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RESUMO

A proposta deste estudo foi desenvolver e avaliar nanoparticulas lipidicas solidas
(NLS) para a veiculacdo de curcumina (CUR). A CUR é um composto fitoquimico
reconhecido pela baixa toxicidade intrinseca e ampla variedade de efeitos
terapéuticos. Embora apresente um grande potencial terapéutico, a
biodisponibilidade da CUR é baixa. Sistemas carreadores nanoestruturados tém sido
utilizados para superar barreiras biologicas que limitam a biodisponibilidade de
farmacos. Para veiculacdo na forma de NLS, a baixa solubilidade da CUR em agua
foi resolvida através da preparacdo de dispersfes solidas (DS), com o carreador
hidrossoluvel polivinilpirrolidona K30 (PVP K30), utilizando tecnologia de co-
preciptacao e fusdo. As DS foram caracterizadas por equilibrio de solubilidade (ES),
teor, calorimetria exploratdria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho
(FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e difracdo de raio X (DR-X).
Foram feitas 9 (nove) formulacdes de NLS, denominadas Al, A2, A3, Bl, B2, B3,
C1, C2 e C3 preparadas utilizando softisan® 100, lecitina de soja, span 80, estes
para a fase oleosa, e glicerol, tween 80 e agua na fase aquosa. O método
empregado para a producdo das NLS foi o de microemulsificacdo. As DS e CUR
livre foram dispersas nas NLS com massa equivalente a 200 pg. mL™* de CUR. A
avaliacdo das NLS contendo DS-CUR foi comparada com as formulacdes contendo
CUR livre. As propriedades fisico-quimicas foram avaliadas e comparadas para
potencial hidrogeniénico (pH), eficiéncia de incorporacdo, volume hidrodinamico,
potencial zeta, indice de polidispersdo, calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
espectroscopia de infravermelho (FTIR), microscopia eletrbnica de transmisséo
(MET) e perfil de liberacdo da CUR. Das nove formulacfes, as que apresentaram 0s
melhores resultados foram a B2 (softisan® 100 1%, lecitina de soja 0,5%, span 80
0,2%, glicerol 12,6%, tween 80 0,5%, 200 ug. mL™ de CUR.) e C2 (softisan® 100
1%, lecitina de soja 0,5%, span 80 0,3%, glicerol 12,6%, tween 80 0,5% e 200 ug.
mL™? de CUR). As anélises dos resultados mostraram que as NLS (B2 e C2) tem

potencial para veiculacdo de CUR.

Palavras-chave: Curcumina. Nanoparticulas lipidicas sélidas. Dispersao sélida.



ABSTRACT

The purpose of this study was to develop and evaluate solid lipid nanoparticles
(SLNs) for the delivery of curcumin (CUR). The CUR compound is a phytochemical
recognized by its low intrinsic toxicity and wide variety of therapeutic effects.
Although it has a great therapeutic potential, CUR’s bioavailability is low. Nano-
structured carrier systems have been used to overcome biological barriers that limit
the bioavailability of drugs. To solve CUR’s low water solubility issue and deliver the
SLN form, a preparation with solid dispersions (SDs) containing the carrier
polyvinylpyrrolidone was performed, using co-precipitation and fusion techniques.
The SDs were characterized by Solubility Equilibrium (ES), percentage, Differential
Scanning Calorimetry (DSC), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR),
Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-Ray Diffraction (XRD). Nine SLN
formulations were created, designated as Al, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2 and C3,
prepared using 100 softisan®, soy lecithin and span 80 for the oil phase, and
glycerol, Tween 80 and water for the aqueous phase. Microemulsification was the
technique chosen for SLNs production. The SDs and free CUR molecules were
dispersed on SLNs with a CUR equivalent mass of 200 ug. ml-1.. The evaluation of
SLNs containing DS-CUR was compared with formulations containing free CUR
molecules. The physicochemical properties were evaluated and compared to
hydrogen potential (pH), incorporation efficiency, hydrodynamic volume, zeta
potential, molecular weight distribution ratio, DSC, FTIR, Transmission Electron
Microscopy (TEM) and CUR’s release pattern. Two out of nine formulations revealed
best results: B2 (100 softisan® 1% soya lecithin 0.5% Span 80 0.2%, 12.6% glycerol,
0.5% Tween 80, 200 ug . ml-1 CUR) and C2 (100 softisan® 1% soya lecithin 0.5%
span 80 0.3% glycerol 12.6%, 0.5% tween 80 and 200 pg. ml- 1 CUR). Analysis’s
results showed that SLNs (B2 and C2) have potential for CUR’s delivery.

Keywords: Curcumin. Solid lipid nanoparticles. Solid dispersion.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho foi organizado na forma de capitulos, contendo revisao
bibliografica (Capitulo 1), preparacdo e caracterizacdo de dispersédo sélida (DS) de
curcumina (CUR) com polivinilpirrolidona K30 (PVP K30) (Capitulo Il) e preparacao e
caracterizacdo de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) com CUR (Capitulo IlI).

O Capitulo | aborda a revisdo bibliografica sobre o tema deste trabalho. A
CUR € um composto fitoquimico de cor amarelo-alaranjada, extraido da raiz da
curcuma e exerce uma grande variedade de efeitos bioldgicos e farmacoldgicos,
incluindo antioxidante, anti-inflamatérios, antimicrobiana e anticancerigena. Contudo,
sua aplicacdo terapéutica é limitada devido a sua baixa solubilidade aquosa, alta
taxa de decomposicdo em potencial hidrogenionico (pH) neutro ou basico,
metabolismo extensivo e répida eliminacdo, que conduzem a reduzida
biodisponibilidade deste farmaco.

Um dos principais desafios no desenvolvimento de sistemas de dosagem para
veiculagdo da CUR é superar a baixa solubilidade deste composto em agua e
retardar a degradacao quimica. Entre as diferentes estratégias descritas na literatura
as DS sdo aquelas que apresentam melhores resultados. O termo (DS) refere a
dispersdo de um ou mais ativo em um carreador hidrofilico, fisiologicamente inerte.
Sistemas carreadores nanoestruturados tém sido descritos como estratégia para
superar barreiras bioldgicas que limitam a biodisponibilidade de farmacos. Entre os
sistemas de liberagdo de farmacos, as nanoparticulas tém sido consideradas
promissores carreadores para agentes terapéuticos, devido a capacidade de
proteger as moléculas ativas contra degradacdo em meio fisiolégico, liberar
controladamente a substancia ativa no sitio de acdo e conduzir a reducdo dos
efeitos colaterais indesejaveis decorrentes da ampla destruicdo do farmaco no
organismo. O uso de nanoparticulas ainda pode ser associado a outras importantes
vantagens como a possibilidade de veicular farmacos hidrofébicos pela via
intravenosa, a facilidade de preparagdo e sua estabilidade nos fluidos biologicos e
durante o armazenamento.

O Capitulo 1l aborda a preparacdo e avaliacdo de DS contendo CUR
preparadas pelas técnicas de co-precipitacdo e fuséo utilizando como carreador

hidrossoluvel a PVP K30. As DS foram caracterizadas por equilibrio de solubilidade
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(ES), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho
(FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e difracédo de raio X (DR-X).

O Capitulo 1l aborda a preparacéo e caracterizacdo de NLS de CUR para a
selecdo da formulacdo otimizada para a incorporacdo das DS e da CUR néo
processada. As propriedades fisicas e fisico—quimicas das NLS contendo curcumina
foram avaliadas quanto ao pH, eficiéncia de incorporacéo, volume hidrodinamico,
potencial zeta, indice de polidispersdo, DSC, FTIR, microscopia eletrbnica de

transmissao (MET) e perfil de liberagdo da curcumina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar estratégias de formulacao para forma farmacéutica de nanoparticulas

lipidicas solidas para veiculacdo de curcumina.

2.2 Objetivos especificos

a) preparar dispersdes soélidas com PVP K30 e Curcumina (DS-CUR) pelo
método de co-precipitacdo e pelo método de fusdo usando radiacéo
micro-ondas;

b) avaliar o equilibrio de solubilidade da CUR nas DS;

c) avaliar alteracOes de cristalinidade da CUR,;

d) comparar a solubilidade em agua da CUR pura e CUR em MF e DS;

e) desenvolver nanoparticulas lipidicas sélidas contendo CUR livre e DS-
CUR,;

f) avaliar a eficiéncia de incorporacao, medidas de tamanho e potencial zeta
das nanoparticulas lipidicas sélidas;

g) avaliar tamanho e morfologia das particulas por MET;

h) avaliar interacdo da CUR com as nanoparticulas (FTIR, DSC);

i) investigar a estabilidade das Nanoparticulas lipidicas soélidas (SLN)
armazenadas durante 60 dias a 9 °C e em temperatura ambiente 25°C;

j) avaliar o perfil de liberacdo da curcumina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Curcumina

Carcuma longa €é uma planta monocotiledbnea, herbacea, perene,
pertencente ao género curcuma e a familia Zingiberaceae (MAY et al.,, 2005). A
planta atinge em média de 120 a 150 centimetros de altura. Suas folhas sdo longas,
oblongo-lanceoladas e obliquo-nervadas, sendo os peciolos de mesmo tamanho dos
limbos. A planta é formada por um rizoma principal, que se desenvolve agrupado no
solo, abaixo do colo da planta, sendo usualmente denominados de ‘cabeca’ ou
‘pido’, o qual é periforme, arredondado ou ovoide, com a presenca de ramificagcoes
secundarias denominadas de ‘dedos’, sendo estas compridas e também
tuberizadas, formando uma estrutura também denominada como ‘mao’ (HERTWIG,
1986; MAIA, 1991).

A planta foi introduzida no Brasil na década de 80, sendo originaria no
sudeste da Asia (ALMEIDA, 2006). Classificada como especiaria, € conhecida
popularmente como acafréo, agafroeira, agafrdo-da-terra, acafrdo-da-india, batatinha
amarela, gengibre dourada e mangarataia (MAIA et al., 1995).

A CUR foi isolada pela primeira vez em 1815 a partir do rizoma da planta
Curcuma longa L. e isolado na forma de cristais em 1870. O extrato obtido da planta
€ insoluvel em agua e éter, sugerindo que uma polaridade é intermediaria. A
caracteristica dos rizomas € a coloracdo amarelo-alaranjado, proveniente da sua
solubilidade em etanol (€ 25) e acetona (€ 20) (GOEL; KUNNUMAKKARA,
AGGARWAL, 2008; GOVINDARAJAN, 1980).

Os rizomas do acafrdo ou curcuma contém diversos curcumindides, cujo
composto majoritario € a CUR, a qual é responsavel pelos seus efeitos medicinais e
biolégicos (ARAUJO et al., 2001; MAHESHWARI et al., 2006). A CUR tem
demonstrado grande potencial terapéutico, sendo nove 0s principais compostos
farmacologicamente ativos: curcumina, dimetoxi curcumina, bis-dimetoxi curcumina,
isbmeros geométricos cis-trans da curcumina, arturmerona, turmerona, curcumona,
turmeronol A e turmeronal B. Estes compostos sdo responsaveis por uma gama de
atividades biolégicas (AGGARWAL; KUMAR; BHARTI, 2003; AK; GULCIN, 2008;
ANITHA et al., 2011; GILDA et al., 2010; PARI; TEWAS; ECKEL, 2008).



24

A CUR é uma molécula com um gene responsavel por varias caracteristicas,
capaz de interagir com numerosas moléculas envolvidas na cascata inflamatoria
(JURENKA, 2009). Seus mecanismos de acdo parecem envolver a regulacdo de
varios alvos moleculares, incluindo fatores de transcricdo (como o Fator Nuclear - kB
— NF-KB), fatores de crescimento (como o fator de crescimento endotelial vascular),
citocinas inflamatérias (como o TNF-a, IL-1 e IL-6), proteinas quinases e outras
enzimas (tais como ciclooxigenase 2 e lipoxigenase 5). A CUR reduz a inflamacéao
por diminuir a formac&o de mediadores inflamatorios como a IL-1-, nos condrdcitos
articulares (HENROTIN et al., 2010). A curcumina apresenta atividade antagonista
contra as citocinas proé-inflamatérias (BUHRMANN et al., 2010).

A CUR consiste estruturalmente em uma molécula de dibenzoil-metano
(1,7bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5diona), formada por dois anéis
metoxifenol ligados uma estrutura B-dicetona (Figura 1), este pigmento polifendlico,
lipossoluvel possui amplo espectro de atividades biologicas e farmacoldgicas
(BHAWANA et al., 2011; GOVINDARAJAN, 1980). A acdo antioxidante da CUR é
atribuida a presenga dos grupos fendlicos e a B-dicetona presentes em sua estrutura
(ARAUJO et al., 2001; XIAO et al., 2010).

Figura 1 — Férmula estrutural da curcumina (CUR)

Fonte: EPSTEIN, J.; SANDERSON, I. R.; MACDONALD, T. T. Curcumin as a the therapeutic agent:
the evidence from in vitro, animal and human studies. British Journal of Nutrition,
Cambridge, v. 103, n. 11, p. 1545-1557, 2010.

A CUR apresenta um grande potencial terapéutico, porém suas aplicacbes
clinicas e propriedades funcionais sdo comprometidas pela baixa concentracao
plasmatica detectada apds administragdo oral. Apds a administracdo oral, a CUR é
absorvida pelo trato gastrointestinal, sendo biotransformada no intestino e no figado.
Nos hepatécitos de ratos e humanos é metabolizada a curcumina-glicuronideo,
sulfato de curcumina, tetrahidrocurcumina (OKADA et al., 2001; SOMPARN et al.,
2007). Uma vez metabolizada, seus metabdlitos sdo excretados através da bile e da
urina (MESA et al., 2006).
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A baixa biodisponibilidade da CUR torna-se um problema a ser superado, pois
impede que o0 seu alto potencial terapéutico seja devidamente aplicado. Muitos
estudos tém sido desenvolvidos para avaliar estratégias para aumentar a atividade
terapéutica da CUR. Estes estudos abrangem o desenvolvimento de novas
formulagbes como nanoparticulas, micelas, complexos fosfolipidicos, dispersdes
sélidas (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009; CHEN et al.,, 2009; LI; BRAITEH;
KURZROCK, 2005; RAMALINGAM; KO, 2015).

As nanoparticulas sdo uma opcdo interessante para aumentar a
biodisponibilidade da CUR, uma vez que podem proporcionar maior penetragdo em
membranas plasméaticas devido ao seu pequeno tamanho, além de seu potencial
terapéutico se tornando excelente transportadoras de medicamentos (KURIEN et al.,
2007).

3.1.1 Solubilidade aquosa de farmacos

A baixa solubilidade de um farmaco em agua é um fator limitante para obter
uma reposta terapéutica adequada, uma vez que o farmaco deve estar em solugéo
para que possa ser absorvido e alcancar seu efeito terapéutico. A biodisponibilidade
de farmacos administrados por via oral esta condicionada a solubilidade e a taxa de
dissolucdo em agua ou em meio aquoso. Farmacos pouco sollveis em agua
apresentam baixa biodisponibilidade (PATEL et al., 2008; RAMA et al., 2006). A
solubilidade refere-se a concentracdo do farmaco em solugédo e é regida por um
estado de equilibrio, que quando alcancado permanece constante (ABDOU, 1989;
STORPIRTIS, 1999).

Determinados farmacos podem apresentar problemas relacionados a
biodisponibilidade, pois a absorcdo ocorre durante um periodo limitado apdés a
ingestéo, e quando o farmaco é pouco absorvido, sua biodisponibilidade sera menor.
Portanto a quantidade do farmaco disponivel no organismo para desempenhar efeito
sera menor, e poderd ocorrer um efeito sub-terapéutico, 0 que nédo é desejado
(AMIDON et al., 1995; BARRETO; BICA; FARINHA, 2002; DRESSMAN et al., 1998;
PANCHAGNULA; THOMAS, 2000; SHARGEL; YU, 2002).

Diversas estratégias para melhorar a biodisponibilidade oral de farmacos com
solubilidade aquosa reduzida foram e ainda permanecem sendo estudadas, pois isto

€ parametro critico de eficacia. Dentre algumas estratégias, a reducédo do tamanho
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da particula, aumento da area da superficie de contato, a alteracdo do estado fisico
do farmaco de cristalino para amorfo ou parcialmente amorfo (JUNYAPRASERT;
MORAKUL, 2015).

Com base no problema da baixa absor¢cdo de farmacos, algumas técnicas
foram desenvolvidas para melhoria da solubilidade de farmacos, indiferente da sua
estrutura molecular, quimica ou dimensionamento molecular (LOFTSSON;
HREINSDOTTIR; MASSON, 2005). O emprego de dispersdes soélidas tornou uma
area atrativa de pesquisa no setor farmacéutico, devido a eficiente maneira de
melhorar a solubilidade de um ativo, pois a técnica propicia uma significativa
reducdo no tamanho da particula do farmaco, com o aumento da superficie de
contato e da uniformidade da mesma, reduzindo a taxa de dissolucdo e aumentando
a velocidade de absorcao (BIKIARIS et al., 2005).

3.2 Disperséao sdlida

Dispersdo solida abrange o conceito de que um ou mais ativo estara
dispersos em um carreador ou matriz fisiologicamente inerte no estado sdlido
(SERAJUDIN, 1999). Mais especificamente, o termo DS consiste em um tipo de
tecnologia farmacéutica caracterizada pela mistura de um ou mais componentes
farmacologicamente ativos em um carreador inerte, fisiologicamente compativel,
com a finalidade de superar a limitacdo de solubilidade em &agua. Assim e
aumentando-se a dissolu¢do, aumenta-se a biodisponibilidade do farmaco (SETHIA,
SQUILLANTE, 2003).

Esta estratégia esta relacionada tanto com o processo de co-precipitacéo,
como fusdo e obtencdo de nanoparticulas, microcapsulas e outras dispersdes de
ativos em polimeros ou lipideos (HU et al., 2004; MAHESHWARI; JAGWANI, 2011,
SRINARONG et al., 2011). As DS apresentam diversas vantagens e aplicacoes, e
estdo principalmente relacionadas com a melhoria na solubilidade de farmacos
pouco solluveis em agua.

O primeiro estudo sobre 0 assunto e as suas vantagens ocorreu em 1961 por
Sekiguchi e Obi (1961), a partir de entdo, diversos trabalhos relacionados tem sido
publicados. Entretanto, e apesar de todos os beneficios destes sistemas, muitos

problemas envolvidos com a tecnologia de dispersdes soélidas ainda precisam ser
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solucionados como na utilizagdo de solventes organicos e a formagéo de complexos
(BIKIARIS, 2011).

O termo “co-precipitado” ou “co-evaporado” € bastante usual e restritivo
apenas para o método usando solvente volatil. Porém, o significado pode ser
aplicado para incluir certas nanoparticulas, microcapsulas, microesferas e
dispersbes preparadas por fusao, fusédo-solvente, extrusao, irradiagdo por micro-
ondas, condi¢cdes supercriticas e uso de nanoparticulas inorganicas (CHAUD et al.,
2010; KAROLEWICZ et al., 2012).

De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco apds associacao
com o carreador, as DS podem ser classificadas em seis grupos: mistura eutética,
solucéo solida, solucao vitrea, precipitado amorfo, complexo e a combinacédo destes
grupos. No entanto, os conceitos que tentam explicar o comportamento destas
dispersbes ndo sao muito claros, exceto para a diferenca entre mistura eutética e
solucdo sdlida (CHIOU; RIEGELMAN, 1971).

A estratégia para utilizacdo de dispersdo sélida é utilizada para resolver
problemas de farmacos cuja biodisponibilidade é limitada pela taxa de dissolucao.
Um carreador hidrofilico é usado para aumentar a area de superficie, aumentar a
molhabilidade da particula do farmaco ou alterar o estado cristalino para amorfo
(EMARA; BADR; ELBARY, 2002; GOHEL; PATEL, 2003; ROUCHOTAS, CASSIDY;
ROWLEY, 2000; VERMA et al., 2003).

As DS apresentam outras vantagens além do aumento da solubilidade, trata-
se de um sistema onde ocorre a modulacdo das propriedades que limitam a
biodisponibilidade, melhoram a estabilidade de farmacos e promovem a liberacéo do
ativo de forma sustentada (MENG et al., 2015; SETHIA; SQUILLANTE, 2003;
WEUTS et al., 2005).

3.2.1 Carreadores para dispersao soélida

As DS sao obtidas pela mistura de um farmaco, ao qual se quer melhorar
suas caracteristicas, e um carreador inerte. Os carreadores empregados nestas
dispersdes sao polimeros (sintéticos e/ou naturais) e apresentam propriedades de
acordo com suas caracteristicas quimicas (LOFTSSON; MASSON; BREWSTER,
2004).
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Como exemplos desses polimeros, podemos citar os derivados celulésicos
naturais, como a  hidroxipropilmetilcelulose = (HPMC), etilcelulose e
hidroxipropilcelulose, e os sintéticos, que incluem a PVP e polietilenoglicol (PEG)
(CIRRI et al., 2004).

A escolha correta do carreador a ser usado na dispersdo solida pode
determinar o tempo em que o farmaco possa vir a se recristalizar. Isto esta
relacionado com o grau de miscibilidade do farmaco no polimero em determinada
umidade (VASANTHAVADA et al., 2005). Uma tentativa para alcancar os resultados
da dispersdo sdlida é ajustar as propriedades fisico-quimicas dos polimeros ao
sistema requerido, através da combinacdo de um ou mais polimeros e entre
polimeros e tensoativos (JANSSENS et al., 2008).

Com a incorporacgéo de polimeros em dispersfes solidas ou formulacées com
propriedades hidrofébicas, é possivel melhorar a solubilidade e consequentemente a
biodisponibilidade e variabilidade na administragdo das mesmas (WARREN et al.,
2010).

A escolha do carreador a ser utilizado devera ser direcionada para excipientes
que possam aumentar efetivamente a taxa de dissolucdo do farmaco, além de
possuir caracteristicas fundamentais, como atéxico, farmacologicamente inativo,
fisica e quimicamente estavel ou que possa modular a liberagdo do farmaco. Devido
a estas exigéncias, os carreadores poliméricos como PVP, alcool polivinilico, PEG,
Oleo de castor hidrogenado, derivados da celulose, poloxamer, crospovidona, tém
sido preferencialmente escolhidos (BIKIARIS, 2011).

A formulacdo adequada de farmaco-carreador(es) necessita de um estudo
prévio sobre a solubilidade do farmaco no carreador, além dos mecanismos que
evitem o crescimento de cristais, de forma a controlar a estabilidade do produto.
Conhecimentos sobre a solubilidade e analise térmica fornecem informacgdes Uteis
para prever a miscibilidade do farmaco com o excipiente dissolvido ou fundido
(FORSTER et al., 2001; LANGER et al., 2003).

3.2.2 Polivinilpirrolidona
A PVP, também conhecida porpovidona (Figura 2), é formada por grupos

lineares de N-vinil-2-pirrolidona, apresenta um anel lactamico como parte da unidade

monomerica. Este anel é altamente polar devido a presenca da ressonancia, a qual
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ocorre pela geometria planar do anel. Devido a essa caracteristica é possivel que
ocorra a ligacdo de farmacos poucos sollveis através das ligagdes de hidrogénio, o
que faz com que este carreador seja amplamente usado no processo de dispersoes
sélidas (KARAVAS et al., 2007). Estas interacfes quimicas sdo necessarias para
estabilizar a molécula e formar complexos estaveis com polimeros e tensoativos
(AMORIM et al., 2006).

Figura 2 — Estrutura quimica da polivinilpirrolidona K30

n

o

Fonte: DORNELAS, C. B. et al. Preparacédo e avaliacdo reacional de hanocompdsitos de PVP K-30 —
montmorilonita (natural e organicamente modificada) por difracéo de raios X. Polimeros, Séo
Carlos, v. 18, n. 2, p. 187-192, 2008.

A PVP apresenta em geral, uma elevada temperatura de transicdo vitrea,
para a PVP K-30, é de 163°C, sendo considerado um pé higroscopio, inodoro e de
coloracdo branca. Devido a sua alta solubilidade em uma ampla variedade de
solventes orgéanicos, € particularmente adequado para a preparacdo de disperséo
sélida pelo método de solvente (BROMAN; KHOO; TAYLOR, 2001).

A PVP K30 foi extensivamente estudada como um polimero em dispersées
sélidas de ativos, devido a sua capacidade para retardar e inibir recristalizacdo de
farmacos devido a sua temperatura de transicdo vitrea elevada (SETHIA,
SQUILLANTE, 2004; ZHANG et al., 2008).

3.2.3 Métodos para obtencéo de disperséo solida

Os métodos mais utilizados para preparacdo de DS séo fusdo por extrusao,
aplicavel a farmacos com ponto de fusdo mais baixos, secagem por atomizac&o por
spray drying, fusao utilizando micro-ondas e evaporagdo do solvente por co-
precipitacdo. tém sido utilizados para farmacos com alto ponto de fusdo e baixa

solubilidade em solventes organicos comum. A miscibilidade entre o farmaco e o
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polimero & importante para a formacdo de um sistema de DS soluvel e estavel
(PATIL; BELGAMWAR; PATIL, 2013; SEO et al., 2012).

O método de extrusdo € classificado como sistema de fusédo sob temperatura
controlada ou sistemas viscosos semissolidos. Este método é extensivamente
aplicado na preparagao de granulos de liberagao sustentada, de densidade, formato
e tamanho uniformes (BREITENBACH, 2002).

Na preparacdo de DS a mistura farmaco-carreador € depositada no funil
(tremonha), misturada e fundida pelo extrusor e moldada pela matriz. A vantagem do
método de extrusdo-fusdo inclui baixa temperatura e tempo de residéncia inferior a 2
minutos, auséncia de solventes organicos, operagdo continua, controle dos
processos de operacdo, pouco residuo e facilidade de escalonamento. As
desvantagens estao relacionadas com efeito negativo da forca de cisalhamento na
estrutura (SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

Fusdo com extrusdo de componentes misciveis resulta na formacdo de
solucdo solida amorfa, enquanto extrusdo de um componente imiscivel leva a
formacéo farmaco amorfo disperso em carreador cristalino (BREITENBACH, 2002).

A técnica por atomizagdo por spray drying é uma tecnologia que necessita de
alto investimento nas operacdes e instalacdes, porém o investimento € valido devido
as diversas vantagens que podem ser obtidas através deste sistema. Varios estudos
vém sendo desenvolvidos na aplicabilidade desta técnica em farmacos da classe
biofarmacéutica 1l (reduzida solubilidade e elevada permeabilidade), resultando em
produtos com melhoria das propriedades fisico-quimicas, tais como tamanho de
particula, solubilidade e taxa de dissolucdo (CHAUHAN; SHIMPI; PARADKAR, 2005;
CORRIGAN; HEALY; CORRIGAN, 2002).

A preparacdo de DS pelo método de fusdo consiste no aquecimento do
carreador até temperatura acima de seu ponto de fusdo. O farmaco € entdo
incorporado e homogeneizado na massa fundida. Para garantir uma mistura
homogénea entre o farmaco e o carreador, o resfriamento da dispersdo ocorre sobre
agitacdo constante. Apos solidificacdo do liquido, este € entdo pulverizado para se
obter um p6 com a granulometria desejada (ALDEN; NYSTROM; ALDEN, 1993;
ALDEN; TEGENFELDT; SJOKVIST, 1992; JAFARI; DANTI; AHMED, 1988).

O processo de fusdo é tecnicamente mais facil que os demais. No entanto,
uma limitacdo importante desta técnica de preparacéo € a estabilidade do farmaco

na temperatura de fusdo do carreador, que pode causar degradacao, sublimacéo ou
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transformacao polimérfica. A decomposi¢do durante a fusdo pode ser evitada uma
vez que esta é dependente da composicao (farmaco:carreador), afetada pelo tempo
de fuséo e taxa de resfriamento (CARCAMANO; GANA, 1974; CHIOU, 1977).

A utilizacdo de radiacado de micro-ondas tornou-se um método reconhecido. A
radiagdo de micro-ondas consiste em ondas eletromagnéticas com frequéncias entre
0,3-300 GHz, que passa através dos materiais e faz com que suas moléculas
oscilem, gerando calor. Este método proporciona varias vantagens, como economia
de energia, custos de preparacdo reduzidos, aquecimento volumétrico rapido e
menor tempo de preparacao (PATIL; BELGAMWAR; PATIL, 2013).

Uma das limitacbes na utilizacdo do método de fusdo é a compatibilidade
entre farmaco e carreador. Quando o farmaco e o carreador sdo incompativeis,
podera ocorrer a formacéo de uma DS ndo homogénea ou separacéo de fases, tais
intercorrentes podem ser solucionados com a utilizacdo de tensoativos (PATIL;
BELGAMWAR; PATIL, 2013).

Na técnica por evaporacdo do solvente, o farmaco e o carreador sao
dispersos num mesmo solvente para posterior evaporacdo do mesmo até obtencéo
de um precipitado. O co-precipitado obtido € secado para remocao de solvente que
possivelmente possa estar aderido as superficies das particulas. Contudo, a
eliminacdo do solvente utilizado nem sempre € completa, podendo haver a formacéo
de solvato com qualquer um dos constituintes, ocasionando retencdo de solvente no
interior das particulas. Pode ocorrer o aparecimento de polimorfos, devido ao uso de
diferentes solventes (ASSIS et al., 2012).

O método de evaporacdo do solvente tem como dificuldade a escolha do
solvente, que devera ser comum ao farmaco e ao carreador, assim como a completa
eliminacdo do mesmo. O método de preparacdo por evaporacdo € indicado para
farmacos termolabeis, passiveis de degradacdo na temperatura de fusdo do
carregador (SETHIA; SQUILLANTE, 2003). Uma das vantagens encontradas por
esse método é a possibilidade de utilizacdo em farmacos termolébeis, devido a
temperatura utilizada no processo ser relativamente baixa, o qual impede a

degradacéo térmica do farmaco (ASSIS et al., 2012).
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3.3 Técnicas para caracterizacdo de disperséo soélida

3.3.1 Analises térmicas

Trata-se de um conjunto de técnicas, que com o auxilio de um programa de
temperatura controlada, demonstram as propriedades fisicas de uma substancia
e/ou seus produtos de reacdo (WENDHAUSEN, 2005). As técnicas usuais Sao
analise termogravimétrica (TGA) e analise termogravimétrica derivada (DGT),
andlise térmica diferencial (DTA) e DSC (ARAUJO et al., 2003).

Na técnica de DSC, mudancas no estado fisico do farmaco podem ocorrer
durante o aquecimento, e a presenca do polimero pode influenciar o comportamento
de fusdo do farmaco, esta técnica fornece informacdes sobre o polimorfismo. Os
polimorfos de uma substancia s&o quimicamente idénticos, mas podem diferir

significativamente em suas propriedades fisicas (ARAUJO et al., 2003).

3.3.2 Difracao de raios-X

A DR-X auxilia na determinacdo do estado sélido do farmaco (disperséo
molecular, amorfa ou cristalina, ou mistura). A técnica € bastante precisa para a
caracterizacdo dos farmacos sélidos e € fundamental para descrever o provavel
comportamento polimorfico de farmacos (CALLISTER; RETHWISH, 2009).

Para a determinacéo das fases cristalinas, os elétrons devem se encontrar na
forma ordenada. E essa conformacdo é gerada por planos cristalinos separados
entre si por distancias equivalentes aos comprimentos de onda dos raios X. A
difracdo ocorre quando um cristal é exposto a um feixe de raios X, e apresenta
interacdo com os atomos das amostras (CALLISTER; RETHWISH, 2009).

3.3.3. Microscopia eletrénica de varredura

O uso dessa técnica vem se tornado muito relevante, pois fornece
informacdes de detalhe, com aumentos de até 300.000 vezes. Sob condi¢des de
vacuo, a imagem eletrbnica de varredura é formada pela incidéncia de um feixe de
elétrons no material a ser analisado, que promove a emissao de elétrons

secundarios. A imagem eletrbnica de varredura representa em tons de cinza o
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mapeamento e a contagem de elétrons emitidos pelo material analisado (DUARTE
et al., 2003).

Esta técnica € fundamental para estudar a morfologia do farmaco e do
carreador, e eventualmente o polimorfismo existente no farmaco. Outra possibilidade
€ a visualizacdo da distribuicdo das particulas do ativo no carreador (SETHIA;
SQUILLANTE, 2003).

3.3.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia é uma técnica que permite a identificacdo de substancias
organicas ou minerais através dos grupos funcionais presentes nas moléculas em
funcdo da energia absorvida pela vibracdo das ligacdes quimicas presente no
produto analisado. Cada grupo funcional absorve energia em uma frequéncia
caracteristica de radiacdo no espectro do infravermelho (CIENFUEGOS;
VAITSMAN, 2000). Isso permite a identificacdo dos grupamentos funcionais, e por
consequéncia a molécula.

A espectroscopia de infravermelho pode ser classificada em infravermelho
préoximo na regido de 0,8 a 2,5 um (12500-400cm-1); infravermelho médio na regido
de 2,5 a 50um (4000-200cm-1) e infravermelho distante na faixa de 50um a 1mm
(200-10cm-1) (SANTOS, 2008).

A técnica combina a absorcdo das bandas na regido do infravermelho em
funcdo das vibragcbes presentes nos grupamentos — CN, -NH, -OH e grupos
funcionais SH (REICH, 2005).

3.4 Nanoparticulas lipidicas soélidas

O termo nanoparticula tem sido aplicado para estruturas solidas coloidais com
diametro entre 1 a 1000 nm (KIP, 2004). O tamanho da particula em escala
nanométrica permite um aumento na velocidade de dissolucdo e solubilidade de
saturacdo do farmaco, o que conduz a um melhor desempenho in vivo, devido ao
aumento da area de superficie sendo usadas como sistemas de liberacdo de
farmacos (BHATIA et al., 2006).

As NLS sédo sistemas carreadores de farmacos que foram desenvolvidos no

intuito de melhorar algumas caracteristicas de outros sistemas ja conhecidos. Desta
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forma as NLS mantem as vantagens das nanoparticulas como matriz polimérica para
liberacdo controlada, a permeabilidade dos lipossomas e a biodisponibilidades das
emulsdes. Entretanto evita diversas desvantagens como a dificuldade em
escalonamento, presenca de solvente organico residual ou problemas relacionados
a estabilidade fisico-quimica (FRICKER et al., 2010; HU et al., 2005; KRISTL et al.,
2003; LIN et al., 2007; MULLER et al., 2008; MULLER; MADER; GOHLA, 2000;
ZHANG et al., 2006).

As NLS sao desenvolvidas utilizando excipientes seguros o que promove uma
biocompatibilidade e citotoxicidade reduzida (SEVERINO et al., 2012) e sao bastante
atrativas para a industria farmacéutica e cosmeética, devido sua possibilidade de
escalonamento, por serem sistemas de baixo custo e com grande potencial para a
liberacdo controlada de farmacos (WISSING; KAYSERB; MULLER, 2004). Além
disso, as NLS podem ser usadas por diversas vias de administracdo oral,
topica/transdérmica, intravenosa, intramuscular, intra-ocular, intranasal, retal,
intraperitoneal, entre outras (SEVERINO et al., 2012).

As NLS séo compostas basicamente por lipidios, tensoativos e agua. O termo
lipidio inclui triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos, &acidos graxos e ceras,
como &cidos graxos, ésteres graxos, glicerideos e ceras biodegradaveis. A
combinacdo de diferentes tensoativos tende a prevenir, com maior eficiéncia, a
aglomeracao entre as particulas (MEHNERT; MADER, 2001). As NLS sédo formadas
por uma fase externa, contendo tensoativo, agua e possibilidade de co-tensoativo e
por uma fase interna, contendo matriz lipidica e o farmaco (MANJUNATH; REDDY;
VENKATESWARLU, 2005).

O tamanho final da particula esta diretamente relacionado ao tipo de lipidio ou
lipidios que formardo a matriz lipidica, e deve ser um parametro cuidadosamente
analisado. Particulas menores sédo formadas por acidos graxos com cadeias curtas,
e particulas maiores sdo resultado do aumento do conteudo lipidico, resultando em
uma maior polidipersidade (AHLIN; KRISTL; SMID-KOBAR, 1998; POTTA et al.,
2011).

As particulas coloidais podem ser transportadoras de farmacos para sitios-
alvo ou determinados 6rgdos especificos, isto pode aumentar significativamente a
eficacia e seguranca do tratamento, pois é um sistema diferenciado dos tradicionais,
aumentando a quantidade de farmaco no local de acdo e reduzindo desta forma os
efeitos indesejaveis (WESTESEN, 2000).
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3.5 Técnicas para obtencéo das nanoparticulas lipidicas sélidas

As nanoparticulas podem ser obtidas por diversas técnicas, que por sua vez
podem interferir nas caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do sistema
nanoestruturado. A seguir sera descrito as principais técnicas descritos na literatura
de obtencado das NLS. A escolha de determinada técnica depende: das propriedades
fisico-quimicas e estabilidade do farmaco a ser incorporado, do tamanho de

particula desejado, da via de administracdo e do alvo a ser atingido.

3.5.1 Microemulsao

O método de microemulséo inicia-se fundindo o lipidio a uma temperatura de
5 a 10°C acima de seu ponto de fusdo. A fase aquosa, contendo tensoativo e co-
tensoativo é aquecida até alcancar a mesma temperatura de fusdo dos lipideos
sendo, em seguida, vertida sobre a fase oleosa para formar a microemulséo. Sobre
esta microemulsédo € vertido 4gua a 2 - 3°C sob agitacéo vigorosa. Este método foi
desenvolvido e introduzido por Gasco (1993), com a finalidade de encapsular
farmacos lipofilicos. Para encapsular farmacos hidrofilicos é necessario o
desenvolvimento de uma emulsao inicial A/O/A ao invés de uma simples emulséo
O/A. A desvantagem deste método € a dificuldade na remocao do excesso de agua
e a utilizacdo de agentes tensoativos e co-tensoativos em altas concentragdes (HOU
et al., 2003; MULLER; MADER; GOHLA, 2000; UNER, 2006).

3.5.2 Emulsificacédo e evaporacao do solvente

Na técnica de emulsificacdo e evaporacdo do solvente, o principio ativo &
incorporado por dissolugcdo ou por dispersdo num lipidio solubilizado em solvente
organico imiscivel com agua. A fase organica é emulsificada numa fase aquosa
contendo um tensoativo tipo O/A, as NLS séo formadas através da precipitacdo do
lipidio no meio aquoso apos evaporacdo do solvente da fase organica. Trata-se de
uma técnica frequentemente usada para incorporacdo de farmacos termolabeis,
devido ha ndo necessidade de altas temperaturas de aquecimento durante todo o

processo de formagdo das nanoparticulas, porém apresenta como desvantagem a
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necessidade de uso de solventes organicos, o que pode gerar residuos organicos
nas particulas (MEHNERT; MADER, 2001; WISSING; KAYSERB; MULLER, 2004).

3.5.3 Difusao de solvente

Esta técnica utiliza solvente organico parcialmente soluvel com a agua. O
lipidio é dissolvido em uma solucéo de solventes saturados pela agua, em seguida
esta solucédo € emulsificada em uma solugcéo aquosa saturada contendo tensoativos
em temperatura acima do ponto de fusdo do lipidio. As NLS sdo formadas apos a
evaporacdo do solvente organico em baixa pressdo (ESTELLA-HERMOSO DE
MENDOZA et al., 2009). Este método consiste na sua praticidade e fornece
particulas em torno de 100 nm, porém apresenta algumas desvantagens como
dificuldade de escalonamento e presenca de solvente organico no produto final (HU
et al., 2005).

3.5.4 Homogeneizacao a alta pressao

A homogeneizacdo a alta pressdo € uma técnica que pode ser facilmente
escalonada e que vem sendo usada ha anos na producdo de nanoemulsfes para
nutricdo parenteral (MEHNERT; MADER, 2001).

Os homogeneizadores a alta pressao exercem uma pressao entre 100 — 2000
bar, impulsionando o liquido através de um orificio na faixa de poucos micrémetros.
As nanoparticulas sédo formadas devido a alta tenséo cisalhamento e das forgas de
cavitacdo empregadas no sistema (MEHNERT; MADER, 2001).

O processo de homogeneizacdo a alta pressdo pode desenvolver
nanoparticulas a elevadas temperaturas (homogeneizacdo a quente) ou a baixas
temperaturas (homogeneizagdo a frio). Em ambas as técnicas o farmaco é
solubilizado no lipidio fundido e aquecido de 5 a 10°C acima do ponto de fusdo do
lipidio (MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

Na homogeneizacdo a quente, ocorre a formacdo de uma pré-emulsédo O/A
de farmaco disperso em lipidio e tensoativos sob agitacdo a alta velocidade. A pré
emulsdo formada é passada pelo homogeneizador por uma pressao de 100 a 1500

bar, geralmente é necessario a repeticdo destes ciclos para obtencdo da
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nanoemulsdo O/A quente. Esta nanoemulsdo € refrigerada em temperatura
ambiente até solidificagdo, ocorrendo a formacéao das NLS.

Na homogeneizacdo a frio, ocorre a solificacdo em gelo seco ou nitrogénio
liquido da disperséao de farmaco e lipidio. Em seguida estas particulas passam pelo
processo de moagem para obtencdo de microparticulas de aproximadamente 50 a
100 pm. As microparticulas obtidas sdo emulsionadas e passadas pelo
homogeneizador de alta pressdo em temperatura a 0°C para obtencdo das
nanoparticulas (LANDER et al., 2000; MEHNERT; MADER, 2001).

3.5.5 Tipos de nanoparticulas lipidicas solidas

Existem trés tipos de modelo de incorporacédo do farmaco nas nanoparticulas.
A Figura 3 representa trés modelos: matriz homogénea rica em farmaco (modelo 1),

capsula rica em farmaco (modelo 2) e nacleo rico em farmaco (modelo 3).

Figura 3 — Formas de incorporacéo do farmaco as NLS

I\\,._._ ! ,--">
IMatriz homogénea com o Capsularicaemfarmace  pNicleo rico em farmaco
farmaco molecularmente com nicleo lipidico

Fonte: MULLER, R. H.; MADER, K.; GOHLA, S. Solid lipid nanoparticles (SLN) for controlled drug
delivery - a review of the state of the art. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, Stuttgart, v. 50, n. 1, p. 161-177, 2000.

O modelo 1, é formado quando o farmaco esta disperso de maneira uniforme
na matriz lipidica. Geralmente este tipo de modelo ocorre em particulas produzidas
pela técnica homogeneizacdo a frio. O modelo 2, é caracterizado por uma camada
externa rica em farmaco e a camada interna é formada por lipidio. Ocorre devido a
cristalizacdo da matriz lipidica ser antes da que ocorre no farmaco, pelo seu maior
ponto de cristalizagdo. Isso faz com que o farmaco acabe sendo distribuido na
superficie da particula. Por fim, no modelo 3, temos a cristalizacdo do farmaco antes
da do lipidio, formando um nucleo rico em farmaco. Isto ocorre devido a
supersaturacdo do farmaco no lipidio fundido apds resfriamento, promovendo a
cristalizacdo (ESTELLA-HERMOSO DE MENDOZA et al, 2009; MEHNERT,;
MADER, 2001).
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Para preparacéo a e caracterizagao de NLS para veiculagdo de CUR, objetivo
principal desta investigacdo foram utilizados os principios de preparacdo de
dispersdes sodlidas por co-precipitacdo e fusdo, com a finalidade de melhorar a
solubilidade da CUR em meio aquoso. Diferentes formulagdes foram utilizadas e
caracterizadas. As formulagbes de DS mais promissoras foram utilizadas para
preparar as NLS. A NLS foi a forma de carreador escolhida para a CUR devido a
possibilidade de uso em diferentes formas farmacéuticas, diferentes vias de
administracdo ou como forma farmacéutica definitiva ou de preparacéao
extemporanea. A CUR é um composto potencialmente ativo, cujas propriedades
farmacolégicas estdo extensivamente descritas na literatura e suas potencialidades
sao limitadas pela baixa taxa de dissolucdo e por ser quimicamente instavel. Desta
forma, o desenvolvimento de formas farmacéuticas medicamentosas para este

farmaco é um desafio a ser vencido.
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4 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE DISPERSAO SOLIDA DE
CURCUMINA COM POLIVINILPIRROLIDONA K30

4.1 Resumo

A curcumina (CUR) é um pigmento amarelo encontrado no rizoma da planta
Curcuma longa Linn. Embora apresente um grande potencial terapéutico, a
biodisponibilidade da CUR é limitada pela taxa de dissolucdo. Este estudo teve
como objetivo preparar dispersdes sélidas (DS) da CUR com o carreador
polivinilpirrolidona K30 (PVP) e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das
formulacbes obtidas comparando com as misturas fisicas (MF) e CUR néo
processada. Neste estudo a DS foi obtida pelos processos de co-precipitacdo e
fusao, preparadas com PVP K30 nas propor¢cdes de massa de 1:1; 1:2 e 2:1. As DS
foram avaliadas quanto ao equilibrio da solubilidade (ES) e teor da CUR presente
nas formulacdes. As caracteristicas fisico-quimicas das DS foram avaliadas por
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Difracdo de Raio-X (DR-X) e
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). A morfologia
das particulas foi caracterizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV). O ES
apresentou melhor resultado para dispersdo solida obtida por fusdo (DSf) na
proporcao de massa 1:2. As curvas de DSC e DR-X mostraram mudanca no estado
cristalino da CUR na presenca de PVP K30. A morfologia das DS observadas por
MEV sugere alteracdo no estado cristalino da CUR. As curvas obtidas por FTIR
mostraram que o0s estiramentos dos grupamentos quimicos da CUR permaneceram
inalterados tanto na MF como na DS. A tecnologia das DS aumentou a solubilidade
da CUR em agua. O resultado foi melhor para DSf CUR:PVP K30 1:2 sendo esta

selecionada para a incorporacéo nas nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS).

Palavras-chave: Curcumina. Dispersao sélida. Polivinilpirrolidona.
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4.2 Abstract

Curcumin (CUR) is a yellow pigment found on Curcuma longa Linn rhizomes. Despite
the fact of having a great therapeutic potential, CUR’s bioavailability is limited by its
dissolution rate. This study aimed the preparation of CUR'’s solid dispersions (SDs)
using polyvinylpyrrolidone K30 (PVP K30) as carrier and the evaluation of
physicochemical properties of the prepared formulations comparing them to the
physical mixtures (PMs) and unprocessed CUR. On this study, SDs were obtained
through co-precipitation and fusion techniques, formulated with PVP K30 using the
following mass ratios: 1: 1; 1: 2 and 2: 1. The SDs were evaluated by Solubility
Equilibrium (SE) and CUR’s percentage on the formulations. The physicochemical
characteristics of the SDs were evaluated by Differential Scanning Calorimetry
(DSC), X-Ray Diffraction (XRD) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR).
Particles morphology was characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM).
The SE showed better results for fusion-made solid dispersion FSD (1: 2). The DSC
and XRD curves showed changes on CUR’s crystalline state in the presence of PVP
K30. SD’s morphology observed by SEM suggests a change on CUR’s crystalline
state. The curves obtained by FTIR showed that CUR’s chemical groups stretching
remained the same on both PMs and SDs. The SDs technology increased CUR'’s
solubility in water. The best result obtained was DSF CUR: PVP K30 1: 2, selected

for incorporation on solid lipid nanopatrticles (SLN).

Keywords: Curcumin. Solid dispersions. Polyvinylpyrrolidone.
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4.3 Introducao

A dispersdo solida (DS) de farmaco com carreadores hidrossoliveis ou
hidrodispersiveis € uma estratégia utilizada para superar as limitacbes de
solubilidade em &gua. A DS pode ser o método utilizado para melhorar as
caracteristicas de dissolu¢do do farmaco hidrofébico, uma vez que a mesma é um
fator limitante para sua biodisponibilidade. Este processo vem sendo largamente
utilizado e tem se mostrado eficiente em melhorar a biodisponibilidade de farmacos
pouco soluveis em agua, como é o caso da Curcumina (CUR), farmaco de estudo
deste trabalho.

A CUR é um composto fitoquimico com diversas propriedades terapéuticas,
porém €& muito pouco solivel em agua. Portanto, a hidrofilicidade da CUR precisa
ser melhorada para controlar a liberagdo e aumentar a biodisponibilidade dos
curcumindéides. Como carreador para preparacdo das DS foi utilizado a
polivinilipirrolidona (PVP) K30, devido sua compatibilidade, baixa toxicidade, alta
solubilidade aquosa e tolerancia fisioldgica.

Neste capitulo serd abordado a preparacao e avaliagdo de DS contendo CUR
preparadas pelas técnicas de co-preciptacdo e fusdo utilizando como carreador a
PVP K30.

4.4 Objetivo

Preparar DS de CUR com PVP K30 pelo método de co-precipitacdo e pelo
método de fusdo usando radiagdo de microondas.

Avaliar as propriedades fisicas e fisico-quimicas, sendo a interacdo e
alteracdo entre o0s constituintes, através das técnicas espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC); aspectos morfolégicos, através de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV); cristalinidade, através de difracdo de raio-X (DR-X), e possivel
degradacdo das DS em comparacdo com as misturas fisicas (MF) e CUR néo

processada.
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4.5 Desenho experimental

Neste capitulo foram realizadas etapas de preparacdo e caracterizacdo das

DS e das matérias primas conforme demonstrado na Figura 4.

Figura 4 — Desenho experimental das etapas de desenvolvimento e caracterizacéo das dispersdes
sélidas

DS de CUR com PVP-
K30 (1:1; 1:2; 2:1)

Fuséo por irradiagéo
por micro-ondas
|

|
Equilibrio da
Solubilidade  reorde CUR

| I
Amostras selecionadas

Co-precipitacdo

Avaliadas e

aracterizadas

|
Losc™ WMEV™ DORX ™ G‘m

CUR - curcumina, PVP - polivinilpirrolidona, DSC — calorimetria exploratéria diferencial, MEV —
microscopia eletrdnica de varredura, DR-X - difracdo de raio X, FTIR - espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier.

Fonte: Elaboragao propria.

4.6 Material e Métodos

A curcumina (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA) grau de pureza de 99,8% e
a polinilpirrolidona K30 (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA). As demais matérias

primas utilizadas eram de grau de pureza para uso farmacéutico ou analitico.

4.6.1 Preparagéao das dispersdes solidas de curcumina com polivinilpirrolidona K30

As DS foram preparadas pelas técnicas de co-precipitacdo e fusdo por micro-
ondas.

As DS contendo CUR dispersa em PVP-K30 foram preparadas pela técnica
de co-precipitacdo nas proporgdes de 1:1; 1:2 e 2:1 (m/m). A CUR e a PVP-K30

foram pesadas e dissolvidas separadamente em etanol 95% (v/v). A evaporagéo do
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solvente foi feita sob pressdo de ~650 mmHg, na temperatura de 50 + 2 °C,
utilizando evaporador rotativo (TE-211, TECNAL, Piracicaba, Brasil).

As DS preparadas por fusdo foram induzidas por radiacdo de micro-ondas
(Brastemp Ative-BMS45A, Séao Paulo, Brasil) nas propor¢des de CUR:PVP K30 1:1,
1:2, 221 (m/m). As amostras foram pesadas e homogeneizadas em cadinho de
porcelana e umedecidas com 4gua purificada e em seguida submetidas a radiacao
por micro-ondas em poténcia de 420W até fusdo completa do material. As DS foram
pulverizadas e padronizadas em tamis de 60 mesh (250 mm). As amostras foram
mantidas em ambiente com 18-20% de umidade relativa até peso constante e
armazenadas ao abrigo da luz em recipientes hermeticamente fechados a

temperatura ambiente (25 + 2°C).
4.6.2 Preparagéo das MF de CUR com polivinilpirrolidona K30

As MF foram preparadas pela mistura de CUR com PVP-K30 nas mesmas
propor¢cdes em que foram preparadas as DS (2:1; 1:1 e 1.2 m/m). Quantidades
apropriadas da CUR e da PVP-K30 foram pesadas e misturadas em gral com auxilio
de pistilo durante 10 minutos. As amostras foram mantidas em ambiente com 18-
20% de umidade relativa até peso constante e armazenadas ao abrigo da luz em

recipientes hermeticamente fechados a temperatura ambiente (25 + 2°C).

4.7 Espectrofotometria de varredura para determinacédo do pico maximo de

absorbancia e construcado da curva analitica de curcumina

O comprimento de onda de maior absorbancia foi determinado em
espectrofotometro UV-VIS (FEMTO modelo 800XI) por varredura no espectro entre
190 a 800 nm, usando solucéo etanélica de CUR (2ug. mL™).

Para a construcdo da curva analitica, solugdes etandlicas da CUR nas
concentracdes de 0,5 pg. mL™?, 1,0 pg.mL™, 2,0 pg.mL™, 3,0 pg.mL™, 4,0 ug.mL* e
5,0 pg.mL™* foram preparadas em triplicata. A média das absorbancias para as
diferentes concentracbes, o desvio padrdo e o coeficiente de variagdo foram
determinados matematicamente. O limite de deteccdo (LOD) e o limite de
quantificacdo (LOQ) foram determinados através da curva analitica. Foi utilizado

solucéo etanolica como branco para zerar o equipamento.
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A regresséo linear foi determinada pelo método dos minimos quadrados, bem
como 0 seu correspondente coeficiente de correlagao linear (r) usando software
excel 15.0.4420.1017 — Microsoft.

4.8 Determinacao do teor da curcumina por espectrofotometria ultravioleta

O teor (%) de CUR, presente nas amostras de DS-CUR:PVP foi determinado
pela extracdo da CUR com etanol 95%. Uma massa de DS equivalente a 1ug de
CUR foi pesada e transferida para baldo volumétrico com capacidade para 10 ml e
dissolvida em etanol 95% (v/v). As solucdes foram filtradas através de membrana de
celulose com porosidade de 0,45um. A concentragdo de CUR nas DS foi
determinada por espectroscopia no comprimento de onda de 427nm (maior pico de
absorbéancia). As concentragdes de CUR das amostras foram calculadas utilizando a
equacao da reta.

As comparaces estatisticas entre as diferentes formula¢gdes foram realizadas
utilizando-se a ferramenta ANOVA com pos-teste de Tukey e intervalo de confianca

de 95% e significancia com p < 0,05.
4.9 Caracterizacdao fisico-quimica das dispersdes sdlidas

Todas as DS, obtidas por co-precipitacdo e fusdo e MF foram inicialmente
caracterizadas e selecionadas considerando o teor de CUR e o equilibrio de
solubilidade (ES). A partir desses resultados foram selecionadas as melhores

formulacdes de DS para as analises de morfologia por MEV, DR-X, DSC e FTIR.
4.9.1 Equilibrio de solubilidade em agua

Para avaliar o equilibrio de solubilidade da CUR, as amostras de DS e MF
foram pesadas em balanca analitica e dispersas em 20,0 mL de agua purificada
para uma concentracdo final de 100 pug.mL™. Esta concentracdo foi estabelecida
com base em resultados preliminares para o ES da CUR. Nesta concentracdo a
massa de CUR esta acima da sua concentracéo de equilibrio em agua purificada. O
teste foi feito em triplicata. As DS foram mantidas sob agitagcdo constante por 48h

em camara de agitacdo orbital, com temperatura controlada para 25°C (TE-4200,
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TECNAL, Piracicaba, Brasil). As amostras foram centrifugadas (Rotor LS3/Combate,
CELM, S&o Paulo, Brasil) a 3000 rpm durante 10 min. e o sobrenadante foi
recolhido, para determinar a massa de CUR dissolvida na agua. O sobrenadante foi
recolhido e devidamente diluido para uma concentracao teérica entre 0,5 a 5 ug/mL™
para permitir a leitura por espectrofotometria UV (427 nm) na faixa de absorbancia
da curva analitica. As concentragbes de CUR nas amostras foram calculadas
utilizando a equacéao da reta.

As comparacdes estatisticas entre as diferentes formulacfes foram realizadas
utilizando-se a ferramenta ANOVA com pds-teste de Tukey e intervalo de confianca
de 95% e significancia com p < 0,05.

4.9.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Uma massa das particulas de DS-CUR colocada em uma fita adesiva de
carbono dupla face foi fixada a um suporte de aluminio. Os suportes foram
recobertos com ions de ouro no metalizador (SC7620 SpatterCoater), para obter um
filme com espessura de recobrimento de aproximadamente 200A. Apds a ionizac&o
da placa metdlica a corrente foi ajustada para 3mA durante 3 min. As imagens foram
aleatoriamente capturadas e digitalizadas (Microscépio Eletrénico de Varredura-Leo

440i, Inglaterra).
4.9.3 Difracao de raios-X

Os estudos de DR-X das amostras de DS-CUR foram realizados utilizando
difratdbmetro de raios X com niquel purificado e radiacdo de cobre (A=1,54060 A).
Todas as analises foram realizadas com difracédo de angulo de 26, variando de 5 a
40°, passo: 0,02 graus, velocidade 0,02 °.s™. A voltagem e corrente usadas foram 40
kV e 40pA.

4.9.4 Calorimetria exploratoria diferencial
As medidas de DSC foram realizadas utilizando um Calorimetro Diferencial de

Varredura (Thermal Analyzer TA 60W — Shimadzu DSC-60, Kyoto, Japan) equipado

com controlador de fluxo modelo FC 60A, software e interface para controle e
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aquisicdo de dados e sistema de selagem de cadinho. Os termogramas das
amostras foram obtidos utilizando cadinho de aluminio hermeticamente fechado, o
teste foi realizado sob atmosfera de dinamica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™*
na faixa de aquecimento de 10 - 200°C, sob uma razdo de aquecimento de
10°C.min™. A massa de amostra empregada para anélise das DS, MF, polimeros e

CUR foi de aproximadamente 2 mg.
4.9.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de FTIR das amostras foram obtidos através do
espectrofotometro  (IRAffinity 1S - Shimadzu Corp. Japdo). A massa
aproximadamente 2 mg da amostra foi misturada a 300 mg de KBr para formacéo da
pastilha. A faixa de escaneamento foi entre 400 e 4000 cm-'. Os espectros foram
normalizados e as bandas de vibragcdo foram associadas aos principais grupos

quimicos.
4.10 Resultados e discussao
4.10.1 Curva analitica de curcumina

Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). O espectro de
varredura apresentou pico maximo de absor¢cdo no comprimento de onda de 427nm.
O mesmo resultado foi descrito na literatura por Li et al. (2015).

Os resultados obtidos com a curva analitica sdo apresentados na Figura 5
séo a média de 3 determinagdes. A média das leituras (Tabela 1) foram plotadas em
um gréafico cartesiano para avaliagdo da linearidade, a qual mostra a correlagéo

entre a concentracdo e a absorbancia de CUR.



Figura 5 — Curva Analitica para a CUR em solucéo etandlica 95% (v/v)
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Tabela 1 — Resultados da absorbancia da CUR em solucéo etandlica. Os resultados expressam a

média (n=3), desvio padrdo (DP) e coeficiente de variagcdo (CV) para cada concentragdo de CUR

Concentragéo Média DP CV%
(ug.mL-1)
0,5 0,1080 0,0014 1,296296
1 0,2057 0,0017 0,82658
2 0,3637 0,0055 1,514456
3 0,5503 0,0072 1,314508
4 0,6957 0,0025 0,361755
5 0,8733 0,0148 1,699652

Fonte: Elaboragéo propria.

O coeficiente de correlacdo linear igual a 0,999 e um coeficiente de variacao
menor que 2%, estes resultados sdo um indicativo de linearidade do método
utilizado, para uma faixa de concentracéo entre 0,5 a 5 pg/mL™ no comprimento de

onda de 427 nm. Os parametros da curva analitica da CUR séo apresentados na

Tabela 2.
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Tabela 2 — Equacéo da reta, coeficiente de correlagdo linear da curva analitica da curcumina, limite
de deteccéo e limite de quantificacéo.

Parametros Avaliados Resultados obtidos
Equacédo da reta y=0,1685x — 0,0308
Coeficiente de correlacéao linear (r) 0,999
Limite de Detecc¢éo (LOD) 0,043238 pug/mL
Limite de Quantificagcéo (LOQ) 0,144128 pg/mL

Fonte: Elaboragéo propria.

O LOD representa a concentracdo minima que € detectavel e o LOQ a menor

concentracdo que pode ser quantificada exatiddo (RIBANI et al., 2004).

4.10.2 Determinacao do teor da curcumina por espectrofotometria ultravioleta visivel
(UV-VIS)

Os resultados da avaliacao de teor de CUR nas amostras de Dispersao Solida
obtida por co-precipitacdo (DSc) (1:1, 1:2 e 2:1), dispersdo soélida obtida por fusao
(DSf) (1:1, 1:2 e 2:1) e MF (1:1, 1:2 e 2:1), s&o mostrados na Figura 6, sendo a
média de 3 determinacfes. Nas DS, o teor de CUR foi superior em relacdo as MF.
Os resultados mostram que concentracdes crescentes de PVP K30 aumentam a
solubilidade da CUR em fun¢éo da molhabilidade conferida pelo polimero.

A DSf CUR:PVP K30 1:2 apresentou um teor de 92,2 + 1,3%, sendo 36,8% a
mais que o teor da MF CUR:PVP K30 1:2, evidenciando a influencia da técnica de
preparacdo da DS. O teste foi realizado com um intervalo de confianca de 95%
(p<0,05)
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Figura 6 — Teor de Curcumina nas amostras de dispersao soélida obtida por co-precipitacdo (DSc 1:1;
1:2; e 2:1 m:m) DS obtida por fusdo (DSf 1:1; 1:2; e 2:1 m:m) e MF (1:1; 1:2; e 2:1 m:m).
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Fonte: Elaboragéo propria.
4.11 Caracterizacdo das dispersdes solidas
4.11.1 Equilibrio da solubilidade

Os resultados do estudo do equilibrio da solubilidade das DS de CUR e MF
sdo apresentados na Figura 7. A analise dos resultados mostra um aumento da
quantidade de CUR dissolvida na presenca de PVP K30 tanto para as DS por fuséo
como para co-precipitacdo. A solubilidade da CUR nas propor¢cbes MF CUR:PVP
1:2; 1:1 e 2:1 ndo apresentou diferenca significativa (para uma significancia de
p>0,05) do aumento da solubilidade de uma em relagdo a outra.

Entre as diferentes amostras das dispersdes solidas e misturas fisicas, as
dispersbes sélidas preparadas pela técnica de fusdo mostraram serem eficientes
para o aumento da solubilidade com o polimero utilizado. Com a utilizacdo do PVP
K30 o melhor resultado de solubilidade foi apresentado pela técnica de fusdo na
proporcdo de 1:2 (m:m), em comparacdo com o equilibrio da solubilidade da CUR
(1,47 ug.mL™). Isto pode ter ocorrido devido & conversdo total ou parcial do estado
cristalino da CUR em forma amorfa ou pelo aumento da hidrofilicidade e da area de
superficie da CUR. Os estudos de DSC e DR-X sdo necessarios para esclarecer o
efeito do polimero e do processo de preparacdo das DS sobre a solubilidade.
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Figura 7 — Equilibrio de solubilidade da CUR em &gua (ug.mL-1) para as amostras de DS obtida por
co-precipitagdo (DSc 1:1; 1:2; e 2:1 m:m), DS obtida por fuséo (DSf 1:1; 1:2; e 2:1 m:m), MF (1:1; 1:2;
e 2:1 m:m) e CUR néo processada.(“insert”). As letras iguais indicam que nao héa diferenca
significativa entre as médias dos valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados séo estatisticamente
diferentes

1200

1000 -

w
ra

-
in

800 -

CUR (pgfml)

=
in

500 - CUR

CUR (pgfml)

—

400 + c c

200 4

f
&
_ e & e

0

DSc 1l DSc1:2 Dsc 21 Dsf1:1 Dsf1:2 Dsf 2:1 MF 1.1 MF 1.2 MF 2:1
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A CUR pura exibe uma lenta e baixa taxa de dissolucdo em agua devido a
sua hidrofobicidade, que causa a flutuacdo do p6 na superficie do meio de
dissolucao, reduzindo a area de contato com o solvente (KAEWNOPPARAT et al.,
2009). Os resultados do estudo de equilibrio de solubilidade das DS de CUR com
PVP mostram um aumento da solubilidade da CUR em agua de 720 vezes maior
que o equilibrio da solubilidade da CUR (1,47 pg.mL™) ndo processada para DS 1:2
obtida pela técnica de fuséo.

Em relacdo a MF 1:2 e a DSc 1:2 a solubilidade da CUR na DSf 1:2 foi,
respectivamente 36,5 vezes e 242,14 vezes maior, evidenciando que o aumento da

solubilidade depende do carreador e da técnica de preparacdo da DS.

4.11.2 Microscopia eletronica de varredura

A principal razdo desta técnica é a alta resolucdo que pode ser obtida quando
as amostras sao observadas, oferecendo informacfes em detalhe, com aumento de
até 300.000 vezes. Outra importante caracteristica do MEV é a realizacdo da analise
em pequenos aumentos e com profundidade de foco (DEDAVID; GOMER,;
MACHADO, 2007).
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A andlise MEV foi realizada apenas na DSf CUR:PVP K30 1:2 que apresentou
os melhores resultados para teor e solubilidade em comparagao a CUR livre.

A PVP K30 é caracterizada por particulas esféricas de natureza amorfa
(PARADKAR et al.,, 2004). Na Figura 8A a fotomicrografia da CUR pura é
apresentada com um aumento de 2000 vezes, onde é possivel observar uma
estrutura cristalina retangular com bordas irregulares e tamanhos variados. O mesmo
resultado foi descrito por feitas por Arya e Pathak (2014).

A Figura 8B mostra a DSf CUR:PVP K30 (1:2) com aumento de 2000 vezes. A
imagem sugere uma mudancga no estado cristalino da CUR (seta vermelha) e mostra
particulas cristalinas de CUR misturadas e envolvidas por PVP K30 (setas brancas).

A comparacdo entre as imagens da Figura 8A e 8B sugere a alteracao fisica
dos cristais de CUR, que influenciaram no aumento da solubilidade aquosa da CUR.
A andlise dos resultados de DSC e DR-X sd@o necessarias para uma avaliagdo mais

conclusiva.

Figura 8 — Fotomicrografias de amostra de CUR livre (A) e DSf CUR: PVP 1:2 (B) obtidas por
microscopia eletrénica de varredura no aumento de 2000x. As setas brancas indicam a presenca da

Fonte: Elaboragéo propria.

4.11.3 Difracao de raios-X

A andlise DR-X foi realizada apenas para DSf CUR:PVP K30 1:2 cujos
resultados para teor e solubilidade foram superiores aos demais.
O difratograma da CUR néo processada e da DSf CUR:PVP K30 1:2 sdo

apresentados na Figura 9. O difratograma da CUR exibiu varios picos de alta
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intensidade entre 7° e 27° 20, confirmando a cristalinidade do composto, estes
mesmos resultados foram encontrados por Li et al. (2015).

Figura 9 — Difratograma das amostras de CUR nédo processada e da DSf CUR:PVP K30 1:2
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Fonte: Elaboragéo propria.

Através da andlise do difratograma de DSf CUR:PVP K30 1:2 pode-se
observar pequenos picos referentes aos residuos cristalinos de CUR, porém com
elevada redugdo na intensidade dos picos de cristalinidade. Estes resultados
contribuem para explicar o aumento da solubilidade da CUR nas DS com PVP K30
obtidas por fusdo com micro-ondas (DSf 1:2). Resultados semelhantes foram
encontrado por Paradkar et al. (2004), para preparacdes de DS de CUR com PVP
K30 por co-precipitacdo usando spray drying.

A obtencdo de um difratograma com caracteristicas de um material amorfo,
ou seja, sem picos finos bem definidos, pode ser um indicativo da ocorréncia de
complexacdo (CORTI et al., 2007). Os resultados de DR-X para DSf CUR: PVP K30
1:2 sugerem auséncia de complexacdo. No entanto, os resultados de FTIR deverao
confirmar esta sugestéo.

Embora, tenha ocorrido uma reduc¢éo da intensidade dos picos da CUR néo é
possivel afirmar que ocorreu uma modificacdo completa do estado cristalino para

amorfo como indicado nas curvas de DSC.



63

4.11.4 Calorimetria exploratoria diferencial

As curvas termoanaliticas das amostras de CUR néo processada, PVP K30 e
DSf CUR:PVP K30 2:1 sdo apresentadas na Figura 10. A curva de DSC da CUR
exibe um evento endotérmico agudo em 173,28°C, com um consumo de energia (AH
(J/g) de — 104,35) caracteristico do processo de fusdo deste composto confirmando

os resultados encontrados na literatura por Basnet e Skalko-Basnet (2011).

Figura 10 — Curvas termoanaliticas das amostras de CUR nao processada, PVP K30 e DSf CUR:PVP
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Fonte: Elaboragéo propria.

O perfil da curva termoanalitica da PVP K30 (Figura 10) exibe um evento
endotérmico na faixa temperatura entre 50 e 150°. C correspondente a desidratacéo
do polimero e caracteristicos de substancias amorfas e higroscopicas (SETHIA,
SQUILLANTE, 2004; ZHANG et al., 2008).

Na analise da curva DSC da DSf CUR:PKP K30 1:2 indica a ocorréncia de 2
eventos térmicos um caracteristico da perda de agua do PVP K30 e o outro (175°C)
correspondente a fusdo dos cristais de CUR remanescentes na DS. Este resultado
evidencia a reducao da cristalinidade da CUR observada na MEV (Figura 8) e nos
difratogramas de raios-X (Figura 9).

A reducdao parcial da cristalinidade da CUR nas DS contribuiu para explicar o
aumento da solubilidade da CUR. A presenca do pico endotérmico na faixa entre 50
e 150°C na curva DSC da DS sugere que a DS é higroscopica, uma vez que a agua
foi removida durante o processo de preparacdo da DS por fusao (SETHIA,
SQUILLANTE, 2004; ZHANG et al., 2008).
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4.11.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

As analises por espectrofotometria de infravermelho com transformada de
Fourier permitem a identificacéo de grupos funcionais presentes nos materiais. Cada
grupo funcional em particular absorve em uma frequéncia caracteristica de radiacéo
no espectro do infravermelho. Deste modo, um gréafico de intensidade versus
frequéncia de radiacdo, designado como espectro de infravermelho, permite
caracterizar os grupos funcionais de um dado material (CIENFUEGOS; VAITSMAN,
2000).

A andlise FTIR foi realizada para DSf CUR:PVP K30 1:2 e MF CUR:PVP K30
1:2 juntamente com a CUR e a PVP K30 (Figura 11). A espectroscopia de
infravermelho foi realizada para elucidar ainda mais a interacdo da CUR com PVP
K30 nas dispersbdes solidas ou misturas fisicas.

No espectro da CUR aparece um estiramento em 3434 cm™, referente ao OH
fendlico, em 2853 cm™, referente a ligacdo CH; em 1627 cm™, referente a ligacdo
C=0 da cetona conjugada; em 1456 cm™, referente & ligagdo CH,. em 1429 cm™
aparece o estiramento da ligacdo C=C do anel aromatico e alifatico; em 1384 cm™,
referente a ligagdo CHs; e em 1026 cm™ observou-se o estiramento da ligacdo C-O-C
do éter. Este resultado para FTIR da CUR estd em acordo com os resultados
descritos por Darandale e Vavia (2012), Gangwar et al. (2012) e Li et al. (2015).

No espectro da PVP observa-se a banda em 3500 cm™, caracteristicos da
ligagdo N-H do grupamento amina proveniente da PVP K30, a qual se mantem na
DSf CUR:PVP 1:2 e na MF CUR:PVP 1:2, porém intensidade reduzida, muito
provavelmente, devido sua mistura com a CUR, conforme descritos por Lima (2009)

e Pavia, Lampman e Kriz (2010).
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Figura 11 — Espectros de FTIR das amostras de CUR, PVP K30, DSf CUR:PVP K30 1:2 e MF
CUR:PVP K30 1:2
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Fonte: Elaboragéo propria.

O espectro de IR da MF mostrou claramente as bandas de absorcao
ilustrando a presenca de PVP e CUR. Nas DS as bandas de absorcao
caracteristicas da CUR e PVP K30 permaneceram praticamente inalteradas
evidenciando a auséncia de interagdo quimica entre estes compostos apds o
processamento para obtencdo das DS. A menor intensidade dos picos esta
relacionada a taxa de carregamento do farmaco nas MF e DS.

Como a PVP K30 é altamente hidrofilica, € possivel que haja a presenca de
moléculas de agua, como observado em seu espectro, onde nota-se uma ampla
banda acima de 3000 cm™ confirmando a perda de massa observada na curva
termoanalitica, semelhante ao observado por Van Drooge et al. (2006) e Sethia e

Squillante (2004), revelando, as bandas na faixa entre 2850-1700 cm™
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correspondentes as estiramentos das ligacées C-H dos grupos metileno e C=0 da
carbonila que compde o anel pirrdlico.

O espectro da DS e da MF apresentou-se semelhante aos espectros de cada
composto ndo processado e o0s picos de absorgcédo foram praticamente iguais ao dos
constituintes, indicando que os constituintes da DS mantiveram-se inalterados, ou
seja, ndo ocorreu interacdo quimica entre eles. Isso indica a formacdo das
dispersdes soélidas, pois o farmaco esta simplesmente distribuido nos demais
constituintes da formulacéo.

Os resultados apresentados na Figura 12 sugerem que 0s espectros das
dispersdes sdélidas se manifestam como uma somatéria dos espectros do farmaco e
do polimero, indicando que n&do houve interacao significativa entre a CUR e a PVP
K30.

4.12 Conclusao

O emprego da tecnologia das dispersdes solidas com o carreador PVP K30
melhorou a solubilidade da CUR.

A DS com CUR e PVP K30 foram preparadas por co-precipitacéo e fusao por
micro-ondas, sendo este segundo método o mais eficaz e de melhor resultado para
0 aumento da solubilidade em agua da CUR.

O equilibrio da solubilidade em agua da CUR apresentou melhores resultados
para a DSf: PVP K30 na proporcéo de 1:2 (m/m) pela técnica de fusao por irradiacéo
no micro-ondas.

A analise dos resultados de MEV, DSC, DR-X revelou mudancas no estado
sélido da CUR, bem como a diminuicdo de tamanho de suas particulas, justificando
a formacéo de uma fase amorfa de alta energia e o aumento da solubilidade aquosa.
Os resultados de DR-X sugerem auséncia de complexacédo entre a CUR e o PVP
K30.

A técnica de FTIR indicou auséncia de interagdo quimica entre estes
compostos apos 0 processamento para obtencédo das DS e MF.

As DS de CUR desenvolvida pela técnica de fusdo na proporcao 1:2 foram as

otimizadas para o futuro desenvolvimento das nanoparticulas.



67

4.12 Referéncias

ARYA, P.; PATHAK, K. Assessing the viability of microsponges as gastro retentive
drug delivery system of curcumin: optimization and pharmacokinetics. International
Journal of Pharmaceutics, Amsterdam, v. 460, n. 1-2, p. 1-12, 2014.

BASNET, P.; SKALKO-BASNET, N. Curcumin: an anti-inflammatory molecule from a
curry spice on the path to cancer treatment. Molecules, Basel, v. 16, n. 6, p. 4567-
4598, 2011.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do RE n. 899, de 02 de
junho de 2003. Determina a publicacdo do “Guia para validagao de métodos
analiticos e bioanaliticos”. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 2 jun. 2003.

CIENFUEGQOS, F.; VAITSMAN, D. Analise instrumental. Rio de Janeiro:
Interciéncia, 2000.

CORTI, G. et al. Physycalchemical characterization of binary systems of metformin
hydrochloride with triacetyl-B-cyclodextrin. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, Oxford, v. 45, n. 3, p. 480-486, 2007.

DARANDALE, S. S.; VAVIA, P. R. Cyclodextrin-based nanosponges of curcumin:
formulation and physicochemical characterization. Journal of Inclusion
Phenomena and Macrocyclic Chemistry, Dordrecht, v. 75, n. 3, p. 315-322, 2012.

DEDAVID, B. A.; GOMER, C. I.; MACHADO, G. Microscopia eletrénica de
varredura: aplicacdes e preparacdo de amostras. Porto Alegre: EDIPUCRS, 2007.

GANGWAR, R. K. et al. Conjugation of curcumin with PVP capped gold
nanoparticles for improving bioavailability. Materials Science and Engineering: C,
Amsterdam, v. 32, n. 8, p. 2659-2663, 2012.

KAEWNOPPARAT, N. et al. Increased Solubility, Dissolution and Physicochemical
Studies of Curcumin-Polyvinylpyrrolidone K-30 Solid Dispersions. Engineering and
Technology, [s.l.], v. 31, p. 225-230, 2009.

LI, J. et al. Curcumin-Eudragit® E PO solid dispersion: a simple and potent method
to solve the problems of curcumin. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, Stuttgart, v. 94, p. 322-332, 2015.

LIMA, A. C. Preparacgao de dispersdes soélidas de praziquantel com
polivinilpirrolidona pelo processo do fluido supercritico. 2009. 104f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Araraquara, 2009.

PARADKAR, A. et al. Characterization of curcumin—PVP solid dispersion obtained by
spray drying. International Journal of Pharmaceutics, Amsterdam, v. 271, n. 1-2,
p. 281-286, 2004.



68

PAVIA, D. L.; LAMPMAN, G. M.; KRIZ, G. S. Introducao a espectroscopia. S&o
Paulo: Cengage Learning, 2010.

RIBANI, M. et al. Validagdo em métodos cromatograficos eletroforéticos. Quimica
Nova, v. 27, n. 5, p. 771-780, 2004.

SETHIA, S., SQUILLANTE, E. Solid dispersion of carbamazepine in pvpk30 by
conventional solvente evaporation and supercritical methods. Internacional Journal
oh Pharmaceutics, Amsterdam, v. 272, n.1-2, p. 1-10, 2004.

VAN DROOGE, D. J. et al. Characterizations of the molecular distribution of drugs in
glassy solid dispersion at nanometer scale, using differential scanning calorimetry
and gravimetric water vapour sorption techniques. International Journal of
Pharmaceutics, Amsterdam, v. 310, n. 1-2, p. 220-229, 2006.

ZHANG, X. et al. Physical characterization of lansoprazole/PVP solid dispersion
prepared by fluid-bed coating technique. Powder Technology, Lausanne, v. 182, n.
3, p. 480-485, 2008.



CAPITULO I

69



70

5 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS
SOLIDAS DE CURCUMINA

5.1 Resumo

A curcumina (CUR) é um polifenol amarelo extraido do rizoma da planta Curcuma
longa popularmente conhecida como acafrdo, que apresenta diversas atividades
farmacoldgicas. Contudo, sua aplicacao terapéutica é limitada devido a sua baixa
solubilidade aquosa que conduzem a reduzida biodisponibilidade deste farmaco.
Para contornar tais limitacdes, uma alternativa € a incorporacdo da CUR em
sistemas de liberagcdo, como as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), que sao
muito empregadas, principalmente, para melhorar a estabilidade, diminuir a
toxicidade dos farmacos no organismo, além de melhorar o problema da baixa
solubilidade em agua. Um total de 9 (nove) formulagbes foram acompanhadas
durante 60 dias monitorando-se a estabilidade em temperatura ambiente (25°.C) e
refrigeracdo (9°.C), sendo avaliadas quanto ao volume hidrodinamico, indice de
polidispersao, potencial zeta e pH. As NLS (softisan 100 1%, lecitina de soja 0,5%,
glicerol 12,6% e tween 80 0,5%) e span 80 0,2% ou 0,3% (B2 e C2 respectivamente)
foram adicionadas de CUR (200 pg. mL™) na forma livre (B2-CUR e C2-CUR) e DS-
CUR (B2-DSf CUR e C2-DSf CUR), foram avaliadas durante 30 dias e
caracterizadas quanto suas propriedades fisico-quimicas (diametro, indice de
polidispersdo, potencial zeta e pH). A eficiéncia de incorporacdo de CUR destas
formulacdes foram avaliadas nos tempos zero, 7 e 15 dias. As NLS foram avaliadas
por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), microscopia eletrénica de transmissao
(MET) e perfil de liberacdo. As analises realizadas demonstraram que as
formulacdes incorporadas com CUR e DS-CUR mantiveram-se termodinamicamente
estaveis, apresentando um diametro hidrodindmico compreendido entre 100 nm e
150 nm, um indice de polidispersao médio de 0,3 e potencial zeta de
aproximadamente -28 mV. A eficiéncia de incorporacdo para as NLS incorporadas
com DS-CUR foi de aproximadamente 90%, e para CUR livre foi de 82%. O teste de
perfil de liberacdo apresentou um comportamento de liberagdo controlada.

Palavras-chave: Nanoparticulas lipidicas sélidas. Dispersao soélida. Curcumina.
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5.2 Abstract

Curcumin (CUR) is a yellowish polyphenol, extracted from the Curcuma longa’s
rhizome. This plant is known as saffron and its compounds have diverse
pharmacological activities. However, its therapeutic use is restricted due to low water
solubility which leads to a reduced bioavailability. An option to avoid this limitation is
to incorporate CUR into delivery systems such as solid lipid nanoparticles (SLN) and
these systems are often used to improve stability, reduce the toxicity of drugs and
minimize the water solubility issue. Nine formulations were studied over a period of
60 days and, during this time, the stability at room temperature (25°C) and at 9°C
was measured by analyzing the hydrodynamic volume, the polydispersity index, the
zeta potential and the pH. The SLN (Softisan 100 1%, soy lecithin 0,5%, glycerol
12,6% and Tween 80 0,5%) and Span 80 0,2% or 0,3% (B2 and C2 respectively) had
free CUR added [200 pg. mL™](B2-CUR and C2-CUR) and DS-CUR (B2-DSf CUR
and C2-DSf CUR), were analyzed during 30 days and categorized according to their
physicochemical properties (diameter, polydispersity index, zeta potential and pH).
The incorporation efficiency of CUR on those formulations was evaluated on days O,
7 and 15. The SLN were analyzed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) and Differential Scanning Calorimetry (DSC), Electron Microscopy
Transmission (EMT) and release pattern. The results showed that the incorporated
formulations with CUR and DS-CUR kept thermodynamically stable presenting an
hydrodynamic diameter between 100nm and 150nm; the average polydispersity
index was 0,3 and the zeta potential close to -28mV. The incorporation efficiency to
the SLN incorporated into the DS-CUR was approximately 90%. To the free CUR, the

result was 82%. The release pattern test showed a controlled release behavior.

Keywords: Solid lipid nanopatrticles. Solid dispersion. Curcumin.
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5.3 Introducéao

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) sdo muito empregadas, como
sistemas de liberacdo prolongada de farmaco, visando, principalmente, melhorar a
estabilidade de farmacos e diminuir a sua toxicidade no organismo. Apresentam
como vantagens: prote¢cdo das substancias ativas contra degradacdes quimicas,
efeitos colaterais minimizados, melhores propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas e permitem modular a velocidade de liberacdo do farmaco.

As NLS sao compostas por lipidios biodegradaveis e biocompativeis, sélidos
a temperatura ambiente; estas caracteristicas origina uma particula sélida e, este
fato contribui para melhorar a estabilidade fisica e quimica do farmaco encapsulado.
Além dos lipidios, as NLS sdo compostas por tensoativo e dgua. A combinacao de
diferentes tensoativo tende a prevenir, com maior eficiéncia, a aglomeracgao entre as
particulas. Acidos graxos com cadeias curtas geralmente produzem particulas com
menor tamanho e o aumento do conteldo lipidico resulta em particulas maiores com
aumento da polidispersidade.

A curcumina (CUR) é um composto derivado de polifendis, possui diversos
efeitos farmacoldgicos, incluindo atividades anti-inflamatéria, antioxidante, anti-
proliferativo e anti-angiogénico. No entanto, apesar das atividades promissoras de
CUR, a sua baixa solubilidade e fraca estabilidade em sistemas aquosos, tém
limitado a sua aplicacdo. Varios esforcos para resolver estas limitacdes da CUR tém
sido desenvolvidos, incluindo a complexacdo com ciclodextrina, a dispersdo sélida,
nanoparticulas entre outros.

Neste capitulo serd abordada a preparacao e avaliacdo de NLS incorporadas
com CUR, na sua forma livre e em disperséao sdlida (DS), devido ser uma alternativa

promissora para o aumento da biodisponibilidade da CUR.

5.4 Objetivos

O objetivo do presente estudo foi desenvolver formulacdes de nanoparticulas
lipidicas solidas contendo CUR na forma livre e na forma de DS (CUR:PVP K30 1:2
m;m). Avaliar as formulacdes quanto & eficiéncia de incorporagédo, volume
hidrodindmico, potencial zeta, indice de polidispersdo e alteracdes do potencial

hidrogenionico (pH). Acompanhar a estabilidade fisico-quimica das formulagdes
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durante 60 dias para formulacdes sem CUR e 30 dias para formulacbes com CUR.
Avaliar aspectos morfoldgicos e possiveis interacdes entre a CUR e componentes

da formulacao.

5.5 Desenho experimental

Para o desenvolvimento deste capitulo foram realizadas etapas de
preparacao e caracterizacdo das NLS (Figura 12) incorporadas com CUR na forma
ndo processadas e incorporadas com Dispersdo solida obtida por fusdo (DSf)
CUR:PVP K30 1:2. As andlises de caracterizacao foram baseadas na identificacao

de propriedades fisicas e fisico-quimicas.
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Figura 12 — Delineamento experimental para o desenvolvimento e avaliagdo de Nanoparticulas
Lipidicas Sélidas de Curcumina e de Dispersao Sélida obtida na proporgdo de 1:2 (m/m).

-

R

Avali

Potenc
idrogenidnico

orporacao da “ﬁa;ﬁude D5f CUR

|
B2- CUR €2 - CUR B2 - DSf C2 - D5F
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CUR - curcumina, PVP — polivinilpirrolidona, NLS — nanoparticulas lipidicas sélidas, DSf — disperséo
sélida obtida por fuséo.
Fonte: elaboracgéo propria.

5.6 Material e método

Curcumina 99,8% (Sigma Aldrich; Co, Saint Louis, USA). Polivinilpirrolidona
K30 (PVP — K30) (Sigma Aldrich; Co, Saint Louis, USA), Softisan100™ (Sasol
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Olefins & Surfactants GmbH). A dispersao sélida de CUR: PVP K30 1:2 foi obtida
conforme descrito no Capitulo Il. As demais matérias primas utilizadas eram de grau

de pureza para uso farmacéutico ou analitico.

5.6.1 Curva analitica da Curcumina

Conforme descrito no Capitulo Il (pagina 53), a construcdo da curva analitica
foi realizada em solucdes etanodlicas 95% (v/v) nas concentracdes de 0,5 ug.mL-1 a
5,0 pg.mL-1 em triplicata. As leituras foram realizadas por espectroscopia UV a
427nm.

A média das absorbancias para as diferentes concentracdes, o desvio padrao
e o coeficiente de variacdo foram determinados matematicamente. O limite de
deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram determinados através da
curva analitica. Foi utilizado solugdo etandlica como branco para zerar o
equipamento.

A regressao linear foi determinada pelo método dos minimos quadrados, bem
como o0 seu correspondente coeficiente de correlacdo linear (r) usando software
excel 15.0.4420.1017 — Microsoft.

5.6.2 Preparacao das nanopatrticulas lipidicas sélidas

Nove NLS foram preparadas, com diferentes composicdes em suas
formulacdes, conforme Tabela 3.

Todas foram preparadas pelo método de microemulsdo a quente (GASCO,
1993). Resumidamente, os reagentes de cada fase foram pesados em balanca
analitica, a fase oleosa e a fase aquosa foram aquecidas separadamente em banho
de agua circulante, termostatizado (Brookfield — TC 550, Massachusetts, USA), até a
temperatura de 75°C. Em seguida a fase aquosa foi vertida lentamente sobre a fase
oleosa, sob homogeneizacéo a alta velocidade (12000 rpm) em um homogeneizador
UltraTurrax (modelo T25D, IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemanha),
durante 5 minutos para a formacdo de nanoestruturas por -cisalhamento,
promovendo a formacdo de um sistema microemulsionado. Em seguida, foi
adicionada agua refrigerada para uma temperatura de 2 — 3°C, para solidificacdo da

fase lipidica da formulacdo. A agitacdo foi mantida por mais 5 minutos em
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UltraTurrax a 12000 rpm, estimulando a quebra das microparticulas por choque

térmico e cisalhamento e formagéo de nanoparticulas lipidicas.

Tabela 3 — Composicao das formulacdes de NLS Al, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2 e C3 e seus
respectivos valores de EHL

Formulac@es

Al
A2
A3
Bl
B2
B3
C1
Cc2
C3

Fase Oleosa

Fase Aquosa

Softisan 100
@
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

Lecitina de
Soja (9)
0,125
0,25
0,375
0,125
0,25
0,375
0,125
0,25
0,375

Span 80
)
0,05
0,05
0,05
0,1
0,1
0,1
0,15
0,15
0,15

Glicerol
)
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3

Tween 80

(9)
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25

Agua
(mL)
qsp 50
gsp 50
gsp 50
gsp 50
gsp 50
gsp 50
qsp 50
gsp 50
qsp 50

EHL

10,5
9,04
8,07
9,86
8,63
9,43
9,26
8,33
8,11

Fonte: elaboracao prépria.

5.7 Caracterizacao e estudo da estabilidade fisico-quimica das NLS

As 9 formulagdes (Al, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2 e C3) foram analisadas
guanto as seguintes propriedades: pH, o volume hidrodinamico, a polidisperséao e o

potencial zeta em funcdo do tempo (zero, 7, 15, 30 e 60 dias), armazenadas em

refrigeracdo (9°C) e em temperatura ambiente (25°C).

5.7.1 Avaliacéo de pH

Os valores de pH foram avaliados utilizando o medidor de pH/lons (TECNAL,

TEC-5, Piracicaba, Brasil) devidamente calibrado. Este protocolo de analise foi

adotado para verificar variacdes de pH ao longo do processo de estocagem, que

pudessem causar prejuizos as formulacdes. O pH das formulagfes (Al, A2, A3, B1,
B2, B3, C1, C2 e C3) foi monitorado em funcédo de diferentes tempos (0, 7, 15, 30 e

60 dias) e as medidas foram realizadas em triplicata. Os dados foram expressos

como a meédia * desvio padrédo. O teste foi realizado com um intervalo de confianca
de 95% (p<0,05).
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5.7.2 Volume hidrodinamico, indice de polidisperséo e potencial zeta

O diametro, a polidisperséo e o potencial zeta foram determinados usando um
analisador de particulas (ZetaPALS, modelo NanoBrook 90PIusPALS, Brookhaven
Instruments, Holtsville NY, E.U.A). O volume hidrodindmico médio de particula e a
distribuicdo de tamanhos (indice de polidispersdo) foram determinados por
espectroscopia de espalhamento de luz.

Para a determinacdo do diametro, polidispersidade e do potencial zeta, as
particulas foram diluidas em agua ultrapura (1:1000), e homogeneizadas. As
medidas foram realizadas a um angulo fixo de 90° e 25°C. Os testes foram
realizados em triplicata. As comparacdes estatisticas entre as diferentes formulacfes
foram realizadas utilizando-se a ferramenta ANOVA com pos-teste de Tukey e

intervalo de confianca de 95% e significancia com p < 0,05.

5.8 Preparacdo das nanoparticulas lipidicas sdlidas contendo curcumina livre e
disperséo solida obtida por fusdo CUR:PVP K30 1:2

Na preparacdo das NLS, a incorporacdo do equivalente a 200ug.mL™ CUR
livre ou de DSf CUR:PVP K30 1:2 foi feita na fase lipidica, utilizando a mesma

abordagem experimental descrita no item 5.6.2.

5.9 Caracterizacao e estudo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas
lipidicas sélidas contendo curcumina livre e DSf CUR:PVP K30 1:2

ApOs a avaliacdo dos resultados das 9 formulagdes, foram selecionadas para
incorporacdo de CUR livre e de DSf as formulagdes B2 e C2. Estas formulagdes
foram analisadas em funcdo do tempo (zero, 7, 15 e 30 dias) quanto as
propriedades de pH, volume hidrodinamico, polidispersdo e potencial zeta. A
eficiéncia de incorporagédo das formula¢gbes otimizadas foram avaliadas em funcéo
do tempo (zero, 7 e 15 dias). As NLS selecionadas foram ainda avaliadas quanto
aos aspectos morfologicos (microscopia eletronica de transmissao — MET), interacéo
entre os constituintes da formulacdo (calorimetria exploratéria diferencial - DSC e
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — FTIR) e perfil de
liberacdo de CUR.
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5.9.1 Avaliacéo de pH

Os valores de pH foram avaliadas utilizando o medidor de pH/lons (TECNAL,
TEC-5, Piracicaba, Brasil) devidamente calibrado. Este protocolo de andlise foi
adotado para verificar variacdes de pH ao longo do processo de estocagem, que
pudesse causar prejuizos as formulacées. O pH das formula¢des B2-CUR, C2-CUR,
B2-DSf CUR:PVP K30 1:2, C2-DSf CUR:PVP K30 1:2 foram acompanhadas em
funcdo do tempo (0, 7, 15 e 30 dias).

5.9.2 Volume hidrodinamico e indice de polidisperséo e potencial zeta

O diametro, a polidisperséo e o potencial zeta foram determinados usando um
analisador de particulas (ZetaPALS, modelo NanoBrook 90PIusPALS, Brookhaven
Instruments, Holtsville NY, E.U.A), conforme descrito no item 5.7.2.

As formulagbes B2-CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K30 1:2, C2-Dsf
CUR:PVP K30 1:2 foram acompanhadas em funcdo do tempo (0, 7, 15 e 30 dias)
(Teste T de Student com p > 0,05).

5.9.3 Eficiéncia de incorporacéo

A eficiéncia de incorporacdo das NLS com CUR e DSf CUR:PVP K30 1:2 foi
determinada pela medida da concentracdo de farmaco livre no meio de dispersao.
Quantidade suficiente da formulacdo foi centrifugada (Rotor LS3/Combate, CELM,
Sdo Paulo, Brasil) durante 30 minutos a 3.500 rpm. A massa de CUR no
sobrenadante foi quantificada usando método espectrofotométrico (UV 427 nm). A
eficiéncia de incorporacéo foi calculada usando a equacédo 1 nas formulacdes B2-
CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K301:2 e C2-DSf CUR:PVP K30 1:2. O teste foi

realizado com um intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

lmrcuminajrmf - [Curcuminajnio encapsuladn 100 (Equagao 1)
[curcumina), oo X

EE[%)=(
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5.9.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Forrier

Os espectros de FTIR das amostras foram obtidos através do
espectrofotometro (IRAffinity 1S — Shimadzu Corp. Japdo). As amostras foram
secadas durante 24 horas em estufa de ar circulante. A massa aproximadamente 2
mg da amostra foi misturada a 300 mg de KBr para formagéo da pastilha. A faixa de
escaneamento foi entre 400 e 4000 cm-'. Os espectros foram normalizados e as

bandas de vibracdo foram associadas aos principais grupos quimicos.
5.9.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas utilizando um Calorimetro Diferencial de
Varredura (Thermal Analyzer TA 60W — Shimadzu DSC-60, Kyoto, Japan) equipado
com controlador de fluxo modelo FC 60A, software e interface para controle e
aguisicdo de dados e sistema de selagem de cadinho. Os termogramas das
amostras foram obtidos utilizando cadinho de aluminio hermeticamente fechado, o
teste foi realizado sob atmosfera de dinamica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™
na faixa de aquecimento de 10 - 200°C, sob uma razdo de aquecimento de
10°C.min™. A massa de amostra empregada para anélise das DS, MF, polimeros e

CUR foi de aproximadamente 2 mg.
5.9.6 Microscopia eletronica de transmissao

As amostras foram preparadas em grades de cobre — Lacey Carbon Type A
300 mesh copper grid (TedPella, USA), as quais foram submetidas ao procedimento
de Glow Discharge em um equipamento easiGlow (Pelco, USA), com o0s seguintes
parametros: corrente de 15 mA; carga negativa; 25 segundos de descarga.

O congelamento em gelo amorfo (crio preparacgéo) foi feito com a utilizagéo de
um equipamento Vitrobot Mark IV (FEI, Holanda) em temperatura (22 °C) e umidade
(100%) controladas. O preparo das amostras seguiu 0s seguintes parametros: blot
time 2,5 segundos; blot force -5, blot wait 20 segundos com um unico blot. Entéo, 3
ML das amostras foram aplicadas nas grades e imersas em etano liquido. Apds a
imersdo, a grade foi mantida em nitrogénio liquido at¢é o momento da analise no

microscopio e mantida a -173 °C durante toda a analise no microscopio.
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As analises foram realizadas em microscopio eletrbnico de transmissao
modelo JEM-1400 PLUS (JEOL, Japdao), filamento de LaB6, operando a 120kV; o
microscopio € equipado com uma camera CCD Gatan MultiScan 794 (1k x 1k pixels)
para a aquisicao digital de imagens.

A aquisicdo das imagens e medidas realizadas foram feitas com o software
Digital Micrograph (Gatan Inc., USA); as imagens obtidas ndo foram submetidas a

procedimentos de pds processamento.

5.9.7 Perfil de liberacéo e dissolucdo de CUR

O estudo do perfil de liberacdo da CUR foi realizado com as formulacées B2-
CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K30 1:2 e C2-DSf CUR:PVP K30 1:2. Para a
avaliacdo do perfil de liberagdo, 2 mL das NLS foram cuidadosamente medido com
pipeta semi-automatica e depositado em placas para cultura de células com fundo
chato, com dimensao de 35 mm de diametro e 17,5 mm de profundidade. Em cada
poco da placa contendo a amostra foi adicionado 5,0 mL de agua purificada. O
sistema foi mantido em agitador orbital (Tecnal, TE-4200, Piracicaba, BR), na
temperatura de 37°C. a 50 rpm. As condicfes sink foram estabelecidas com base no
estudo de equilibrio de solubilidade (Capitulo Il) e mantidas durante o experimento.
Uma aliquota de 1 mL, do sobrenadante, foi retirada nos intervalos de tempo de 5,
10, 15, 20, 40, 60, 90, 120, 150 e 180 min. O volume do meio foi mantido constante
pela adicdo de 1 mL de agua purificada pré-aquecida a 37°C. As aliquotas foram
diluidas em etanol 70% e a absorbancia da CUR determinada por espectroscopia
UV (A = 427 nm). O calculo da concentracdo de CUR foi realizado utilizando a
equacdao da reta obtida da curva analitica (Capitulo 1l). O experimento foi conduzido

em triplicata.

5.10 Resultados e discussao

Apoés a avaliacdo dos resultados das 9 (nove) formulagdes, as formulacdes
otimizadas para incorporagéo da CUR livre e DSf CUR:PVP K30 1:2, foram a B2 e
C2, devido a estabilidade no diametro, valores de polidispersdo de
aproximadamente 0,3 e valores de potencial zeta maiores que -30 mV, durante o

periodo de acompanhamento.
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Estas formula¢des foram analisadas em funcédo do tempo (zero, 7,15 e 30
dias) quanto as propriedades de pH, volume hidrodinamico, polidisperséo e potencial
zeta. A eficiéncia de incorporacédo das formulacfes otimizadas foram avaliadas em
funcdo do tempo (zero, 7 e 15 dias) de forma a avaliar a estabilidade das mesmas.

As NLS selecionadas foram ainda avaliadas quanto aos aspectos
morfolégicos (MET), interacdo entre os constituintes da formulacdo (DSC e FTIR) e

perfil de liberacdo de CUR.

5.10.1 Curva analitica de curcumina

A curva analitica obtida por espectroscopia UV mostrou uma correlacéo linear
entre a concentracdo do farmaco e a absorbancia de CUR. O ajuste linear realizado
aos resultados das leituras de absorbancia a 427 nm das vérias concentracbes da
CUR produziu uma curva analitica com um coeficiente de correlagéo linear igual a
0,999, o que foi indicativo de uma linearidade do método utilizado na faixa de
concentracdo entre 0,5 g/mL™ e 5 pg/mL™, conforme descrito no Capitulo Il, pagina
55. A equacédo da reta obtida apds plotagem do gréfico foi y= 0,1685x — 0,0308. Os
valores obtidos para o coeficiente de deteccdo e quantificacdo foram
respectivamente, 0,043238 ug/mL e 0,144128 pug/mL.

5.11 Caracterizacao e estudo da estabilidade fisico-quimica das NLS
5.11.1 Medida do pH

O pH foi um dos parametros investigados para avaliar a estabilidade das
formulagdes durante o periodo de armazenamento. As Figuras 13 e 14 apresentam

os valores de pH encontrados, ao longo dos dias e sob temperatura de

armazenamento a 9°C e a 25°C.
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Figura 13 — Perfil do pH das formulagfes de Al, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2 e C3 em fun¢éo do
tempo sob temperatura de armazenamento a 9°C
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Fonte: elaboragédo prépria.

Figura 14 — Perfil do pH das formulagfes de Al, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2 E C3 em funcéo do
tempo sob temperatura de armazenamento a 25°C
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Fonte: elaboracéo prépria.

Alteracbes nos valores do pH podem ser indicativas de degradacédo dos
componentes da formulacdo (HEURTAULT et al., 2003).

Pode-se observar que ocorreram variagbes no pH das formulagbes ao longo
de 60 dias, indiferente da temperatura de armazenamento, apresentando uma
tendéncia de reducao. Alteracdes nos valores de pH de suspensdes de NLS, podem
interferir na matriz lipidica das particulas, ocasionando fendmenos como a
cristalizacdo ou recristalizagéo, levando a liberagdo dos ativos (CHOI; ADITYA; KO,
2014).
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A diminuicdo do valor de pH pode levar a um aumento da protonacao dos
grupos funcionais a superficie da particula. Também a diminui¢do do pH pode levar
a um aumento da concentracdo de eletrdlitos, que pode causar uma compressao na
camada de difusdo das particulas, assim como uma repulsdo eletrostatica e
consequentemente a desestabilizacdo das NLS (MEHNERT; MADER, 2001).

Com base no estudo de Schwarz e Mehnert (1999), a reducé&o do valor do pH
pode levar a um aumento da protonacdo dos grupos funcionais a superficie da
particula. Também a diminuicdo do pH pode estar relacionado a um aumento da
concentracéo de eletrélitos, que pode causar uma compressao na camada de difusa
o das particulas, assim como uma repulsdo eletrostatica e consequentemente

desestabilizacdo das NLS.

5.11.1 Volume hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta

O diametro e a polidispersdo de NLS solidas podem ser afetados por
inUmeros parametros tais como: a composicéo da formulacéo (tipo de lipidio, tipo de
ativo, tipo de surfactante entre outros), o método e as condi¢cdes de preparo
(temperatura, agitacéo, pressao entre outros) e armazenamento (MARCATO, 2009).

As Figuras 15 e 16 apresentam o volume hidrodindmico em nm das NLS em
funcdo de diferentes tempos (0, 7, 15, 30 e 60 dias) e em temperatura refrigerada a
9° C e em ambiente 25°C. Observa-se que todas as formula¢des apresentaram no
tempo inicial um tamanho médio abaixo de 150 nm. As NLS Al, A2, A3, B2, B3, C1,
C2 e C3, armazenadas a 9°C e a 25°C, apresentaram diferengca significativa

(p>0,05) em funcéo do tempo zero, 7, 15, 30 e 60 dias.
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Figura 15 — Variag&@o do volume hidrodindmico das NLS Al, B1, C1, A2, B2, C2, A3, B3 e C3 em
funcéo do tempo (0, 7, 15, 30 e 60 dias) sob temperatura de armazenamento a 9°C
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Fonte: elaboracao prépria.

Figura 16 — Varia¢é@o do volume hidrodindmico das NLS Al, B1, C1, A2, B2, C2, A3,B3 e C3 em
funcdo do tempo (0, 7, 15, 30 e 60 dias) sob temperatura de armazenamento a 25°C.
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Fonte: elaboragéo prépria.

Apés a preparacdo, as suspensfes coloidais normalmente ndo apresentam
tendéncia a separacdo de fases, pois o processo de sedimentacdo € lento para
particulas submicrométricas e minimizado pelo movimento browniano. No entanto,
em periodos de armazenamento prolongados pode ocorrer a aglomeracdo das
particulas e, consequentemente, a sedimentacdo tornando a aplicabilidade das

nanoparticulas dispersas em meio aquoso limitada, devido aos problemas de baixa
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estabilidade fisico-quimica (KULKAMP et al., 2009; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

Outro parametro avaliado foi o indice de polidispersdo em fungdo do tempo
(0, 7, 15, 30 e 60 dias) e temperatura (9°C e 25°C). Os resultados estdo
demonstrados nas Figuras 20 e 21, as quais indicam a distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas em funcdo da distribuicdo de tamanho média, ou seja, um baixo
indice de polidisperséo indica que as particulas estdo em uma estreita faixa de
tamanho.

As NLS apresentaram diferencas significativas (p>0,05) em relagdo a
temperatura de armazenamento, em funcdo do tempo de 60 dias, indicando que a

temperatura interfere no indice de polidispersao.

Figura 17 — indice de polidispersidade das NLS A1, B1, C1, A2, B2, C2, A3, B3 e C3 em func&o do
tempo (0, 7, 15, 30 e 60 dias) sob temperatura de armazenamento a 9°C
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Fonte: elaboracao prépria.

Figura 18 — indice de polidispersidade das NLS A1, B1, C1, A2, B2, C2, A3, B3 e C3 em funcéo do
tempo (0, 7, 15, 30 e 60 dias) sob temperatura de armazenamento a 25°C
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Fonte: elaboracgéo propria.
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Observa-se que ocorreram variagdes na polidispersdo em funcao do tempo,
estas variacbes podem estar relacionadas a reorganizagdo na distribuicdo de
tamanho das particulas. O indice de polidispersidade das formulacbes com 30 dias
de acompanhamento foram maiores que 0,3 indicando que o0 sistema possui
dispersdo heterogénea, pois somente resultados menores que 0,25 podem ser
considerados sistema homogéneos, indicativos de boa estabilidade (MEHNERT,;
MADER, 2001; CHO et al., 2013)

A distribuicdo do tamanho das nanoparticulas caracteriza a tendéncia a
sedimentacdo e a agregacdo destas, permitindo desta forma avaliar a estabilidade
do sistema ao longo do tempo (SCHAFFAZICK et al., 2003; XU, 2008).

Segundo Mohanraj e Chen (2006) o diametro da particula e o indice de
polidispersao, sdo de extrema importancia para a nanoparticula, pois determinam a
distribuicdo in vivo, destino bioldgico, a toxicidade e a capacidade de direcionamento
das nanoparticulas. Além disso, eles também podem influenciar a liberacdo do
composto e a estabilidade das nanoparticulas.

Outro parametro utilizado para acompanhar a estabilidade das NLS, foi o
potencial zeta. Ele reflete a carga de superficie das nanoparticulas, sendo
influenciado pela composi¢édo da particula, o meio dispersante, pH e a forca i6nica
do meio (GREENWOOD, 2003).

Geralmente quanto maior o valor numérico (em modulo) do potencial zeta,
maior sera a estabilidade das suspensfes coloidais, pois a forca de repulsdo de
cargas entre as particulas é maior, evitando agregacdo. Nanoparticulas com
potencial zeta de aproximadamente (+/-) 30mV conferem uma boa estabilidade
fisico-quimica ao sistema coloidal, fazendo com que este resista mais facilmente a
agregacdo (KULKAMP et al., 2009; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

As Figuras 19 e 20 mostram os valores de potencial zeta para as NLS das
formulacgbes Al, B1, C1, A2, B2, C2, A3, B3 e C3 em fung¢é&o do tempo (0, 7, 15, 30 e
60 dias), sob condi¢cdes de armazenamento em temperatura ambiente (25°C) e em
refrigeracdo (9°C). Pode-se observar que todas as formulagbes apresentaram um
valor médio a -28 mV durante o periodo de acompanhamento, independente da

temperatura armazenamento, sendo um bom indicativo de estabilidade.
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Figura 19 — Potencial Zeta (mV) das NLS Al, B1, C1, A2, B2, C2, A3, B3 e C3 em fun¢&o do tempo
(0, 7, 15, 30 e 60 dias) sob temperatura de armazenamento a 9°C
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Fonte: elaboracao prépria.

Figura 20 — Potencial Zeta (mV) das NLS Al, B1, C1, A2, B2, C2, A3, B3 e C3 em funcéo do tempo
(0, 7, 15, 30 e 60 dias) sob temperatura de armazenamento a 25°C
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Fonte: elaboracéo prépria.

A importancia em se determinar o potencial zeta reside na possibilidade de se
poder prever a estabilidade coloidal das emulsdes produzidas. A previsdo da
estabilidade coloidal depende da interagdo entre particulas em suspensao, e assim,
0 potencial zeta € uma tentativa para quantificar estas interacoes.

O potencial zeta € uma medida das for¢as repulsivas entre particulas e, uma
vez que a maior parte dos sistemas coloidais aquosos é estabilizada por repulséo
eletrostatica, quanto maiores forem as forcas repulsivas entre as particulas, menor
sera a probabilidade delas se aproximarem e formarem um agregado, pelo que mais
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estavel sera o sistema coloidal (BUSZEWSKI; BOCIAN; DZIUBAKIEWICZ, 2010;
SCHULTZ et al., 2008).

Embora tenham sido observadas variagbes nas caracteristicas das
nanoparticulas ao longo do estudo da estabilidade fisico-quimica, ndo se pode
afirmar que a temperatura teve influéncia direta nas variagdes do potencial zeta das
nanoparticulas, pois as variagbes sofridas por estas se mostraram pouco
significativas (intervalo de confianca de 95% e significancia com p < 0,05) nas
diferentes temperaturas de acondicionamento.

A partir dos parametros pré-estabelecidos, verificou-se que as nanoparticulas
apresentaram-se relativamente estaveis. No entanto, como se trata de uma
suspensado coloidal de nanoparticulas, que estda mais propensa a agregacao e
sedimentacdo ao longo do tempo, se faz necessario a realizacdo de um
acompanhamento destes, e de outros parametros, por um periodo de tempo
superior ao estudado.

5.12 Caracterizacéo e estudo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas

lipidicas sélidas contendo curcumina livre e DSf CUR:PVP K30 1:2

Apbés a avaliacdo dos resultados das 9 (nove) formulagbes, as NLS
otimizadas para incorporacdo da CUR livre e DSf CUR:PVP K30 1:2, foram a B2 e
C2, devido a apresentar estabilidade no diametro, valores de polidispersdo de
aproximadamente 0,3 e valores de potencial zeta maiores que -30 mV, durante o
periodo de acompanhamento. O local de armazenamento selecionado foi a 9°C,
devido aos resultados para o teste de indice de polidispersdo, durante o
acompanhamento de 60 dias, serem significativamente (p>0,05) melhores

comparados aos resultados das NLS quando armazenadas em 25°C.

5.12.1 Medida do pH

A andlises dos resultados apresentados na Figura 21 mostram os valores do

pH, avaliados durante o periodo de 30 dias.
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Figura 21 — Perfil do pH das formula¢des C2-placebo, C2-CUR, C2-DS-CUR:PVPK30 1:2, B2-
placebo, B2-CUR, B2-DS-CUR:PVP K30 1:2
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Fonte: elaboracao prépria.

Os resultados indicam uma reducdo no valor do pH durante o
acompanhamento, isto pode estar relacionado com uma possivel desestruturacéo do
sistema.

Com base no monitoramento do pH das suspensdes nanoparticuladas, em
funcdo do tempo, obtém-se informacdes importantes sobre a estabilidade destes
sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Kuo e Chen (2007) observaram que reducao nos valores de pH, indica que as
propriedade eletrostaticas das NLS sdo mais fracas, o que leva a uma diminui¢do da

estabilidade a longo prazo.

5.12.2 Volume hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta

Apbs a incorporagdo de CUR néo processada e de DSf-CUR, foi realizado o
acompanhamento durante 30 dias, do volume hidrodinamico, indice de polidispersao
e potencial zeta. A temperatura de armazenamento foi controlada a 9°C, devido aos
estudos anteriores demonstrarem que o indice de polidispersdo apresentava
significativa (p>0,05) alteracdo quando as NLS sdo armazenadas em temperatura
ambiente a 25°C.

As analises dos resultados apresentados na Figura 22 mostram que as NLS
C2 apresentaram um tamanho médio de 125 nm, enquanto que as NLS B2,

apresentaram um tamanho médio de 150 nm. Também n&o foram observadas
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diferencas significativas no tamanho das particulas em funcdo do periodo de
armazenamento (Teste T de Student com p > 0,05). As NLS provenientes da
formulacdo C2 apresentam em sua composi¢cao quantidades maiores de span 80 do

que as NLS B2, isto pode estar relacionado com a reducédo do tamanho obtida pelas

NLS C2.

Figura 22 — Tamanho hidrodinamico das NLS de C2-CUR, C2-DSf CUR:PVP K30 1:2, B2-CUR, B2-
DSf CUR:PVP K30 1:2 em funcédo do tempo (0, 7, 15 e 30 dias)
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Fonte: elaboracao prépria.

Reduzir o tamanho das particulas aumenta a superficie de contato com o
solvente, aumentando a solubilidade. Mas, quando diluida em agua na auséncia de
um estabilizador adequado, a superficie da nanoparticula fica propensa a
aglomeracao ou agregacédo, enquanto que um bom estabilizador poderia dispersar a
particula na interface com a agua para impedir a agregacado (GAO et al., 2011). O
uso do tween 80 entdo é para evitar que as particulas de CUR se reagreguem nas
solucdes aquosas.

As andlises de indice de polidispersdo apresentadas na Figura 23, mostram
gue as NLS incorporadas com DSf apresentaram uma polidispersdo maior, quando
comparadas as incorporadas com CUR livre. E possivel observar que ocorreram
variacbes na polidispersdo das NLS em funcédo do tempo, porém, estas variacdes
podem estar relacionadas com falhas na técnica experimental ou uma possivel

reorganizagcdo do sistema. As NLS incorporadas com CUR n&o processada,
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apresentaram um valor para polidispersdo aceitavel, sendo menor que 0,3 (CHO et
al., 2013), enquanto que as NLS incorporadas com DSf, os valores obtidos foram
maiores que o ideal.

As NLS B2-CUR no acompanhamento de 30 dias e C2-DSf CUR:PVP K30 1:2
com 15 dias, apresentaram alteracGes significativas (Teste T de Student com p >
0,05) quanto a polidispersidade, as demais NLS nao apresentaram alteracOes

significativas em funcéo do tempo.

Figura 23 — indice de Polidiperséo das NLS de C2-CUR, C2-DSf CUR:PVP K30 1:2, B2-CUR, B2-DSf
CUR:PVP K30 1:2 em fungéo do tempo (0, 7, 15 e 30 dias)
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Fonte: elaboragéo do autor.

Outro parametro utilizado para avaliar a estabilidade das NLS, foi o potencial
zeta, os valores obtidos podem ser observados na Figura 24. Todas as NLS
apresentaram em média valores maiores que -25 mV durante o periodo de 30 dias
de armazenamento. Nanoparticulas com valores de potencial zeta de (+/-) 30mV,
indicam uma boa estabilidade fisico-quimica ao sistema coloidal, prevenindo
possivel agregacao no sistema (KULKAMP et al., 2009). Com excecédo da NLS C2-
CUR, todas as formulacbes apresentaram diferencas significativas (Teste T de
Student com p > 0,05) em func¢éo do periodo de armazenamento.



92

Figura 24 — Potencial zeta das NLS de C2-CUR, C2-DSf CUR:PVP K30 1:2, B2-CUR, B2-DSf
CUR:PVP K30 1:2 em funcéo do tempo (0, 7, 15 e 30 dias).
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Fonte: elaboracéo prépria.

Tiyaboonchai et al. (2007) produziram NLS utilizando a técnica de
microemulsdo, a qual atingiram estabilidade durante 6 meses e obtendo particulas
com diametro de 450 nm.

Sari et al. (2015) desenvolveram nanoemulsdes contendo curcumina e
posteriormente realizaram estudo de digestdo simulada, de forma melhorar os
problemas de instabilidade da curcumina e a sua biodisponibilidade.

Sabe-se que a caracteristica do tensoativo influi nos valores do potencial zeta
obtidos. Musyanovych et al. (2008) desenvolveram nanoparticulas de poli (4cido L-
lactico — PLLA) e observaram que a utilizacdo de surfactantes i6nicos nas
nanoparticulas, resultavam em particulas com valores de diametro e de
polidispersao mais satisfatorios, em comparacéo a outros tipos de tensoativos.

Nas NLS produzidas neste trabalho, faz se o uso da lecitina de soja, utilizada
como parte do sistema de tensoativos na formulacdo, o que promove a formacéo de
uma barreira eletrbnica, pois se trata de um estabilizante estereoquimico, o que
impede a coalescéncia das particulas durante seu desenvolvimento e proporciona
melhor estabilidade nas nanoparticulas, dificultando sua agregacdo durante o

periodo de armazenamento (YANG et al., 1999).
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5.12.3 Eficiéncia de incorporagéo

Diversos fatores influenciam a quantidade de farmacos associado as
nanoparticulas, dentre os quais se destacam: as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco, o pH do meio, as caracteristicas da superficies das particulas ou a
natureza do polimero, a quantidade de farmaco adicionada a formulacdo, a ordem
de adicdo do farmaco na formulacdo das nanoparticulas, bem como o tipo de
surfactante utilizado (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010; MEHNERT; MADER, 2001;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

Na Figura 25 € apresentado os resultados da eficiéncia de incorporacdo em
(%) das NLS de B2- CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K30 1:2 e C2-DSf CUR:PVP
K30 1:2, em funcao do tempo (0, 7 e 15 dias).

Figura 25 — Eficiéncia de incorporagéo (%) das NLS de B2- CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K30 1:2
e C2-DSf CUR:PVP K30 1:2, em fun¢éo do tempo (0, 7 e 15).
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Fonte: elaboracao prépria.

Com base nos resultados da eficiéncia de incorporacdo observa-se que as
NLS mostraram ser eficazes para a incorporacdo da CUR livre e da DSf-CUR:PVP
K30 1:2. Entretanto a DSf mostrou ser mais eficaz para a incorporacdo. E durante os
15 dias de analises, as formulagBes apresentaram uma reducdo nesta taxa de
encapsulacdo, isto pode ser um indicativo de problemas com a estabilidade das

formulaces.
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5.12.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Forrier (FTIR)

A andlise FTIR foi realizada para B2-CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K30
1:2 e C2-DSf CUR:PVP K30 1:2 (Figura 26).

Figura 26 — Espectros de FTIR das amostras de CUR, PVP K30, DSf CUR:PVP K30 1:2 e MF
CUR:PVP K30 1:2
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Através dos espectros, € possivel observar estiramentos caracteristicos para
a CUR. Um estiramento em 3434 cm™, referente ao OH fendlico; em 2853 cm™,
referente & ligacdo CH; em 1627 cm™, referente a ligacdo C=0 da cetona conjugada;
em 1456 cm™, referente & ligacdo CH,. em 1429 cm™ aparece o estiramento da
ligacdo C=C do anel aromatico e alifatico; em 1384 cm™, referente & ligacdo CHs e
em 1026 cm™ observou-se o estiramento da ligagdo C-O-C do éter. Este resultado
para FTIR da CUR esta em acordo com os resultados descritos por Darandale e
Vavia (2012), Gangwar et al. (2012) e Li et al. (2015).

Nos espectros das NLS B2-CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K30 1:2 e C2-
DSf CUR:PVP K30 1:2 é possivel observar um estiramento na regido de 1740 cm™ a
1650 cm™, caracteristico da lecitina, grupamento C=0, conforme observado por
NIRMALA et al., 2011. Um estiramento na regido 1055 cm™ a 820 cm™, referente ao
grupamento R—O-P-0O-R', também € observados nos espectros das NLS, conforme
relatado por Silverstein, Webster e Kiemle (2007) e Nirmala et al. (2011).

Os mesmos estiramentos referentes a CUR podem ser observados nas B2-
CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K30 1:2 e C2-DSf CUR:PVP K30 1:2. Estes
resultados mostram que ndo ha interagcdo quimica entre a CUR e os demais

constituintes da formulagéo.

5.12.5 Calorimetria exploratoria diferencial

As curvas termoanaliticas das NLS B2-CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP K30
1:2, C2-DSf CUR:PVP K30 1:2 sédo apresentadas na Figura 27.

As NLS B2-CUR e C2-CUR sédo possiveis observar um evento térmico em
173, 31°C, correspondente ao ponto de fusdo da CUR descrito na literatura (WANG;
MA; TU, 2015).

AS NLS incorporadas com DS obtida por fusdo, B2-DSf CUR:PVP K30 1:2,
C2-DSf CUR:PVP K30 1:2, ndo exibem nenhum evento térmico de fuséo para CUR.
Isto pode estar relacionado com a mudanca do estado solido da CUR, indicando
uma possivel amorfizacao.

O perfil da curva termoanalitica das NLS incorporadas com DS, exibe um
evento endotérmico na faixa temperatura entre 50 e 150°. C correspondente a

desidratacédo do polimero e caracteristicos de substancias amorfas e higroscopicas,
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resultados semelhantes a este foram observados por Sethia e Squillante (2004), e
Zhang et al. (2008).

Figura 27 — Curvas termoanaliticas das amostras B2-DSf CUR:PVP K30 1:2, C2-DSf CUR:PVP K30
1:2, B2-CUR e C2-CUR
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Fonte: Elaboragéo propria.

5.12.6 Microscopia Eletronica de Transmissao

A microscopia eletrénica de transmissdo fornece uma avaliacdo precisa do
tamanho e forma de uma nanoparticulas. A MET pode permitir também a
diferenciacdo entre nanocapsulas e nanoesferas, possibilitando, inclusive, a
determinacdo da espessura da parede das nanocapsulas (CHO et al.,, 2013;
GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Pode-se observar na micrografia obtida para as NLS B2-CUR Figura 28, que

todas as particulas apresentaram formato esférico de caracteristica densa. Tamanho
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em torno de 100 nm, o que difere dos resultados obtidos por espectroscopia de
espalhamento de luz. Uma provavel justificativa para isto, € que a técnica utilizada
para preparacao da amostra foi a crio-preparacao, o que permite uma analise real da
amostra. Desta forma, a microscopia eletronica de transmissao fornece uma imagem
da particula separada do meio, enquanto que a técnica de espalhamento de luz
dindmico possibilita a determinacéo do volume hidrodindmico das particulas (CHUAH
et al., 2009; GERELLI et al., 2008).

Figura 28 — Micrografia da NLS incorporada com CUR livre (B2-CUR) obtida por MET

Fonte: elaboracéo prépria.

A Figura 29 traz a micrografia das NLS incorporadas com DS (B2-DSf
CUR:PVP K30 1:2). Observa-se que apresentam estruturas diferenciadas, como
particulas com parede irregular e deformadas e material residual que pode ser
devido ao excesso de material lipidico ou polimérico. (Figura 29-A). Na Figura 29-B,
observam-se particulas com no maximo 100 nm, e uma polidisperséo elevada, o que
difere dos resultados encontrados na técnica de espalhamento de luz dinamico (150
nm). Apresentam particulas com nucleos densos, o que pode estar relacionado com
a presenca do lipidio. Na Figura 29- B e C observa-se a presenca de particulas em
formato de flor, onde o nudcleo é denso, e isto pode ser atribuido a presenca do PVP
K30 nesta formulagdo. Neste caso, nossa interpretacdo estd em acordo com
Bershteyn et al. (2008) que descreva as NLS envolvidas por “pétalas”, formadas por
lipidios e recobertas por tensoativos, de maneira que com essa conformacdo a

tensdo superficial esta reduzida.
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Figura 29 — Micrografias obtidas por MET das NLS incorporada com DS obtida por fuséo (B2-DSf

Fonte: elaboracao prépria.

Pode se observar na Figura 30, correspondentes as micrografias da NLS C2-
DSf CUR:PVP K30 1:2 a presenca de nanoparticulas com estruturas distintas. Na
Figura 30-A, a particula, em torno de 200 nm, apresenta alo mais claro. Este
fendbmeno pode ser atribuido a camadas multilamelares de lipidios. Mandal et al.
(2012) instituiu uma denominacdo para esta morfologia da nanoparticula lipidica
(“onion stacks”) que lembra camada de uma cebola partida ao meio. Na Figura 30-B
e 30C observa-se a presencga das estruturas em formato de “flores”, onde o nucleo
denso seria formado de polimero que se prolongam em pétalas formadas por uma
bicamada lipidica. Na Figura 29C e 30B e C, € possivel perceber que as
prolongacdes no formato de pétalas ndo sdo homogéneas e ocorrem ao redor da

nanoparticula lipidica.

Figura 30 — Micrografias das NLS incorporada com DS obtida por fuséo (C2-DSf CUR:PVP K30 1:2)

Fonte: elaboracgéo propria.
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5.12.7 Perfil de liberagéo e dissolucdo de CUR

Os perfis de liberacéo e dissolucao (Figura 31) mostram que a CUR & liberada
das NLS incorporadas com DS (B2-DSf CUR:PVP K30 1:2 e C2-DSf CUR:PVP K30
1:2) de maneira controlada ao longo de 180 minutos. As NLS incorporadas com
CUR livre apresentam liberacdo controlada, porém com tendéncia a aumentar a sua

liberacdo durante um periodo maior de acompanhamento.

Figura 31 — Perfil de liberacéo e dissolu¢do da CUR nas NLS B2-CUR, C2-CUR, B2-DSf CUR:PVP
K30 1:2 e C2-DSf CUR:PVP K30 1:2
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Fonte: Elaboragéo propria.

Para as NLS B2-CUR e C2-CUR o percentual de liberacdo ao longo de 180
minutos foi de 70,2% e 75,0%, respectivamente.

Para as NLS B2-DSf CUR:PVP K30 1.2 e C2-DSf CUR:PVP K30 1:2 o
percentual de liberacdo ao longo de 180 minutos foi de 93,0% e 87,2%,
respectivamente.

A andlise desses resultados com base no percentual liberado e no perfil das
curvas mostra que a liberacdo da CUR das NLS B2-CUR e C2-CUR, poderia
continuar a ocorrer durante um periodo de controle maior que 180 minutos.

Puglia et al. (2012), desenvolveram nanopatrticulas lipidicas com curcumina e
observaram um perfil de liberagdo sustentado.

Através do perfil de liberacdo da CUR, é possivel observar que todas as

formulacbes de NLS apresentam uma liberacdo lenta até 20 minutos, liberando
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menos que 20%, fato este pode ser devido ao sistema proposto de nanoparticulas,
promovendo uma liberagdo controlada, isto indica estar havendo uma interagdo do
ativo com as nanoparticulas. ApGs este periodo observa-se que o comportamento do
perfil de liberacdo € muito parecido entre as NLS.

Nayak et al. (2010) observa em seu estudo com nanoparticulas lipidicas
sélidas com curcumina, que em 12 horas de experiéncia de 70% de curcumina tinha
sido liberado, e dentro de 24 horas de liberacdo era de cerca de 80%. O perfil de
libertac&o prolongada pode indicar interagées entre o lipidio e o ativo (KUCHLER et
al., 2009).

5.13 Concluséao

O presente trabalho forneceu informagfes importantes sobre o preparo e
caracterizacdo de NLS contendo CUR ou DSf CUR:PVP K30 1:2, preparadas pelo
meétodo de microemulsificacdo a quente.

As NLS preparadas com DS de CUR apresentaram uma eficiéncia de
encapsulacdo maior quando comparadas as NLS preparadas apenas com CUR na
sua forma nao processada. A formulagdo B2-DSf CUR:PVP K30 1:2 apresentou uma
eficiéncia de encapsulagéo de aproximadamente 92%, mantendo-se estavel durante
0 seu controle de armazenamento por 15 dias. As NLS com DS de CUR
apresentaram diametro hidrodindAmico compreendido entre 120 a 160 nm, um indice
de polidispersao de aproximadamente 0,3 e potencial zeta de aproximadamente -30
mV, em funcdo do tempo, todas as formulacdes se mantiveram estaveis, sendo a
B2-DSf CUR:PVP K30 1:2 a que apresentou melhor estabilidade fisico-quimica e
maior taxa de incorporacdo de CUR. A temperatura de acondicionamento ndo teve
influéncia direta nas variagbes do diametro hidrodindmico e potencial zeta das
nanoparticulas, ndo apresentando variacoes significativas. Apenas para o indice de
polidispersao apresentou alteragdes significativas.

Os resultados abrem novas perspectivas para 0 uso de sistemas de
nanoestruturados para incorporacdo de CUR, os quais podem apresentar maior

eficacia para o aproveitamento das propriedades farmacologicas da CUR.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A tecnologia das dispersbes sodlidas pela técnica de fusdo apresentou
melhores resultados quanto a solubilidade da CUR em agua.

A andlise dos resultados de MEV, DSC, DR-X revelou mudancas no estado
solido da CUR e diminuicdo tamanho de particulas da CUR.

As NLS preparadas com DS de CUR apresentaram uma eficiéncia de
incorporacdo maior quando comparadas as NLS preparadas apenas com CUR livre.

A formulacdo B2-DSf CUR:PVP K30 1:2 apresentou a maior eficiéncia de
incorporagao.

A temperatura de acondicionamento nao teve influéncia direta nas variacdes
do didametro e potencial zeta NLS.

Os resultados abrem novas perspectivas para o0 uso de sistemas de
nanoestruturados para incorporacdo de CUR, os quais podem apresentar maior

eficacia para o aproveitamento das propriedades farmacolégicas da CUR
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