Sitio Luar da Serra (Paty do Alferes, RJ,
Brasil) devidamente certificado pela Associacdo dos Agricultores Organicos do
Estado do Rio de Janeiro.

4.2EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados para esta dissertacao estéo listados a seguir em

ordem alfabética.

¢ Analisador de potencial zeta BROOKHAVEN Instruments — Modelo: NanoBrook
ZetaPALS (FF/UFRJ)

e Analisador de tamanho por espalhamento dindmico de luz, DLS MALVERN
Instruments — Modelo: Zetasizer Nano S90 (FF/UFRJ)

e Analisador termogravimétrico TA Instruments — Modelo: TGA Q500 (IMA/UFRJ)

e Banho ultrassonico UNIQUE MaxiClean — Modelo: USC-750A (FF/UFRJ)

e Calorimetro de Varredura Diferencial PERKIN ELMER — DSC 7 (IMA/UFRJ)

e Centrifuga CIENTEC — Modelo: CT-6000 (IMA/UFRJ)

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia THERMOFISHER SCIENTIFIC — Modelo:
Dionex Ultimate 3000 (FF/UFRJ)

e Difratbmetro de raios X RIGAKU — Modelo: Miniflex (IMA/UFRJ)

e Espectrofotometro FTIR PERKIN ELMER — Modelo: Frontier FT-IR/FIR Versao
10.4.2 (IMA/UFRJ)
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e Espectrofotbmetro Uv-vis SHIMADZU — Modelo: UV Mini 1240 (FF/UFRJ)

e Espectrometro de cor VITA — Modelo: Easyshade Advance (FOP/UNICAMP)

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear OXFORD INSTRUMENTS -
Modelo: MARAN Ultra 23MHz (IMA/UFRJ)

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear VARIAN — Modelo: Mercury
300MHz (IMA/UFRJ)

e Liofilizador LABCONCO — Modelo: Benchtop FreeZone 2,5 litros (CBPF)

e Microscopio Eletronico de Varredura de bancada PHENOM WORLD — Modelo:
ProX (PXQ-IQ/UFRJ)

e Metalizador BAL-TEC — Modelo: SCDO005 Sputter Coater (PXQ-IQ/UFRJ)

¢ Moedor microfino IKA — Modelo: MF 10 basic (CBPF)

e Phmetro AKSO — Modelo: K90 (FF/UFRJ)

e Spin Coater SPI SUPPLIES — Modelo: KW-4A (IMA/UFRJ)

e Ultrassonicador HIELSCHER — Modelo: UP100H (FF/UFRJ)

4.3PREPARACAO DOS EXTRATOS DE CURCUMINOIDES (CUR)

A extracdo dos curcuminoides foi baseada em NASCIMENTO et al. (2006) e
SILVA FILHO et al. (2009), com as devidas adaptacdes. O p6 seco obtido a partir dos
rizomas (DP) foi misturado a acetona na razao de 1:6 e submetido a agitacéo por dois
diferentes processos: sonicagcdo (SON) e banho ultrassénico (US), mantendo a
temperatura das amostras em torno de 25°C, por imersao em banho de gelo.

Primeiramente, os rizomas da curcuma (Figura 11-a) foram lavados em agua
corrente, para remocédo da terra e pedacos visivelmente danificados (com coloragéo
mais escura ou morfologia diferenciada). Em seguida, foram cortadas fatias de
aproximadamente 0,5cm e as mesmas foram liofilizadas até atingir umidade
aproximada de 10% (Figura 11-b). Apds secagem, a reducdo de massa foi de
aproximadamente 73,2%; entdo as fatias secas foram trituradas num moedor,
resultando num pdé amarelo bem fino (Figura 11-c), que foi armazenado em frascos

esterilizados hermeticamente fechados, dentro de torre dessecadora.
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Figura 11 — Etapas do preparo da matriz natural para a extragao

a) Rizomas in natura, na terra e apos lavagem respectivamente. b) Fatias de rizoma
liofilizadas. c) P6 obtido apds secagem e moagem dos rizomas de cUrcuma

Fonte: Elaborado pelo autor

Neste estudo, a acetona foi escolhida pela viabilidade de sua utilizagdo no
escalonamento da produc¢éo do extrato polifendlico e suas nanoparticulas. Dentre 0os
solventes organicos mais convenientes para extracdo de curcuminoides (acetona,
etanol, metanol e dicloroetileno), acetona e etanol sdo os que apresentam menor
toxicidade, aliada a bons resultados de produtividade, o que os levou a serem 0s mais
utilizados na induastria alimenticia para esta finalidade especifica ha décadas
(KRISHNAMURTHY et al., 1976; GEORGE et al., 1981). Ademais, a acetona também
foi utilizada no processo de producao das nanoparticulas, por isso, qualquer minimo
residuo de solvente desta etapa de producdo do extrato ndo acrescentaria mais um
contaminante diferente ao sistema final, uma vez que, teoricamente, ocorre sua
evaporacao total na nanoprecipitacdo e na extragcado dos curcuminoides.

O pé seco de acafrédo e o solvente, apés agitacao, foram filtrados a vacuo, com
lavagem exaustiva de acetona (aproximadamente 150 ml) para remocao de particulas
sélidas do extrato. Os dois extratos obtidos pelos dois tipos distintos de agitacao
(CURSON e CURUS) foram deixados em béqueres de mesmo diametro, em capela
com fluxo laminar e exaustéo, ao abrigo de luz e em temperatura controlada (em torno
de 25°C) por aproximadamente 48h para total evaporagdo da acetona. Ao final do
processo, foi obtido um extrato oleoso amarelo-alaranjado que também foi
armazenado ao abrigo de luz, umidade e calor até 0 momento do encapsulamento.

N&o foi realizado nenhum tipo de purificagdo nem isolamento da curcumina do
extrato bruto (a partir daqui chamado CUR), uma vez que estes tipos de processos

agregam custo a producdo do extrato, mas ndo necessariamente acarretam em
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melhorias do produto final. Estudos de Ahmed e Gilani (2014) inclusive demonstraram
gue a curcumina apresentou isoladamente menos efetividade contra a DA que a
mistura dos curcuminoides, uma vez que a mistura de polifenois apresentou efeito
sinérgico, com cada um deles atuando de forma complementar, em diferentes vias
terapéuticas.

Os extratos oleosos obtidos foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho com Transformada de Fourier, ressonancia magnética nuclear de C*3 e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para confirmar e avaliar a qualidade
da extracdo dos curcuminoides. Eles também foram comparados em termos de
pureza e quantidade de ativos extraidos antes de serem incorporados ao sistema de

encapsulamento.

4.4CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DE CURCUMINOIDES

4.4.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos usando um espectrofotometro
PERKIN-ELMER Frontier FT-IR/FIR (versdo 10.4.2, numero de série 98737), com
acessorio de refletancia total atenuada (ATR), 60 varreduras e resolucdo de 4 cm™.
Os extratos oleosos, livres de solventes organicos ou aquosos, foram colocados
diretamente no suporte. JA o p6 obtido pela liofilizacdo e moagem dos rizomas foi
colocado diretamente e pressionado sobre o suporte, em quantidade suficiente para

cobrir na totalidade e promover o maximo contato.

4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (NMR)

A andlise de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 em solucao foi
realizada para identificar os curcuminoides extraidos. Para obtencdo desses dados,
os extratos foram solubilizados em metanol deuterado na concentragao de 2% (m/v)
e analisados em equipamento de RMN VARIAN MERCURY VX, 300 MHz.

A técnica utilizada foi de pulso Unico. O nucleo de carbono-13 foi avaliado na
frequéncia de 75,4MHz, com faixa espectral de 18867 Hz, pulso de 90° e tempo de
recirculagdo de 1s. A sonda usada foi de 5 mm e a temperatura de andlise foi em torno
de 27 °C.
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4.4.3 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada para verificar e quantificar
a curcumina - o principal curcuminoide - nos extratos de curcuminoides. Para tal, a
metodologia de Betbeder et al. (2015) foi utilizada na determinacdo da fase movel
(acetonitrila e &gua 1:1). As medidas foram realizadas com um cromatdgrafo Dionex
U3000, equipado com detector UV fixo, injetor automatico, bomba binaria e forno para
colunas. A coluna cromatografica usada foi a ReproSil Gold C18 (250 x 4,6 mm; 5um;
Dr Maisch GmbH, Alemanha). Um sistema de fase reversa foi aplicado em modo
isocratico. O fluxo foi de 0,6 ml/min, o volume de injecéo foi de 20ul e 0 comprimento
de deteccao UV-Vis foi de 429 nm. ApGs a determinacao dos parametros utilizados na
analise cromatogréfica, foram realizados 0s seguintes passos para a construcdo da
curva analitica:

e [Foram preparadas trés solucbes estoque do padrdo analitico de curcumina
(5mg/ml do padrdo em acetonitrila);

e A partir de cada solucéo estoque, foram preparadas cinco diluicées (0,1; 0,2;
0,5; 1 e 2 mg/ml) diluindo-se aliquotas da solucédo estoque na fase mével;

e A média aritmética entre os resultados em triplicata foi calculada e o grafico de
concentragéo versus area do pico foi obtido. A estimativa dos coeficientes da
curva analitica (a e b) e do coeficiente de correlacéo (R?) foi feita pela regresséo
linear do grafico.

Para analise dos extratos, todos os parametros foram mantidos fixos e as
amostras obtidas por sonicacdo (CURSON) e por ultrassom (CURUS) foram diluidas
em fase mével a 2 mg/ml. A coinjecdo do padrao analitico de curcumina no extrato

também foi feita para certificar a coincidéncia do pico principal associado a curcumina.

4.5PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Dentre as muitas técnicas existentes para obtencdo de nanoparticulas
baseadas em polimeros pré-formados, a nanoprecipitacdo, descrita pela primeira vez
por Fessi et al. em 1989, foi escolhida. As suspensdes coloidais de nanoparticulas
poliméricas foram obtidas por nanoprecipitacdo, adaptando a metodologia de Tavares

et al. (2017), de tal forma que a fase aquosa consistiu em agua ultrapura e Pluronic F-
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68 em proporcédo constante; e a fase organica em acetona e PCL em proporcao
constante, com variacdo somente nas proporgdes de CUR (0, 5, 10, 15 e 20%)).

Para a preparacdo da fase aquosa, o poloxamero foi solubilizado em agua
ultrapura com o auxilio de agitacdo magnética, a temperatura de aproximadamente
25°C, na propor¢ao de 0,2% (m/v). Para a preparacao da fase organica, o PCL foi
solubilizado em acetona, em sistema fechado, em volume constante, na proporgao de
0,4% (m/v) com agitacdo magnética e aquecimento de aproximadamente 40 °C, 20
minutos. Os cinco sistemas diferentes, preparados mantendo todos os parametros
inalterados, exceto a quantidade de CUR adicionado a fase organica, passam a ser
identificados a partir daqui como, respectivamente, 0 (sem adi¢cdo de CUR), 5, 10, 15
e 20 (5, 10, 15 e 20% CUR m/m, respectivamente, em relacdo ao PCL). As

composicdes usadas nos sistemas de nanoprecipitacdo sdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Formulacdes dos sistemas de nanoprecipitacdo

Nome da amostra CUR PCL Pluronic F-68
0 -
5 5% (m/m)
10 10% (m/m) 0,4% (m/v) 0,2% (m/v)
15 15% (m/m)
20 20% (m/m)

Fonte: Elaborado pelo autor

ApOs esta primeira etapa de preparacao, cada uma das solucdes organicas foi
vertida em funil de fluxo laminar sobre cada uma das fases aquosas, em agitacao
magneética constante. Em seguida, as soluc¢des coloidais foram mantidas em agitacao
magnética constante em capela com exaustdo, para a evaporacgdo total do solvente
organico por aproximadamente 72 horas, a 25 °C. Subsequentemente, as suspensoes
finais foram filtradas a pressao atmosférica e o volume final dos nanossistemas foi
completado para restaurar o volume inicial da fase aquosa. Assim, cinco suspensoes
coloidais de nanoparticulas poliméricas revestidas com pluronic (NPs) foram obtidas.

As suspensdes recém-preparadas foram analisadas em termos de potencial
zeta e tamanho, via espalhamento dinamico de luz (DLS); foi realizado um teste de
alteracdo de cor para verificar a estabilidade do extrato; e as medidas de DLS foram

monitoradas durante um periodo de 6 meses.



41

O armazenamento das nanoparticulas em suspensao pode levar ao aumento
do seu tamanho por fusdo e agregacdo (FONTE; SARMENTO, 2016). Assim, para
possibilitar uma caracterizacdo completa e confiavel dos sistemas nanoparticulados
para fins industriais e farmacéuticos, torna-se necessario o processo de liofilizacao.
Para liofilizar as amostras, estas foram pré-congeladas (entre -68°C e -72°C) durante
cerca de duas horas e depois foram liofilizadas durante 96 horas (a -49 °C e 72
mmHg). Em seguida, ap0s a secagem das NPs, os estudos de TD-RMN e FTIR foram
realizados. Além disso, uma nova medida de tamanho e potencial zeta foi realizada
apo6s a ressuspensao das NPs liofilizadas em agua ultrapura.

Os materiais obtidos em suspensao coloidal, assim como as nanoparticulas
liofilizadas, foram avaliados e caracterizados pelas técnicas que estao aqui descritas

de modo que todos os resultados foram reprodutiveis.

4.6 CARACTERIZACAO DOS NANOSSISTEMAS POLIMERICOS

4.6.1 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O diametro hidrodinamico médio (MD) e a distribuicdo de tamanho de particula
(Pdl) em suspensao aquosa foram analisados por DLS usando um aparelho Nano S90
de zetasizer da Malvern Instruments. As suspensdes coloidais recém-preparadas 0,
5, 10, 15 e 20 foram agitadas em vortex durante 60 segundos para assegurar que
fossem retiradas aliquotas confidveis em vez de sobrenadantes com particulas
pequenas suspensas, mascarando deposito de aglomerados no fundo dos tubos tipo
falcon. As aliquotas retiradas foram diluidas em agua ultrapura o suficiente para que
0 equipamento pudesse fazer a leitura corretamente. Trés ciclos de cada medigcédo
foram realizados para calcular a média aritmética de MD e PdI. As medi¢des de DLS
foram repetidas mensalmente, da mesma maneira durante seis meses de
armazenamento das suspensdes (em frascos ambar estéreis, hermeticamente
selados, num refrigerador doméstico a aproximadamente 8°C) para monitorar a
estabilidade coloidal das mesmas. As medi¢cbes também foram feitas com todas as
particulas liofilizadas ressuspensas em agua ultrapura para observar o efeito do
processo de secagem sobre o tamanho dos sistemas. Para dialogar com estes e
outros dados, foram aferidos os pHs de cada amostra, que nao apresentaram variagao

significativa durante o periodo observado.
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4.6.2 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A microscopia eletronica de varredura foi realizada com o intuito de observar a
morfologia e geometria das particulas obtidas.

Primeiramente, uma pequena quantidade de nanoparticulas liofilizadas foi
ressuspensa em agua ultrapura na propor¢do 1:10 (m/m), com o auxilio de banho
ultrassoénico, durante 15 minutos, para melhor dispersédo das mesmas. Ap0s a espera
de 10 minutos para a decantacao de possiveis aglomerados, uma gota de cada uma
das as suspensoes foi diretamente depositada sobre lamina de vidro e foi conduzida
a formacdao de filme em Spin Coater KW-4A (115 VAC, 60 Hz, 1 Amp; estagio 1: 600
rpm, 18 segundos; estagio 2: 2200 rpm, 30 segundos). Formado o filme com as
amostras, foi feita a metalizacdo (em Sputter Coater BAL-TEC SCDO005) para
deposicao de ouro em alvo em vacuo com argdnio UP e corrente de 30mA por 150
segundos, para dar sequéncia a analise em microscopio eletrénico de varredura de
bancada (PHENOM WORLD — ProX). As NPs foram visualizadas em aumentos

variados e voltagem de 10kV.

4.6.3 Potencial zeta (ZP)

A carga superficial das particulas, em termos de potencial zeta (ZP), foi medida
usando o Brookhaven Instruments NanoBrook ZetaPALS. Este dado é fundamental
para a previsao da estabilidade coloidal das nanoparticulas em suspenséo, bem como
para futuras elucidacdes dos mecanismos de vetorizacao e internalizacao celular das
nanoparticulas (WANG et al., 2013).

As suspensoes coloidais recém-preparadas 0, 5, 10, 15 e 20 foram submetidas
a agitacdo em vortex durante 60 segundos para assegurar que fossem retiradas
aliquotas confiaveis em vez de sobrenadantes com particulas pequenas suspensas,
mascarando depdsito de aglomerados no fundo dos tubos tipo falcon. As aliquotas
retiradas foram diluidas em agua ultrapura o suficiente para que o equipamento
pudesse fazer a leitura corretamente. Dez execugOes de cada medicdo foram
realizadas a 25 °C, com o pH da propria amostra sendo aferido nas medi¢cdes em seu

“estado natural”, sem que fosse realizada nenhuma alteragao.
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As medi¢6es foram repetidas mensalmente, da mesma maneira, apos 6 meses
de armazenamento das suspensfes (em frascos ambar estéreis, hermeticamente
selados, num refrigerador doméstico a aproximadamente 8°C) para monitorar a
estabilidade coloidal das mesmas. As medi¢des também foram feitas com todas as
particulas liofilizadas ressuspensas em &gua ultrapura para observar o efeito do
processo de secagem na carga superficial dos sistemas.

4.6.4 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros no infravermelho foram obtidos utilizando o espectrofotometro
PERKINELMER Frontier FT-IR/FIR (Spectrum - versdo 10.4.2, nUmero de série
98737), com acessorio de refletancia total atenuada (ATR), com 60 varreduras e
resolucdo de 4 cm-1, na faixa de 400 a 4000 cm™. As particulas liofilizadas, na forma
de pd, foram colocadas diretamente sobre suporte, numa quantidade suficiente para

cobri-lo na totalidade, e pressionadas para promover o contato maximo.

4.6.5 Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas foram executadas em um analisador
termogravimétrico em atmosfera de N2 e aquecidas na faixa de 30 a 400°C, a taxa de
aguecimento de 5°C/min, para a avaliacao da estabilidade térmica dos nanomateriais
obtidos.

4.6.6 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As analises de DSC foram efetuadas na faixa de -30 a 200°C, sendo realizados
aquecimentos na taxa de 10°C/min. O equipamento foi calibrado com indio (In).

Para analise dos polimeros puros (PCL e Pluronic F-68), a extracado de dados
foi feita a partir da terceira corrida de aquecimento, a fim de “apagar” a influéncia da
historia térmica do material. Foi realizado um Unico aquecimento nas amostras de 0 a
20 pois, no caso deste tipo de nanoparticula, apds o primeiro aquecimento ja ocorre
fusé@o dos polimeros e perda da sua arquitetura especifica, 0 que conduz a observacéo
de uma blenda polimérica que nédo mais representa de modo fidedigno a morfologia

do material nanoestruturado que visa ser aplicado em meio biolégico.
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4.6.7 Difracao de Raios X (XRD)

As amostras obtidas, apos liofilizacdo, foram avaliadas por difracédo de raios X
na forma de pé em um difratdmetro de raios X RIGAKU Miniflex. As analises foram
realizadas com o angulo 20 variando de 2° a 40° e velocidade de varredura de
0,05%min.

4.6.8 Ressonancia Magnética Nuclear no dominio do tempo (TD-NMR)

As andlises de RMN no dominio do tempo foram realizadas determinando-se o
tempo de relaxacdo longitudinal ou tempo de relaxacdo spin-rede do ndcleo de
hidrogénio com constante de tempo TiH, usando a sequéncia de pulsos inversdo-
recuperacao.

As amostras em estado sélido (NPs liofilizadas) foram colocadas na sonda em
um tubo de 18mm. O pulso utilizado foi de 90°, calibrado automaticamente para 4,1us.
A frequéncia de observacédo do nucleo de *H foi de 23 MHz e o intervalo de t variou
de 0,01 a 10.000ms, com 4 pontos para cada medida de t, com um intervalo de reciclo
de 3s.

4.6.9 Teste de alteracéo de cor

Para realizar o teste de alteracéo de cor dos sistemas, uma amostra do extrato
(CUR) e de cada sistema (0, 5, 10, 15 e 20) foi analisada em um espectrofotbmetro
de cores nos eixos a*, b* e L* do sistema CIELAB.

Este método consiste na avaliacdo de dois eixos a* e b*, que possuem angulos
retos que representam a dimenséao de croma ou cor, respectivamente. O terceiro eixo,
L*, perpendicular aos outros, representa a luminosidade. Os eixos a* e b* sdo
coordenadas de cromaticidade que vao de -80 a +80. A coordenada a* indica o eixo
vermelho. Quando o valor de a* é positivo (+), mostra o desvio na direcdo da
tonalidade vermelha; quando o valor a* € negativo (-), indica o desvio em direcao ao
verde.

Depois de determinar os valores de cada eixo, a féormula descrita na Equacéo

1 foi usada para determinar a mudancga de cor total dos sistemas (AE).
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Equacéo 1. Determinacéo da mudanca total de cor dos sistemas (AE)

[(AL #7312 + (da=+)2 + (4db=*)2]

AE= 5

Para avaliagdo da variagdo de cor, a medida inicial da cor de cada amostra

(CUR, 5, 10, 15 e 20) foi definida como o padrao de cada amostra e a variagao de cor

foi calculada ap0ds ser submetida as condi¢cfes descritas aqui:

24h e 48h sob luz - Os sistemas encapsulados e o extrato de curcuminoides
sem protecdo de polimero foram deixados sob luz artificial (lAmpada de 60W,
a uma distancia padrédo de 1m do emissor de luz);

24h e 48h sob temperatura - Os sistemas encapsulados e o0 extrato de
curcuminoides sem protecdo de polimero foram submetidos a aquecimento a

60 °C, no interior do forno.

4.6.10 Eficiéncia de retencéo de CUR nas particulas

A espectroscopia de absorcédo no ultravioleta-visivel foi 0 método empregado

para a quantificacdo da eficiéncia de retencdo de CUR nas NPs. Tal método permite

calcular a concentragdo de uma substancia que absorve radiagcdo na regidao do

ultravioleta ou do visivel, através de correlacbes baseadas na lei de Beer-Lambert, a

qual relaciona direta e linearmente a concentracdo da substancia em uma solucao

com sua absorbancia de luz. Para tal, uma curva analitica com concentracdes

conhecidas de CUR previamente analisadas no espectrofotometro UV-visivel foi

montada para o calculo dos parametros de ajuste linear da reta. Foram realizados os

seguintes passos para a constru¢do da curva analitica:

Foram preparadas trés solucdes estoque do extrato CURUS (20 pg/ml do
extrato em etanol:agua, 75:25 v/v);

A partir de cada solucéo estoque, foram preparadas quatro dilui¢cdes (15; 10; 5;
e 1ug/ml) diluindo-se aliquotas da solugdo estoque no solvente etanol:agua,
75:25 vlv,

A média aritmética entre os resultados de absorbancia em triplicata foi
calculada e o grafico de concentracdo versus absorbancia foi obtido. A

estimativa dos coeficientes da curva analitica (a e b) e do coeficiente de
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correlacao (R?) foi feita pela regresséo linear do gréfico (y = ax +b, sendo y a

concentracéo e x a absorbancia).

Em seguida, as amostras 5, 10, 15 e 20 foram, entdo, analisadas. Para
quantificar a CUR retida nas particulas, tanto na camada interna de PCL quanto na
camada de poloxamero, as NPs foram submetidas a um processo de “abertura” ja
protocolado e utilizado em estudos anteriores do grupo:

e 30 pg de NPs liofilizadas foram pesados em triplicata e sonicados (ciclo 1,
amplitude 80%) com 10ml de acetona PA por 2 minutos;

e A acetona foi evaporada em estufa, a 40°C, durante aproximadamente 24h, ao
abrigo de luz;

e Cada amostra, apds evaporacéao total da acetona, foi solubilizada em 20 mL
de etanol PA e centrifugada durante 10 minutos a 3500 rpm;

e Foi retirada uma aliquota do sobrenadante de cada uma das amostras para
ser analisada no espectrofotémetro.

A massa de CUR retida em cada amostra foi estimada relacionando, pela curva
analitica, a absorbancia aferida a concentragcdo de CUR em cada aliquota. A
porcentagem de CUR retida nas NPs, ou seja, uma estimativa da eficiéncia de
retencdo de CUR nas NPs foi calculada relacionando a massa inicial de CUR
acrescida a nanoprecipitacdo com a massa aferida apds o processo de “abertura” das

particulas.

4.6.11 Ensaio de solubilidade de CUR e das patrticulas

O ensaio de solubilidade foi feito para verificar se 0s nanossistemas
promoveram o aumento da solubilidade de CUR em meio aquoso.

Primeiramente, foi utilizada solu¢cdo aquosa de tampéao fosfato salino (PBS
0,2M, pH 7,2) com adicao de diferentes concentragdes - 0; 0,5; 1,0; 1,5 % (m/v) - de
tensoativo (de Pluronic F-68) para a mimetizag&o in vitro de condigfes fisioldgicas
genéricas de solubilizacdo do extrato sem o sistema encapsulante. Neste caso, foram
utilizados 5mg de CURUS em 10ml de meio de solubilizacdo. Ademais, uma
quantidade em excesso de acafrdo em p6 (moido e liofilizado), de CURUS (extrato) e
de nanoparticulas (amostra 10) foi adicionada a 10 ml de agua ultrapura e de tampéo

fosfato salino (separadamente). As misturas foram submetidas a agitacdo constante
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de 50Hz, a 372 °C durante 24h. Em seguida, os sobrenadantes das amostras foram
centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos, filtrados (com auxilio de seringa acoplada a
filtro de 0,45um) e analisados em espectrofotdmetro UV-visivel a fim de correlacionar
a absorbancia aferida a quantidade de CUR solubilizada no meio.

O mesmo procedimento do item 4.6.10 foi adotado para a construcao das
curvas analiticas necessarias para andlise e quantificacdo da CUR solubilizada no

meio através do espectofotdmetro UV-vis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta sessdo serdo apresentados os resultados e discussdes da pesquisa

realizada para a elaboracéo desta dissertacéo.

5.1 ANALISE DE FTIR DOS EXTRATOS

A espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada para confirmar de antemao a extracdo dos curcuminoides (curcumina,
demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina, respectivamente, cuja estrutura
guimica esta representada na Figura 12) em ambos 0s extratos - obtidos por extracéo
com acetona em banho ultrassénico (CURUS) e com sonicacdo (CURSON).

O po6 seco de acafrdo (DP) obtido pela secagem do rizoma de circuma também
foi analisado e seu espectro comparado aos dos extratos a titulo de verificacdo da
manutencdo do perfil das bandas caracteristicas das estruturas de interesse, como

pode ser observado na Figura 13.

Figura 12 - Estrutura quimica dos curcuminoides
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Fonte: Adaptado de PERET-ALMEIDA et al., 2008
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Figura 13 - Espectros de infravermelho do p6 seco de acafrdo (DP) e seus extratos (CURUS e SON)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os espectros de FTIR (Figura 13) evidenciaram bandas de estiramento e picos

caracteristicos, condizentes com o0s espectros de curcuminoides relatados na
literatura cientifica (MOHAN et al., 2012; KUNDU; NITHIYANANTHAM, 2013;
ROHMAN et al., 2015). Estes dados estédo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas espectrais observadas

Assinalamento Comprimento de Atribuicéo
onda (cm™)
1 3458 Banda de estiramento O-H
2 3014 Banda de estiramento aromatica C-H
3 2916 Estiramento assimétrico CH2 e CHs
4 1665 Estiramento de anel aromatico C=C
5 1508 Pico de estiramento C=0
6 1515 Vibracéo do anel benzénico
7 1422 Banda CH:>
8 1376 Banda CHs
9 1284 Pico de estiramento C-O
10 962 Benzoato trans-C-H

Fonte: Elaborado pelo autor
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A partir destes dados, pdde-se inferir que os principais curcuminoides foram
extraidos satisfatoriamente dos rizomas de curcuma, uma vez que sua estrutura
quimica foi evidenciada nos espectros de infravermelho, mostrando que o tipo de
extracdo (US ou SON) ndo afetou a esséncia quimica do extrato oleoso obtido. A
metodologia de extracao proposta mostrou-se, entdo, simples e eficiente, utilizando
solvente ndo toxico e de baixo custo, sendo pouco agressiva ao meio ambiente e
fornecendo subprodutos naturais com grande potencial farmacolégico. Acima de tudo,
a fim de reduzir o consumo de energia e a necessidade de agitacdo intensa, que gera
alto aquecimento e pode eventualmente degradar algum componente do sistema se
esta elevacdo de temperatura ndo for cuidadosamente controlada, o método de
extracdo CURUS despertou elevado interesse e curiosidade, levando a uma andélise

mais profunda de seu extrato, mesmo frente a técnicas mais modernas e sofisticadas.

5.2 NMR DOS EXTRATOS

A ressonancia magnética nuclear de carbono-13 foi utilizada para avaliar os
extratos de curcuminoides e identificar o decaimento de indugéo livre dos principais
compostos quimicos, num ambiente quimico especifico. Neste tipo de estudo,
diferentes sinais indicam os diferentes tipos de carbonos; suas respectivas
localizacBes (deslocamentos quimicos) indicam o tipo de grupo funcional em questéao;
a area do pico esta diretamente relacionada ao nimero de carbonos e o padrdo do
desdobramento se associa ao numero de hidrogénios ligados ao carbono. Os
espectros obtidos sao apresentados nas Figuras 14, 15, 17-19.

Duas regides principais foram encontradas no espectro de carbono: uma delas
referente aos componentes alifaticos, com sinais entre 15 e 60 ppm; e outra, na faixa
de 110 a 205 ppm, associada a regiao de ligacbes duplas, aromaticas e carbonilas
(como pode ser visto nas Figuras 14 e 15). Esses sinais foram gerados pelos
curcuminoides e pelos triacilglicerideos possivelmente presentes nos extratos, em
conformidade com dados obtidos por RODRIGUEZ e colaboradores (2014).
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Figura 14 — Espectro total de 13C do extrato CURSON
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Figura 15 — Espectro total de 13C do extrato CURUS
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Uma caracterizagdo quimica mais profunda pode ser feita analisando os
espectros de expanséo dos extratos. Nas Figuras 16, 17 e 18, respectivamente, foi
possivel fazer a associacdo entre os carbonos na estrutura quimica basica dos
curcuminoides e os sinais correspondentes encontrados nos espectros de RMN de
carbono-13.

Os espectros obtidos empregando a técnica APT (Figura 18) auxiliaram na
identificacdo de grupos quimicos, de acordo com a mudancga quimica caracteristica
de sua posicao na molécula e a quantidade (par ou impar) de hidrogénios associados
ao carbono em anélise.

O nuamero de sinais encontrados € basicamente o0 mesmo em ambos o0s tipos
de extracdo (CURSON e CURUS). Portanto, ndo se pode dizer que um dos dois
métodos € mais ou menos eficiente em termos de pureza e possivel contaminacao do
extrato por substancias indesejaveis, pois ambas técnicas resultam em extratos
brutos, isentos de qualquer processo de purificacdo. No entanto, quanto ao conteudo
de curcuminoides, é possivel inferir que o banho ultrassénico pode ser mais eficiente
porque muitos de seus picos mostraram-se mais proeminentes, indicando maior
intensidade de varios sinais de curcuminoides caracteristicos (principalmente
carbonila em torno de 205 ppm e metil proximo 14 ppm).

Além disso, foi observada uma resolucéo significativamente melhor em regides
das metilas em torno de 20 ppm, levando a supor que o CURUS poderia conter uma
propor¢cdo maior desses componentes de interesse. Para complementar e ratificar

esses achados, outra técnica, a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada.

Figura 16 — Assinalamento dos carbonos da estrutura basica dos curcuminoides
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Figura 17 — Espectro de expanséo de *C do extrato CURSON
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Figura 18 — Espectro de expanséo de *C do extrato CURUS
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Figura 19 — Espectro de APT de 3C dos extratos
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5.3 HPLC DOS EXTRATOS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) permitiu identificar e
qguantificar a curcumina nos extratos naturais. O primeiro dos cromatogramas que
deram origem a curva analitica construida a partir da analise de diferentes
concentracdes do padrao analitico de curcumina esta representado na Figura 20.

A curva analitica foi construida utilizando diferentes valores conhecidos de
concentracdo do padrao de curcumina versus suas respectivas respostas de area de
pico medidas na HPLC. A equacao de regressao linear obtida para o ajuste da reta foi
y =0,0019 x - 0,1109, onde y representa a concentracdo de curcumina e X, a area do
pico. O coeficiente de correlacéo obtido foi de 0,9993, indicando uma boa linearidade.

Os cromatogramas dos extratos podem ser observados na Figura 21 (a— CURUS; b

— CURUS com coinjecdo do padrdo analitico; ¢ — CURSON; d - CURSON com
coinjecao do padrao analitico).

A coinjecdo do padrdao nas amostras confirmou que o pico principal foi
corretamente associado a curcumina, uma vez que, com a coinje¢do, sua area
aumentava. E os outros picos, devido a similaridade dos tempos de eluicéo,

provavelmente estdo associados aos curcuminoides secundarios, demetoxi e bis-
demetoxicurcumina.

Figura 20 - Cromatograma de HPLC do padréo analitico de curcumina

ol

Area do pico (mAU)
g

% R N P P PIMMT AT P~ M PR
Tempo de elui¢do (min)
Ho. | Tempo de Intensidade Area do pico  Area relativa
retencdo (min) do pico (mAU) (mAu*min) 3

18,74 263,878 114,222 100,00
Total: 263.878 114,222 100,00

Fonte: Elaborado pelo autor



57

Figura 21 — Cromatogramas de HPLC dos extratos naturais (a —CURUS; b —-CURUS com coinje¢&o
do padréo; c —-CURSON; d —-CURSON com coinjec¢éo do padrao)
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Fonte: Elaborado pelo autor

A Tabela 3 resume os resultados calculados a partir da correlacdo entre os

dados cromatograficos e a curva analitica da curcumina.

Tabela 3. Quantificacdo da curcumina nos extratos

Tempo de Areado pico Arearelativa [Curcumina]

Extrato retencdo associado a do pico estimada
(min) curcumina principal (mg/ml)
CURUS =~ 18,8 436,558 = 60 % 0,72
CURSON =~ 18,8 159,823 = 50 % 0,19

Fonte: Elaborado pelo autor

Os dados de HPLC mostraram que o CURUS apresenta o composto principal,
a curcumina, em maior quantidade e propor¢cdo (quase quatro vezes maior),

confirmando a evidéncia preliminar do NMR em relacdo a superioridade desse método
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de extracdo em relacdo a por¢do de curcuminoides que pode ser extraida. Portanto,
0 banho ultrassénico pdde ser escolhido como o método mais eficiente de extracédo
entre os testados, uma vez que maiores quantidades de curcumina no extrato natural
determinam n&do apenas sua cor e fluorescéncia, mas também sua qualidade
nutricional, potencial terapéutico, utilidade como pigmento e valor financeiro agregado
ao extrato. Assim, o extrato CURUS foi usado para todos os ensaios de

encapsulamento em polimero.

5.4 ANALISE DE TAMANHO (DLS)

Todas as medidas foram tomadas com aliquotas de suspensdes de
nanoparticulas preparadas recentemente e apdés um, dois, trés, quatro, cinco e seis
meses de armazenamento (em frascos hermeticamente selados deixados em repouso
em um refrigerador doméstico a aproximadamente 8°C). O didametro hidrodindmico
meédio (MD) e a distribuicdo de tamanhos de particula ou (polidisperséo ou Pdl) das
amostras na forma liquida estdo apresentados e sintetizados na Tabela 4. Tais
propriedades séo de grande importancia na elaboracdo de formulagcfes visando a
aplicacdo farmacéutica, pois o controle do tamanho das particulas afeta a otimizacéo
do encapsulamento e liberagdo do farmaco, bem como a manutencdo de suas
propriedades através da estabilidade da suspensdo coloidal obtida (PANYAM;
LABHASETWAR, 2003; GAUMET et al., 2008; VILANOVA et al., 2010).

Tabela 4. Diametro hidrodindmico médio (MD) e distribuicdo de tamanhos de particula ou (Pdl) das

amostras na forma liquida

NPs recém- 1 més de 2 meses de 3 meses de
Amostra
i preparadas armazenamento armazenamento armazenamento
(aliguota)
MD (nm) Pdl MD (nm) Pdl MD (nm) Pdl MD (nm) Pdl

0 157+3 0,11+0,03 154+3 0,10+x0,04 155+2 0,12+0,03 192+2 0,15+ 0,04

5 155+3 0,14+0,04 157+2 0,15+0,03 156+4 0,15+0,04 1615 0,14 £ 0,03

10 160+2 0,13+0,04 158+2 0,12+0,06 162+3 0,11+0,04 160%3 0,12 £ 0,04

15 179+4 0,12+0,03 180+3 0,14+0,04 184+4 0,15+0,05 185+4 0,14+0,04

20 181+2 0,18+0,04 179+2 0,16 +0,04 183+4 0,16+0,02 1873 0,16 £ 0,03
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Continuacéo (Tabela 4)

4 meses de 5 meses de 6 meses de
Amostra
; armazenamento armazenamento armazenamento
(aliquota)
MD (nm) Pdl MD (nm) Pdl MD (nm) Pdl
0 193+2 0,12+0,04 215+4 0,17+0,04 245+5 0,18+ 0,03
S 166+5 0,14+0,03 178+3 0,15+0,03 184+3 0,15+0,04
10 162+3 0,15+0,04 180+2 0,14+0,06 185+4 0,15+0,04
15 185+4 0,13+0,04 223+4 0,18+0,04 261+4 0,21+0,05
20

189+3 0,15+0,03 234+4 0,21+0,04 276+5 0,24+0,02

Fonte: Elaborado pelo autor

O MD das nanoparticulas é uma propriedade também relacionada a
importantes efeitos in vivo como captacdo intracelular, penetracdo através de
barreiras fisiologicas, entrega e vetorizacdo de drogas, toxicidade e a via de
administracdo adequada. Em geral, quanto maior a reducao do tamanho da NP, maior
sera sua area superficial relativa e, assim, maior serd sua atividade e eficiéncia
terapéutica. No entanto, particulas de tamanhos entre 50 a 200 nm sdo mais
propensas a se manterem localizadas num dado alvo terapéutico (PANYAM;
LABHASETWAR, 2003; GAUMET et al., 2008; VILANOVA et al., 2010; Al, J et al.,
2011).

O PdI esté relacionado a distribuicdo de tamanhos das NPs. Quanto menor o
modulo de polidispersividade observado, entende-se que o sistema de NPs é mais
homogéneo, menos polidisperso. Valores de Pdl muito proximos a zero também estéo
associados a sistemas monomodais, com apenas uma populacéo de particulas, em
apenas uma dada faixa de tamanho (LEE,J.; HWANG; LEE,D., 2009).

Observou-se que as nanoparticulas obtidas sem a adicdo de extrato oleoso
(amostra 0) somente a partir de trés meses de armazenamento apresentaram um
consideravel aumento de tamanho, de aproximadamente 22%, enquanto as demais
amostras ndo apresentaram aumento percentual de tamanho significativo, dentro do
erro estatistico, no mesmo periodo observado. Isto leva a crer que a CUR, na faixa de
concentracdo de 5 a 20%, pode ser capaz de estabilizar o tamanho do sistema
polimérico, tornando-o0 mais adequado para aplicagGes farmacéuticas. Comparando
as amostras 0 e 5 recém-preparadas, ndo houve aumento do tamanho das particulas
dentro do erro estatistico. Possivelmente, isso se deve ao fato de a CUR ter sido
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incorporada a matriz PCL, sem significativa interacdo e adesdo a camada externa de
pluronic, que seria capaz de aumentar o tamanho das particulas. Ao comparar as
amostras recém-preparadas 5, 10 e 15, observou-se um aumento mais relevante do
MD, diretamente proporcional a quantidade de CUR acrescida, e provavelmente
associado a saturacdo de CUR na matriz de policaprolactona e sua agregacdo na
superficie das NPs, espessando a camada de poloxamero. A amostra 20, contendo a
maior quantidade de CUR no sistema de nanoprecipitacdo, ndo apresentou um
aumento de tamanho significativo em relacdo a concentracdo anterior, amostra 15,
sugerindo que o extrato nao foi mais incorporado ao sistema de polimeros acima desta
concentracéo, dentro nem superficialmente, permanecendo livre na suspensao, sem
afetar o tamanho das NPs recém-preparadas.

O Pdl aumentou ligeiramente a medida que a quantidade de extrato natural
adicionado ao sistema de nanoprecipitacdo aumentou e, também, durante todo o
tempo de armazenamento. Este fato é consistente com duas circunstancias: o 6leo
interfere na viscosidade da fase organica da nanoprecipitacéo, alterando a sistematica
do fenbmeno hidrodindmico da precipitacdo e as caracteristicas morfologicas das
NPs; e inerente envelhecimento da suspensao coloidal e consequente formacéo de
agregados particulados um tanto maiores.

No periodo mais avancado, de quatro a seis meses, 0 aumento do tamanho de
particula mais pronunciado pode ser relacionado a maturacdo de Ostwald, a qual
descreve que particulas de tamanhos reduzidos, mesmo que pouco polidispersas e
com solubilidade limitada no meio dispersante tendem a se aglomerar, devido a alta
tensdo interfacial resultante do aumento da area de superficie (VERMA et al, 2011).
Ainda assim, todos os sistemas preparados apresentaram caracteristicas favoraveis
a aplicacdo farmacéutica no periodo de armazenamento observado: uma populacéo
unica de NPs, faixa de tamanho nanométrico, com baixa polidispersividade e
manutencdo da estabilidade observada durante o tempo de armazenamento de 6
meses, sob condi¢des controladas.

O tamanho médio de particula obtido pode ser considerado satisfatério, visto
gue estudos de Gao e colaboradores (2006) com particulas poliméricas semelhantes
(NPs de 70 a 345nm com matriz de polibutilcianoacrilato carregadas com metotrexato
e revestidas com polissorbato 80) ja demonstraram a capacidade das mesmas de
atravessar a BHE, com destaque para as particulas menores, em torno de 100nm,

que, além de atravessar a BHE com relativa facilidade, apresentaram potencial para
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entregar mais farmaco ao cérebro dos ratos via inje¢do intravenosa que as demais
gamas de tamanho de particula. Ademais, diversos outros estudos também
demonstraram resultados similares e satisfatérios em termos de difusdo e entrega de
farmacos por NPs entre 100 e 200nm pela BHE, com carga superficial e recobrimento
adequados (GABATHULER, 2010; WOHLFART et al., 2012; GOYAL et al., 2014;
SARAIVA et al., 2016)

O processo de liofilizacdo pode levar ao aumento do diametro hidrodinamico
médio das particulas como resultado de seu colapso durante o processo de
congelamento que o precede (SILVEIRA, 2012). Assim, para avaliar este efeito, foram
comparadas as medidas de DLS das amostras de NPS recém-preparadas, na forma
liquida, e da NPs liofilizadas logo apds sua sintese ressuspensas em agua ultrapura
(Tabela 5).

Tabela 5. Efeito da liofilizagdo sobre o tamanho das nanoparticulas

Amostra NPs recém-preparadas NPs liofilizadas ressuspensas

MD (nm) Pdl MD (nm) Pdl
0 157 +3 0,11 + 0,03 392 +3 0,21 +£0,05
5 155+3 0,14 + 0,04 361 +4 0,19+ 0,04
10 160+ 2 0,13+ 0,04 362 +4 0,22 +0,03
15 179+ 4 0,12 + 0,03 388+5 0,17 + 0,05
20 181 +2 0,18 + 0,04 3873 0,20 £ 0,04

Fonte: Elaborado pelo autor

Mesmo apds a liofilizagdo, o MD das amostras permaneceu dentro da
nanoescala, apesar de seu tamanho aproximadamente dobrar. Em conformidade com
0 aumento no tamanho resultante da agregacao das particulas, também houve um
aumento proporcional do Pdl, evidenciando uma maior heterogeneidade dos sistemas
nanoparticulados quando liofilizados. Como no processo de liofilizagdo as amostras
nao foram sequer protegidas por um crioprotetor adicional, que minimizaria a sua
agregacéo, os dados podem ser considerados muito promissores, mostrando que
apenas o0 revestimento das particulas com poloxamero ja foi capaz de conter

significativamente o efeito de agregacéo e colapso do sistema nanoparticulado.
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5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

A morfologia das particulas influencia a forma como as mesmas interagem com
as ceélulas. A atuacdo das NPs tanto em células fagociticas quanto nao fagociticas
depende da sua morfologia, que pode até mesmo apresentar maior influéncia na
internalizacdo das NPs que o préprio tamanho e carga superficial. Deseja-se, para
este tipo de aplicacdo do nanossistema, que as particulas apresentem a morfologia
esférica (CHAMPION & MITRAGOTRI, 2006; ALMERIA et al., 2010), evitando a
depuracdo das nanoparticulas pelo sistema imunolégico e também possibilitando e
facilitando sua vetorizacdo e localizacdo na regido cerebral, mas sem implicar
necessariamente na internalizacao das particulas pelas células neuronais, uma vez
gue a liberacdo da CUR na propria microglia ja seria suficiente para o desempenho
de seu potencial antioxidante, antiamiloide, anti-inflamatorio e marcador fluorescente.

Portanto, para a sondagem e andlise da morfologia dos sistemas obtidos, foi
realizada a microscopia eletrénica de varredura das NPs liofilizadas, cujos resultados
estdo abaixo representados, nas Figuras 22, 23, 24, 25 e 26. As micrografias com
menor ampliagdo, a esquerda de cada figura, auxiliam na visualizagdo geral da
amostra, evidenciando a formacdo de agregados micrométricos cuja andlise
demandou maior magnificacdo para visualizacdo das nanoparticulas em si.

Em todas as amostras, foi verificada morfologia esférica, como era esperado
para a sintese de particulas por nanoprecipitacdo (BECK-BROICHSITTER et al.,
2010; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Ademais, os tamanhos médios
de particula estimados em microscopia mostraram-se condizentes com os aferidos
por DLS, apresentando-se numa faixa entre 350 e 400nm, evidenciando novamente o
efeito da liofilizacdo sobre o aumento do didmetro da particula, em decorréncia da
aglomeracao inerente a este processo de secagem.

Nas amostras 10, 15 e 20 (Figuras 24, 25 e 26, respectivamente), foi observado
um aspecto menos homogéneo na totalidade das micrografias, o que pode ser
associado ao aumento de CUR presente nos sistemas possivelmente acarretando na
simples presenca de extrato oleoso fora das NPs e/ou na desestabilizacdo do
processo de deposicdo interfacial, com consequente formacdo de micelas de
poloxadmero durante a nanoprecipitacao e, portanto, culminando na visualizacdo das
esferas de modo menos uniforme, com perfil menos delineado e contorno menos

sobressaltado, sobretudo na amostra 10.
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Figura 22 — Micrografia da amostra 0 com aumento de 26500 e 38000 vezes, respectivamente

Fonte: Elaborado pelo autor
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 24 — Micrografia da amostra 10 com aumento de 8100 e 31000 vezes, respectivamente

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 25 — Micrografia da amostra 15 com aumento de 23000 e 28500 vezes, respectivamente

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 26 — Micrografia da amostra 20 com aumento de 7300 e 24000 vezes, respectivamente

Fonte: Elaborado pelo autor

5.6 POTENCIAL ZETA (ZP)

A estabilidade das nanossuspensfes também foi avaliada em termos de
potencial zeta (ZP). Com base em estudos anteriores, esperava-se obter
nanoparticulas carregadas negativamente por causa dos terminais carboxilicos de
poliéster, o que foi possivel observar. Quanto mais negativo o ZP encontrado, menor
a tendéncia de agregacdo das nanoparticulas, o que pressupde melhor estabilidade
coloidal. Entretanto, enquanto as particulas obtidas por nanoprecipitagdo com apenas
PCL usualmente apresentam médulos ZP em torno de 50mV, as nanoparticulas de
PCL recobertas por polimero anfifilico tendem a apresentar menor médulo de carga
superficial (LEE,J.; HWANG; LEE,D., 2009; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010; SHUBHRA et al., 2014; KUMAR; SAWANT, 2013; LEUNG et al., 2015; XIONG;
PENG; CHEN, 2015). No caso de estabilizantes de peso molecular mais alto, como o
pluronic, que atua sobretudo por estabilizacdo estérica, mesmo médulos de ZP de 20
mV ou inferiores podem fornecer estabilizac&o suficiente.

Apesar do baixo médulo de ZP, as nanossuspensfes podem ser consideradas
estaveis, porque um ZP relativamente baixo pode ser medido devido ao revestimento
do poloxamero, mesmo no caso de superficies de particulas altamente carregadas,
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visto que o recobrimento pode deslocar o plano de cisalhamento para uma distancia
maior da superficie da particula (QUAGLIA et al., 2009).

Os dados de ZP das amostras na forma liquida sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Potencial Zeta (ZP) das suspensdes coloidais de nanoparticulas

Amostra ZP das NPs ZP-1mésde ZP-2mesesde ZP-3mesesde
(aliquota) recém- armazenamento armazenamento armazenamento
preparadas (mV) (mV) (mV) (mV)
0 -14+ 1 -14+1 -14+1 -12+1
-15+ 1 -15+1 -15+1 -15+1
10 -15+1 -14+1 -15+1 -14+1
15 -14+1 -13+1 -13+1 -13+1
20 -13+1 -12+1 -11+1 -11+1

Continuacgéo (Tabela 6)

ZP -4 mesesde ZP-5mesesde ZP -6 mesesde

Amostra
] armazenamento armazenamento armazenamento

(aliquota)

(mV) (mV) (mV)

0 -10+1 -8+1 -10+1

5 -13+1 -12+1 -12+1

10 14+ 1 -12+1 14 +1

15 -10+1 9+1 -13+1

20 9+1 -8+1 -11+1

Fonte: Elaborado pelo autor

Na amostra 0, o ZP apresentou uma reducéo consideravel somente a partir de
trés meses de armazenamento, concordando com o aumento abrupto do tamanho
observado para esta amostra apos este periodo. Nas amostras 5, 10 e 15, a flutuacao
do ZP observada néo foi estatisticamente relevante, confirmando a manutencéao da
estabilidade dos sistemas durante o periodo de armazenamento em questdo. A
amostra 20, além de apresentar menor ZP que todas as demais amostras em todos
os periodos de armazenamento, também apresentou maior reducédo de ZP com o0s
tempos de armazenamento mais prolongados. Isso provavelmente esta relacionado

ao excesso de CUR livre no nanossistema, que pode ser capaz de desestabiliza-lo



67

em termos de carga superficial, embora nenhum aumento tdo consideravel no
tamanho tenha sido observado para esta amostra, talvez porque a CUR associada a
camada de poloxamero tenha evitado o processo de colapsacédo e agregacao.

Na Tabela 7, estdo expressos os dados aferidos de pH, importantes para
compreensao dos dados de ZP, uma vez que a carga superficial da particula esta
intrinsecamente relacionada a fatores como pH, temperatura e concentragcdo dos
componentes da meio (PANYAM; LABHASETWAR, 2003). Como a carga da
superficie das particulas depende da dissociacdo dos seus grupos funcionais, a taxa
de dissociacdo do mesmo serd influenciada pelo pH da suspenséo (KECK, 2006). E,
como ndo houve alteracao significativa de pH durante o periodo de armazenamento
observado (vide Tabela 7), pode-se afirmar que todas as medidas foram realizadas
mantendo-se os parametros de andlise e as mesmas caracteristicas fundamentais do

meio, inclusive a condutividade intrinseca do sistema.

Tabela 7. pH das suspensdes coloidais de nanoparticulas

Amostra (aliquota) pH
0 6,6 +0,1
5 6,4+0,1
10 6,4+0,1
15 6,1+0,1
20 55+0,1

Fonte: Elaborado pelo autor

Os dados do potencial zeta das amostras liofilizadas ressuspensas em agua
ultrapura estéo ilustrados na Figura 27.

Figura 27 — Efeito da liofilizac@o sobre os dados de ZP das nanoparticulas
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Os dados de ZP das amostras liofilizadas (Figura 27) confirmam as
expectativas da andlise de estabilidade através do MD, mostrando que a CUR
provavelmente estabiliza e protege o sistema da agregacéo, contribuindo junto ao
poloxamero com modulos ZP suficientes para evitar agregacdo, mesmo observando-
se uma ligeira reducdo de ZP apos liofilizagcdo, marcadamente mais expressiva na
amostra 0, sem a adicdo de CUR. Quao maior o acréscimo de CUR ao sistema, menor
foi a reducdo percentual relativa de ZP (em modulo) observada, mesmo apoés a

realizacdo da liofilizacao.

5.7 ANALISE DE FTIR DOS NANOSSISTEMAS

Os espectros de FTIR de todas as NPs sintetizadas (0, 5, 10, 15 e 20)
mostraram 0s picos caracteristicos da matriz polimérica, confirmando a presenca e
integridade de ambos os componentes poliméricos nos hanossistemas obtidos.

As principais bandas caracteristicas dos polimeros constituintes da matriz séo
destacadas na Figura 28: para PCL, 2943 cm™ (1) e 2866 cm™ (2); 1721 cm™ (3); 1470
cm? (4), 1365 cm™ (5) e 1168 cm? (6); e para Pluronic, 2863 cm™ (2) e 1103 cm™* (7).

Figura 28 — Espectros de FTIR do extrato de a¢afrdo (CUR) e das NPs carregadas com diferentes

propor¢des de CUR
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Os dados obtidos confirmaram a total remocéo do solvente organico durante o
processo de evaporagdo, Vvisto que suas bandas caracteristicas ndo foram
evidenciadas. Também néo foi observada interacdo quimica entre os polimeros e o
ativo da formulacdo, o que é fundamental para que esta matriz seja considerada
aplicavel em um nanossistema de liberagdo, assim evitando o comprometimento da
funcdo farmacéutica do encapsulado. Ademais, bandas de absor¢édo observadas
mostraram-se de acordo com as bandas caracteristicas de PCL e Pluronic relatadas
na literatura (SHAH et al., 2007; XIE et al., 2009; MA et al., 2011; PANDITA et al.,
2011; HERNANDEZ et al.,, 2012; KUMAR; SAWANT, 2013; LIAU et al., 2014;
GOVENDER et al.,, 2015; ZHANG et al., 2015; PARRA et al.,, 2015), conforme

resumido na Tabela 8.

Tabela 8. Caracteristicas espectrais da matriz polimérica

] Comprimento L
Assinalamento Atribuicao
de onda (cm™)

1 2943 Estiramento assimétrico do CH>
2 2866 Estiramento simétrico do CH>
3 1721 Estiramento C=0 do éster

4 1470 Vibracao de C-H

5 1365 Vibrag&o do CHs

6 1168 Ligacdo C-O-H

7 1103 Estiramento C-O

Fonte: Elaborado pelo autor

Comparando todos o0s espectros, ndo se observa deslocamento, alargamento
ou alteracdo da posicao das bandas, indicando que ndo houve interacdo quimica entre
0s componentes do sistema de nanoprecipitacdo, 0 que é satisfatorio, pois uma
interacdo quimica poderia comprometer as propriedades desejaveis, uma vez que a
acdo antioxidante, antiamiloide e anti-inflamatoria da molécula séo frutos de seus
grupos quimicos caracteristicos. Assim, pode-se inferir que, mesmo ap0s 0 processo
de nanodimensionamento do polimero, as NPs mantém o contetdo de curcuminoides
com caracteristicas quimicas e estruturais intactas.

A expansdo de 1600 a 1400cm™ (Figura 29) demonstra o aparecimento de
bandas em torno de 1515 cm™® muito proeminentes nas amostras 15 e 20,
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provavelmente associadas aos curcuminoides. Seu aparecimento provavelmente esta
associado a maior concentracdo de CUR na superficie das NPs ou a presenca de
CUR livre nesses sistemas.

Figura 29 — Expanséo dos espectros de FTIR do extrato de a¢afrdo (CUR) e das NPs carregadas com

diferentes proporcdes de CUR
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.8 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada com o propdésito de avaliar a
estabilidade térmica dos nanossistemas através da determinacdo da temperatura e
velocidade de degradacdo dos nanomateriais obtidos. Os resultados da analise
termogravimeétrica (TGA) bem como da primeira derivada das curvas (DTG) para os
polimeros puros sédo apresentados nas Figuras 30 e 31, respectivamente.

A visualisacéo total dos perfis observados na TGA corresponderam aos dados
apresentados na literatura tanto para PCL (HUANG et al., 2003; HERNANDEZ et al.,
2012; ZHONG et al., 2015) quanto para o Pluronic F-68 (WANG et al., 2010; CHUA et
al., 2013). E, para ambos os polimeros, foi observada a decomposicéo total (100%),

nao restando nenhuma marca de residuos poliméricos apés a analise.
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Figura 30 — Andlise termogravimétrica (TGA) da PCL e do Pluronic F-68 puros
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Figura 31 — Primeira derivada da curva termogravimétrica (DTG) da PCL e do Pluronic F-68 puros
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O Pluronic F-68 apresentou comportamento de degradacao térmica uniforme,
com apenas um evento de perda (Figura 30, em vermelho). Observando a primeira
derivada desta curva (Figura 31, em vermelho), verifica-se apenas um pico, bem
alargado, referente a temperatura em que a maxima velocidade de degradacédo do
polimero € alcancada. O alargamento inicial na base do pico do Pluronic F-68
(préximoa 250°C) pode estar associado a perdas de massa referentes a por¢des dos
blocos PPO do copolimero, que sdo menos reisistivos termicamente que os blocos de
PEO (XIONG; TAM; GAN, 2004; WANG, R. et al., 2012).

A TGA da PCL (Figura 30, em preto) mostra um comportamento de degradagao
térmica nao uniforme, com dois eventos de perda. O primeiro destes eventos pode ser
associado a degradacao das cadeias de poliéster, que desencadeia a liberacdo de
acido carboxilico e outros grupos terminais (PERSENAIRE et al., 2001). J& a segunda
etapa de degradacdo, mais expressiva, provavelmente se associa ao evento térmico
da degradacédo das cadeias poliméricas. Pela primeira derivada da curva desta curva
(Figura 31, em preto), ha dois picos referentes a temperatura em que a maxima
velocidade de degradacdo é alcancada, confirmando os dois eventos de perda
observados na TGA. O PCL, com seu pico principal mais deslocado para direta
(temperaturas maiores), parece apresentar maior estabilidade térmica que o Pluronic
puro, o que é condizente com o fato de o PCL apresentar-se como um material de
estrutura mais rigida. Por ser um sistema com menor rigidez e maior mobilidade, o
poloxamero por sua vez, apresenta seu inicio de degradacéo antecipado (WANG, R.
et al., 2012).

Os resultados da analise termogravimétrica (TGA) bem como da primeira
derivada das curvas (DTG) para as amostras liofilizadas sdo apresentados nas
Figuras 32 e 33, respectivamente.

O TGA das amostras 5 a 20 (Figura 32) indica que as mesmas apresentaram
um comportamento de degradacéo térmica uniforme, com apenas um evento de perda
bem delimitado. E, ao observar sua derivada (Figura 33), ha apenas um pico referente
a temperatura em que a velocidade de degradagédo é maxima. Ja o TGA da amostra
0 indica mais de uma perda, porém nado se observa outro pico na sua DTG. Entretanto,
pode-se observar um nitido alargamento do pico da amostra 0, indicando uma perda
de massa mais heterogénea, provavelmente resultante da degradacédo ndo unifome,

nao homogénea do material. Comparando-se 0 sistema na auséncia e presenca de
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CUR observa-se que a presenca do mesmo contribui para uma cinética de

degradacé&o mais homogénea que 0 nanossitema puro.

Figura 32 — Andlise termogravimétrica (TGA) das amostras obtidas
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Figura 33 — Primeira derivada da curva termogravimétrica (DTG) das amostras obtidas

25
204 g
| —5
—10
~ 154 — 15
=]
s —20
=
® 10
? 10-
=
0,54
0,0 - : : : . . .
100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

Fonte: Elaborado pelo autor



74

Para melhor compreensédo destes dados, os valores da temperatura de inicio
da degradacao (Tonset), inicio da inflexdo da curva da DTG (Tpeak) € residuo da PCL,
do Pluronic F-68 e das amostras foram avaliados e estdo aqui resumidos na Tabela
9. Os valores de Tonset € Tpeak (Tabela 9) confirmam que a PCL exibe maior estabilidade
térmica que o Pluronic puro, visto que a PCL apresenta maiores valores associados a

temperatura de inicio da degradacéo e inicio da inflexdo da curva da DTG.

Tabela 9. Valores da temperatura de inicio da degradacéo (Tonset), inicio da inflexao da curva da DTG

(Tpeak) € residuo da PCL, do Pluronic F-68 puros e das amostras
Amostra Tonset (£ 1°C)  Tpeak (x 1°C) Residuo (%)

PCL 281/335 309/387 0
Pluronic F-68 278 362 0
0 181/275 356 0

5 305 366 0

10 318 372 1

15 328 381 1

20 317 375 3

Fonte: Elaborado pelo autor

Na amostra 0, observa-se uma faixa de temperatura de degradacdo menor que
dos polimeros puros. Este dado é coerente, pois formacdo de particulas na escala
nanometrica acarreta em uma maior area superficial e, consequentemente, maior
reatividade das NPs, fazendo com que degradacao se inicie mais rapidamente devido
a maior facilidade de transmissdo do fluxo de calor ao longo da amostra
(MAINARDES; GREMIAO; EVANGELISTA, 2006). Nas amostras de 0 a 15 foi
verificado um aumento progressivo da estabilidade térmica, provavelmente associado
a adicdo de CUR ao sistema de nanoprecipitacdo. Logo, pressupde-se que o0 extrato
pode atuar como um estabilizante nessa faixa de concentracdo. Ademais,
comparando as amostras 5, 10 e 15 em termos de tamanho, ha correlacdo com o0s
dados da TGA, ja que as amostras 10 e 15 apresentam tamanho ligeiramente maior
e, consequentemente, menor area superficial relativa e, assim, maior estabilidade
térmica (MAINARDES; GREMIAO; EVANGELISTA, 2006). Entre as amostras 15 e 20,

ocorre a estagnacao dos valores de Tonset € Tpeak (COm sutil queda, retornando para os
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valores encontrados na amostra 10), o0 que sugere que quantidades
consideravelmente maiores de CUR acarretam em excesso e saturagcao do extrato no
sistema, nao implicando em melhorias de propriedades de fato. O residuo observado
da amostra 10 em diante provavelmente esta associado ao excesso de CUR no

sistema.

5.9 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

Os termogramas obtidos por DSC para 0s polimeros puros e para as amostras
sao apresentados na Figura 34. Os valores das temperaturas de fusdo, Tm, estédo

descritos na Tabela 10.

Figura 34 - Termogramas dos polimeros puros bem como das nanoparticulas obtidas apds liofilizagéo

(amostras 0, 5, 10, 15 e 20, respectivamente)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Observa-se por meio dos termogramas que a PCL e o Pluronic apresentam
picos de fusao cristalina em temperaturas muito proximas. Logo, na mistura destes
materiais nas nanoparticulas, era esperado que ocorresse a sobreposicdo dos
mesmos. Entretanto, ha uma multiplicidade de picos nas amostras, com o

aparecimento de picos de fusdo bem alargados em regides de temperaturas menores,
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gue nao existiam nas matrizes originais. Assim, pode-se inferir que a interagao dos
polimeros com o solvente organico, a nanoprecipitacdo em si ou ainda a liofilizacéo,
separada ou conjuntamente, podem ter alterado a forma de cristalizacdo dos
polimeros, dando origem a um sistema com maior heterogeneidade cristalina, visto o
surgimento de novas populagdes de picos de fusdo. Também devido a sobreposi¢ao
da PCL e do poloxamero, ndo ha como discernir onde ocorre o rearranjo, se no
dominio de PCL ou de Pluronic. Na amostra 0, sdo observados trés picos de fusao,
indicando trés dominios cristalinos ao longo da amostra, com diferentes perfeicoes e
tamanhos cristalinos. Com a adicdo de CUR, o extrato aparentemente provoca
homogeneizagéo da perfeigéo cristalina do sistema, fazendo despontar apenas dois
picos de fusdo para as amostras de 5 a 20. N&o é possivel observar o aumento da
homogeneizacéao cristalina a partir do acréscimo de 15% de CUR, o que corrobora os
demais dados de TGA e DLS, apontando para a saturagédo da CUR no sistema a partir
da amostra 15 ou mesmo da 10, j& que o perfil de DSC das amostras 15 e 20 também

nao diferem significativamente da 10.

Tabela 10. Temperatura de fusdo (Tm) dos polimeros puros e das amostras 0, 5, 10, 15 e 20
Amostra Tm1(°C) Tm2(°C) Tms (°C)

PCL - - 55
Pluronic F-68 - - 52
0 35 43 54

5 27 - 52

10 31 - 54

15 30 - 53

20 27 - 52

Fonte: Elaborado pelo autor

5.10 DIFRACAO DE RAIOS X (XRD)

A andlise por difragdo de raios X foi executada para: analisar a estrutura
cristalina dos polimeros; determinar o grau de cristalinidade total dos sistemas;
averiguar possiveis mudancas na estrutura cristalina dos polimeros da matriz apos o

processo de obtencédo das particulas por nanoprecipitacdo bem como a influéncia da
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adicao do extrato sobre as propriedades estruturais. Os difratogramas de raios X dos
polimeros puros e das amostras obtidas por nanoprecipitacdo sédo apresentados,
respectivamente, na Figura 35 e na Figura 36. As posi¢cdes angulares dos respectivos
picos e o0 grau de cristalinidade dos polimeros puros e das amostras obtidas por

nanoprecipitacao sdo apresentados, respectivamente, na Tabela 11 e a Tabela 12.

Figura 35 - Difratogramas de raios X dos polimeros puros

PCL Pluronic F-68

Intensidade normalizada (u.a.)
Intensidade normalizada (u.a.)

0 15 20 25 30 10 15 20 25 30
20 (grau) 29 (grau)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 11. Angulos dos picos de difragéo dos polimeros puros

Material Angulos dos picos (°) Grau de cristalinidade (%)
PCL 22,1 24,8 42 £ 2
Pluronic F-68 13,9 19,5 23,7 27,6 39+2

Fonte: Elaborado pelo autor

O perfil do difratograma obtido para a PCL (Figura 35) evidencia a presenca de
dois picos cristalinos centrados em 20 = 22,1° e 24,8° (Tabela 11), os quais
correspondem aos planos cristalinos (110) e (200), respectivamente, caracteristicos
da célula unitaria cristalina do tipo ortorrombica. Tais dados corroboram os estudos
anteriores de Christensen et al. (2008), Hernandez et al. (2012), Monteiro et al. (2013),
Tshweu et al. (2013) e PENA et al. (2016). O relativo alargamento da base do pico
pode estar associado ao fato da PCL usada (de menor massa molar que as dos
estudos mencionados) apresentar maior indice de polidispersao e, portanto, maior

heterogeneidade dos seus cristais. Optou-se por uma PCL de massa molar menor
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para o tipo de aplicagdo almejada neste estudo porque, em testes anteriores
realizados dentro do proprio instituto, foi possivel associar massas molares maiores a
maiores tamanhos de NPs e, consequentemente, desvantagens como inadequacao
do tamanho para travessia da BHE e um grau de cristalinidade muito mais elevado e
um perfil de degradagédo da PCL muito mais lento, o que seria mais adequado para
liberacdo de farmacos em implantes, por exemplo, ndo para administracdo de doses
terapéuticas em taxas maiores ao cérebro de pacientes (SALMASO;CALICETI, 2013).

O difratograma do Pluronic F-68 (Figura 35) apresentou 2 picos cristalinos
principais e dois outros picos de difracdo de menor intensidade, com respectivos
valores descritos na Tabela 11, corroborando difratogramas publicados em estudos
anteriores (BAJGAI et al., 2009; XIE et al., 2009; PARRA et al., 2015).

Figura 36 - Difratogramas de raios X das amostras obtidas
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Fonte: Elaborado pelo autor

Na Figura 36, observa-se nos difratogramas obtidos para as amostras a
presenca de trés picos cristalinos. O primeiro deles coincide com o pico do pluronic,
com um sutil deslocamento para angulos menores, indicando um possivel aumento
da distancia lamelar. Este primeiro pico sofre achatamento e alargamento em relacao
ao pluronic puro, o que indica, respectivamente, uma reducao da cristalinidade da fase

de recobrimento de pluronic e mudanca no arranjo cristalino da mesma. Tais fatos sao
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condizentes com este tipo de técnica de nanodimensionamento, que envolve
solubilizacdo, moldagem em esfera, evaporacdo do solvente, secagem etc. O
segundo pico, pelo angulo que apresenta, pode ser associado a PCL, sem rearranjos
e deslocamentos evidentes para esta fase, ao comparar o difratograma das amostras
(Figura 36) com o dos polimeros puros (Figura 35). Ja o terceiro pico, pode ser
associado a contribuicdo conjunta de policaprolactona e pluronic, observando-se
assim um alargamento provavelmente devido a juncédo, sobreposicédo dos dois picos,
com deslocamento para a esquerda indicando o aumento da distancia interlamelar
dos cristais poliméricos.

Dentre os nanossistemas, a amostra 0 é a Unica a apresentar um perfil
realmente destoante (como ocorreu também no DSC): o 1° pico apresenta-se menos
achatado e sutilmente mais alargado; e inverte-se a intensidade relativa entre o 2° e
3° picos, o0 que indica a modificacdo dos cristais do sistema na auséncia de CUR,
confrmando uma heterogeneidade cristalina diferenciada nesta amostra,
corroborando o valor superior do grau de cristalinidade total calculado em relacéo as
demais amostras (Tabela 12). Nas amostras de 5 a 20 ndo se observa alteracao

significativa do perfil de arranjo cristalino nem do grau de cristalinidade total do

sistema.
Tabela 12. Angulos dos picos de difracio das amostras obtidas
Amostra Angulos dos picos (°) Grau de cristalinidade (%)
0 17,6 21,3 23,8 45+ 2
5 18,1 22,1 23,5 41 +2
10 18,2 21,6 23,2 40+ 2
15 18,2 21,6 23,1 392
20 18,2 21,8 23,1 38+2

Fonte: Elaborado pelo autor

5.11 ANALISE DE NMR NO DOMINIO DO TEMPO (TD-NMR)

A ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo é uma técnica utilizada
para avaliar a dinamica molecular do material observado. Neste estudo, foi abordado
o relaxamento longitudinal ou tempo de relaxacao spin-rede do nucleo de hidrogénio

(T1H), que esta envolvido com o retorno da magnetizacdo ao equilibrio térmico.
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Geralmente, no estado sélido, quanto maior o tempo de relaxacdo observado, menor
a mobilidade molecular do sistema. A analise dos dados foi feita ndo so atraves do
tempo de relaxagéo do hidrogénio (T1H) das amostras como a partir da avaliagédo das
modificacdes nas curvas de dominio dos materiais.

A Tabela 13 mostra os valores de TiH medidos para as amostras em estado
sélido (obtidas apos a liofilizacao), determinados a partir de 1 exponencial, usando a

técnica de inversdo-recuperacao.

Tabela 13. Tempos de relaxacao do hidrogénio determinados com 1 exponencial

Amostra/Material TiH (ms)

PCL 138
Pluronic F-68 130
0 112

5 103

10 94

15 83

20 83

Fonte: Elaborado pelo autor

Observando os dados gerais do TiH, observou-se que a adicdo de CUR
aumentou progressivamente a mobilidade molecular dos sistemas, uma vez que as
amostras 5, 10 e 15 apresentaram tempos progressivamente menores em relagéo a
amostra 0, na qual nenhum extrato natural foi adicionado. Provavelmente, com 15%
de extrato CUR, a saturacdo do sistema polimérico transportador é alcancada, uma
vez que a mobilidade molecular do sistema ndo muda mais, indicando uma possivel
saturacao e existéncia de CUR livre, o que corrobora os dados de DLS, TGA e DSC,
além do FTIR e SEM, que sugeriram a presenca de CUR livre nos sistemas mais
concentrados. A observacdo da maior rigidez da PCL em relagédo ao Pluronic (T1H
aproximadamente 6% maior) também corrobora os dados de TGA, que evidenciam
maior estabilidade térmica deste material em relacdo ao Pluronic, cuja degradacgéo é
antecipada. Ao comparar os valores de Ti:H das NPs obtidas mesmo sem adi¢céo de
CUR (amostra 0) com valores de TiH dos polimeros puros, observa-se uma reducdo
no tempo de relaxacdo dos componentes, provavelmente relacionada a reorganizagéo

estrutural da matriz pela influéncia do revestimento polimérico resultante do processo
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de nanoprecipitacdo. Essa diminuigcdo no tempo de relaxagdo da amostra 0 aponta
para uma boa interacdo entre os componentes poliméricos, PCL e Pluronic. Além da
determinacao dos tempos de relaxacao, também analisadas as informacdes contidas

nas curvas de dominio ou de distribuicdo dos TiH (Figura 37).

Figura 37. Curvas de distribuicdo dos tempos de relaxacdo dos nanossistemas
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Fonte: Elaborado pelo autor

As amostras 5, 10, 15 e 20 apresentaram duas curvas de dominio, sugerindo
gue a menor delas (entre 1 e 10ms) estd associada a CUR. O deslocamento destes
dominios para tempos menores em 15 e 20 confirma os dados anteriores, indicando
uma maior mobilidade destes sistemas, provavelmente associada a presenca do
extrato natural na sua forma livre ou aderido a camada externa de poloxamero. No
entanto, ndo se deve excluir a possibilidade de que esse dominio mais mével esteja
associado a umidade intrinsecamente associada a CUR incorporada as NPs, que
deve ser maior a medida que a proporcdo de CUR aumenta e, talvez por isso,
resultaria em dominios mais deslocados para a esquerda, em tempos menores.

O alargamento progressivo do dominio menos rigido, sobretudo, evidenciado
nos sistemas 15 e 20, indica uma maior heterogeneidade, possivelmente associada a
maior proporcao de CUR adicionada no Sistema de nanoprecipitagdo. Este dado era

esperado, pois, mesmo que pequenas, alteracbes na viscosidade do meio reacional
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de nanoprecipitagdo podem conduzir a formagdo de diferentes mecanismos de
recristalizacdo da estrutura da matriz polimérica, com internaliza¢do ou agregacao de
CUR a camada de poloxamero, adesédo de CUR do lado de fora da NP e até mesmo
em micelas livres de poloxamero (BROICHSITTER et al., 2010).

5.12 TESTE DE ALTERACAO DE COR

Os resultados obtidos dos testes de alteracéo de cor, baseados na Equacéao 1,

estao resumidos na Tabela 14.

Tabela 14. Alteragao total de cor dos sistemas (AE)
Amostra 24h-Luz 48h-Luz 24h-Temp 48h-Temp

CUR 3,6 4,4 2,3 3,1
5 0,8 11 0,9 1,4
10 0,7 1,2 1,0 1,4
15 1,0 1,5 1,2 1,6
20 1,8 2,3 15 1,9

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados mostraram que a CUR livre, ndo encapsulada, sofre grandes
mudancas de cor - provavelmente relacionadas a oxidegradacdo do composto, que
muda de amarelo para laranja escuro e subsequentemente para marrom, conforme é
oxidado. Além disso, o resultado mostrou que o fator de luz € mais prejudicial a
estabilidade do composto do que a temperatura, em conformidade com os achados
de Belkacemi e colaboradores (2011).

Quando se observa a CUR encapsulada, as amostras 5 e 10 apresentam maior
estabilidade de cor que as amostras 15 e 20, o que corrobora os dados de TD-NMR,
DLS, TGA e DSC. Isto indica que nesses sistemas ha CUR associada a PCL, mas
possivelmente também existe CUR na camada externa de Pluronic e até mesmo livre,
0 que deixa parte dela menos protegida da luz e mais suscetivel a degradagéo por

fotooxidagéo.
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5.13 EFICIENCIA DE RETENCAO DE CUR NAS PARTICULAS

Na Tabela 15, esta representada a porcentagem de CUR retida nas NPs,
calculada relacionando a massa inicial de CUR acrescida a nanoprecipitacdo com a
massa aferida apds o processo de “abertura” das particulas. Mesmo com a realizacao
de triplicatas de preparo e de amostra, esta andlise ndo pode ser observada
individualmente, uma vez que, durante processo de “abertura” das particulas, a CUR
pode ser sofrido degradacdo dada sua instabilidade quimica (NAKSURIYA et al.,
2014; SUN et al., 2014; LIU, Z. et al., 2016).

Tabela 15. Eficiéncia de retengdo de CUR nas nanoparticulas

Amostra Eficiéncia de retencao (%)

S 27 +3
10 24 + 2
15 27 +3
20 23+ 2

Fonte: Elaborado pelo autor

Considerando o erro intrinseco da andlise — preparo, operacdo e medida
(£10%), a eficiéncia de retencdo de CUR nas particulas ndo se altera e ndo supera
30%, sugerindo que a adicdo de mais CUR no sistema ndo acarreta necessariamente
em ganho com ativo associado a nanoparticula, mas sim ativo livre no meio, o que
poderia também ser util no sentido de estabilizacao estérica de tamanho e potencial
zeta da suspensdao coloidal de nanoparticulas. Entretanto, cabe novamente ressaltar
gue esta andlise por si s6 ndo traduz a capacidade de carreamento de CUR nas NPs,
visto também que a dupla natureza (PCL e Pluronic) da particula implica numa
interacao fisica e internalizagéo diferenciada dentro e fora (em meio as camadas de
pluronic) para cada quantia de CUR, a medida que sua proporcdo pode alterar
parametros fisico-quimicos do processo de nanoprecipitagdo como viscosidade,
tempo de escape do solvente organico etc (BADRI et al., 2017).

Os resultados de eficiéncia de retencdo corroboram o aspecto visual dos
nanossistemas obtidos (Figura 38): a medida que aumenta propor¢cdo de CUR,



84

observa-se uma cor amarelada mais evidenciada, provavelmente associada a mais

CUR livre em suspenséo ou na camada externa das nanoparticulas.

Figura 38. Aspecto visual das suspensdes coloidais de nanoparticulas de 5 a 20, nesta ordem

Fonte: Elaborado pelo autor

5.14 ENSAIO DE SOLUBILIDADE DE CUR E DAS PARTICULAS

O ensaio de solubilidade foi feito para verificar se 0s nanossistemas
promoveram o0 aumento da solubilidade de CUR. Ap6s 24h, sob agitacdo e
temepratura controladas, as misturas de circuma em po, extrato e nanoparticulas com
agua e PBS foram analisadas para comparar a quantidade de ativo solubilizado. Na
Figura 39 pode ser observado o aspecto destes sistemas no inicio e no fim do ensaio.

As nanoparticulas contendo CUR apresetaram-se aparentemente muito mais
soluveis tanto em agua ultrapura quanto em solucao aquosa de PBS, decorrendo num
tom amarelado mais pronunciado na solu¢ao, com um pequeno dep6sito do excesso
de NPs no fundo dos frascos. Ja os frascos contendo o p6 seco de acafrdo nao
mostraram uma boa solubilizagdo do pé no meio, com formagéo de corpo de fundo e
po em suspensao aquosa (Figura 39).

Ademais, sem a protecdo do sistema polimérico, ao fim do ensaio, o p6 de
acafrdo adotou um aspecto laranja escuro, levando a crer que houve oxidacdo do
ativo. O extrato de curcuminoides (CURUS) ficou totalmente aderido na parede do
frasco até o fim do ensaio, ocasionando apenas uma leve alteracéo da cor da solugéo
aguosa (quase imperceptivel), possivelmente devido ao carater extremamente oleoso

do mesmo.
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Figura 39. Fotografia dos sistemas no inicio e no fim do ensaio de solubilidade

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados obtidos nesta analise via espectofotdmetro UV-visivel estdo dispostos
na Tabela 16, cuja apresentacéo dos resultados segue a mesma ordem das fotos.

Tabela 16. Analise da solubilidade dos sistemas em agua e PBS (tampéao fosfato salino)

Amostra Meio Absorbéancia
P6 seco de acafrdo  Agua ultrapura 0,2
P6 seco de agafréo PBS 0,2
CURUS Agua ultrapura -
CURUS PBS -
NPs (10) Agua ultrapura 0,8
NPs (10) PBS 0,7

Fonte: Elaborado pelo autor

Confirmando as observacdes macroscopicas e sensoriais, as medidas de
absorbancia (Tabela 16) revelaram que, de fato, o encapsulamento polimérico
promoveu um aumento consideravel na solubilidade de CUR em meio agquoso, como
era desejado.

Estudos indicam que a adicdo de tensoativos pode auxiliar a solubilizagédo de
ativos hidrofébicos em meio aquoso (MA et al., 2011) devido ao seu carater anfifilico.
Assim, para avaliar mais profundamente a questdo da solubilidade da CUR e a
possibilidade da sua liberacdo em meio simulando o fisioldgico, foram feitos testes de

adicionais com o extrato (CURUS) em meio de PBS com variadas concentracdes de
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tensoativo (Pluronic F-68, o mesmo presente no recobrimento das particulas), nos
mesmos moldes do teste anterior.

A Figura 40 apresenta a fotografia das solu¢des aquosas de PBS com variadas
concentracdes de tensoativo (0; 0,5; 1,0 e 1,5%, respectivamente) apos 24 horas de
ensaio. Nota-se que foi indispensavel o uso do pluronic na solubilizacdo do extrato de
curcuminoides nesse meio, visto a caracteristica hidrofébica do ativo. Pela cor da
solucéo, néo foi possivel identificar visualmente CUR solubilizada no meio sem adicéo
de Pluronic. Percebeu-se também, pela “intensificacdo crescente do amarelo” e pela
menor quantidade de CUR depositada na parede dos frascos que o aumento da
concentracéo de tensoativo favoreceu a solubilizagdo da CUR. Entretanto, somente
com o resultado das leituras no espectrofotobmetro UV-visivel (Tabela 17) foi possivel
obter uma analise mais conclusiva, confirmando as suposi¢cdes. Como esperado, ndo
foi possivel detectar (Tabela 16) quantidades significantes de CUR solubilizada no
meio sem adi¢cdo de Pluronic; e o aumento da quantidade de tensoativo no meio
aumentou a solubilidade de CUR, o que esta de acordo com o fato de NPs recobertas
com este mesmo tensoativo promoverem o aumento da solubilidade de CUR em meio

aquoso e serem potencialmente aplicaveis em sistemas de liberacao.

Figura 40. Aspecto visual das solu¢cdes de CUR em PBS com variadas concentracdes de tensoativo

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 17. Analise da solubilidade de CUR em meio simulando o fisiolégico

Meio Absorbéancia
PBS + 0,5% tensoativo 0,3
PBS + 1,0% tensoativo 0,5
PBS + 1,5% tensoativo 0,6

Fonte: Elaborado pelo autor
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas analises dos extratos por FTIR conclui-
se que os curcuminoides principais foram de fato extraidos com ambos os métodos
de agitacdo (CURSON e CURUS), o que foi corroborado pelo NMR de *3C. Ainda, o
NMR revelou a preeminéncia do extrato CURUS através da apresentacdo de
espectros com melhor resolucdo e maior intensidade dos picos caracteristicos dos
curcuminoides. Arrematando a investigacao sobre o extrato, o HPLC confirmou a
presenca do curcuminoide principal (curcumina) nos extratos e o quantificou em
maiores propor¢cées em CURUS, corroborando o NMR e levando a sua escolha como
material a ser encapsulado.

A analise de tamanho via DLS permitiu intuir que a presenca de extrato de
curcuminoides (CUR) nos nanossistemas 5, 10, 15 e 20 promoveu consideravel
estabilizacdo de tamanho e indice de polidispersdo no periodo de armazenamento
(relativamente longo, de seis meses), 0 que confere uma boa caracteristica as
nanoparticulas (NPs) no contexto farmacolégico; e, mesmo apads a liofilizacao, as NPs
agregaram, mas nao chegaram nem a triplicar de tamanho e mantiveram-se na escala
nanomeétrica. Ademais, as diferentes propor¢cdes de CUR nos sistemas afetou de
formas diferentes o didmetro hidrodinamico médio e sua distribuicdo, provavelmente
porque a CUR interfere por diferentes vias nesse tipo de propriedade (internalizacéo
na PCL, interacédo fisica e espessamento da camada externa de Pluronic, alteracao
dos parametros reacionais da nanoprecipitacao etc). Entretanto, pdde-se destacar o
fato de que nao houve diferenca razoavel entre as amostras 15 e 20, o que sinalizou
para uma possivel saturacdo de CUR no sistema.

A microscopia eletrbnica de varredura (SEM) revelou, em termos gerais, a
morfologia predominantemente esférica de todos os sistemas, com sensivel reducao
da homogeneidade de 10, 15 e 20 possivelmente decorrente do excesso de CUR e
formacao de micelas de poloxamero durante a nanoprecipitacdo ou simplesmente do
excesso de extrato no exterior das NPs.

Os valores de potencial zeta (ZP) aferidos foram condizentes com o tipo de NP
produzida e suficientemente negativos para promover a estabilizacdo da suspensao
coloidal de nanoparticulas no periodo de armazenamento observado. Também, o
aumento da proporcao de CUR nos sistemas mostrou-se diretamente proporcional ao

aumento da estabilizacéo do ZP.
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A andlise de FTIR das amostras possibilitou a confirmacdo da remocdo da
acetona e a manutencdo das bandas caracteristicas tanto da PCL e do Pluronic
qguanto do extrato apds a nanoprecipitacdo, indicando que, como era desejado, ndo
houve interacdo quimica matriz polimérica-CUR (dado roborado pelo TD-NMR). Além
disto, a expanséo dos espectros concordou com as suspeitas geradas por DLS e SEM
através do surgimento de bandas associadas a CUR em 15 e 20, acusando a
presenca de CUR livre nos sistemas ou aderida na superficie das NPs.

A amostra 0 exibiu um perfil de degradacao nao uniforme na TGA, evidenciando
maior heterogeneidade em relacdo as demais, enquanto as amostras de 5 a 20
demonstraram uma cinética de degradacdo mais homogénea, provavelmente
associada a adicdo de CUR. Observando as amostras de 5 a 15, verificou-se o
aumento da estabilidade térmica diretamente proporcional a adicdo de CUR,
corroborando os dados de tamanho. A comparacdo da estabilidade térmica das
amostras 15 e 20 corroborou os demais resultados, indicando que o excesso de CUR
realmente ndo acarretou em beneficio em termos de propriedade térmica.

A analise de DSC reforcou os dados de TGA em relacdo a saturacdo de CUR
nas amostras 15 e 20; e ao aumento da homogeneidade cristalina da amostra 5 em
relacdo a 0, com a adicdo de CUR. Em conformidade com o DSC, na analise de XRD
a amostra 0 apresenta um perfil diferente no tocante a homogeneidade cristalina; e,
com a adicdo de CUR, menor o grau de cristalinidade total do sistema observado.

O estudo dos sistemas via TD-NMR revelou que a adicdo de CUR promoveu o
aumento da mobilidade molecular dos mesmos. A partir da amostra 15, os tempos de
relaxacdo ndo mais se alteram, corroborando a saturagdo de CUR evidenciada
anteriormente; e o deslocamento para tempos menores do dominio que surge na
presenca de CUR provavelmente esta confirmando o excesso de CUR em 15 e 20.

O teste de alteracdo de cor e a analise da eficiéncia de retengéo concertaram
visto que, superada a quantidade suportada avaliada na eficiéncia de retencéo
(inferior a 30% de CUR adicionada a nanoprecipitcao), a adicdo de CUR s0 acarreta
em excesso de extrato livre, ndo associado a particula. Assim, as amostras 15 e 20
apresentam maior susceptibilidade a fotodegradacao e menor estabilidade em termos
de cor. O sistema encapsulante promoveu de fato a protecdo do ativo contra a
degradacdo. Reunindo todos os dados, € possivel considerar a amostra 10 como a de
melhor relagao “custo-beneficio” levando em conta a quantidade de CUR adicionada

no sistema de nanoprecipitacéo e a propriedade por ela agregada.
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E, por fim, o resultado do ensaio de solubilidade permitiu concluir que, com
efeito, a inclusédo da CUR no nanossistema foi capaz de aumentar sua solubilidade
em meio aquoso, como era desejado; e, em conjunto com a solubilizacdo da CUR na
presenca de tensoativo no meio de tampao fosfato representou um indicio de que as
particulas tém potencial para liberacdo de CUR em meio fisioldgico.

Em virtude de tudo que foi mencionado, pode-se inferir que o0s objetivos
propostos na presente dissertacdo foram alcancados; que a alteracdo na
concentracdo de CUR em formulacdes obtidas por nanoprecipitacdo resultou em
diferentes comportamentos e propriedades das nanoparticulas; que os sistemas
poliméricos nanométricos encapsulando curcuminoides representam um potencial

terandstico para Alzheimer.



90

SUGESTOES

Avaliar o perfil de liberacdo do farmaco incorporado e, a partir do mesmo,
determinar o mecanismo de liberacdo das nanoparticulas produzidas associando-
0 a um dos modelos matematicos conhecidos como o de ordem zero, primeira
ordem, Higuchi, Hixson-Crowell ou Korsmeyer-Peppas, que geralmente é aplicado
para formas farmacéuticas poliméricas, nas quais 0 mecanismo de liberacdo néo

€ conhecido ou quando possa estar envolvido mais de um tipo de liberacao;

Realizar uma investigagdo mais aprofundada quanto a bioatividade,
degradacéo, citotoxicidade e biocompatibilidade das NPs produzidas;

Caracterizar novamente as nanoparticulas via TD-NMR, aprofundando o
estudo da dindmica molecular através da analise do tempo de relaxacéo spin-
spin (T2H);

Realizar novamente a microscopia das nanoparticulas, porém via microscopia

eletrbnica de transmissao a fim de se obter melhor resolucéo;

Caracterizar novamente as nanoparticulas liofilizadas (ressuspendendo-as em
diferentes meios) via DLS a fim de observar o efeito da variacéo do pH sobre a
distribuicdo de tamanho, potencial zeta e estabilidade coloidal;

Realizar o teste de atividade das nanoparticulas e da CUR livre em modelo
celular de Alzheimer a fim de identificar o comportamento e as propriedades
fluorescentes dos nanossistema, bem como a manutengcdo e possivel

potencializacdo das atividades anti-inflamatoria, antioxidante e antiamiloide;

Evoluir para o0s ensaios in vitro de bioatividade, farmacocinética e
biocompatibilidade das NPs; e, posteriormente, para ensaios in vivo com

modelos murinos de Alzheimer.
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