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Resumo

A curcumina € um composto polifendlico que possui diversos efeitos
farmacolégicos. No entanto, sua aplicabilidade clinica € dificultada por sua
baixa solubilidade em &gua, rapido metabolismo e baixa biodisponibilidade
apos a administracdo oral. Desta forma, este trabalho propbs a encapsulacao
da curcumina em nanoparticulas polimérico-magnéticas com a finalidade de
aumentar sua biodisponibilidade e eficiéncia terapéutica. As nanoparticulas
magnéticas (NPMs) de MnFe,0,4 foram sintetizadas via decomposigao térmica,
revestidas com citrato de sodio e em seguida funcionalizadas com
multicamadas de quitosana e alginato de sédio por meio da técnica de
deposicao Layer-by-Layer (LbL). Conforme esperado, as NPMs de MnFe;04
citratadas apresentaram estrutura cristallna com diametro de ~12 nm. As NPMs
funcionalizadas com polimeros apresentaram distribuicdo estreita e diametro
hidrodindmico em torno de 200 nm. As inversdes no potencial zeta (+30 mV),
apos cada deposicdo, confirmaram a adsor¢cdo dos polimeros catibnico
(quitosana) e anidnico (alginato de sédio) e a estabilidade no nanossistema. A
eficiéncia da funcionalizacdo, bem como as propriedades estruturais,
morfoldgicas e superficiais das NPMs foram ainda confirmadas por meio das
técnicas de FTIR, XPS, MET, TGA e ICP-OES. As NPMs antes e apoés a
funcionalizacdo apresentaram um comportamento superparamagnético, ideal
para aplicagcdo como sistema de liberacdo controlada/assistida de farmacos. A
eficiéncia de encapsulacdo da curcumina foi determinada por espectroscopia
de fluorescéncia, resultando em uma quantidade de ~100 ug de curcumina por
mg de nanoparticula. A liberagdo da curcumina por meio das NPMs
funcionalizadas foi avaliada com base nos estimulos temperatura, pH do meio
e campo magnético (hipertermia magnética). A medida que aumentou a
temperatura e o pH do meio, observou-se um aumento na taxa de liberacéo da
curcumina em um processo de dois estagios, seguindo o modelo descrito por
Gallagher—Corrigan. Ao aplicar o campo magnético foi constatado que a
interacdo interparticula magnética reduzida na estrutura polimérica
desempenhou uma liberacdo mais acelerada, quando comparado aos
estimulos de temperatura e pH, via mecanismo de difusdo, seguindo o modelo
de liberacdo de primeira ordem. A avaliacdo da atividade citotoxica in vitro da
curcumina foi determinada por meio do teste de MTT, observando que a
curcumina livre e nanoencapsulada reduziram significativamente (P <0,0001) a
viabilidade da célula MCF-7 no periodo de 72h. Os ensaios de
nanocitotoxicidade mostraram ainda que o revestimento de polimero aumentou
a biocompatibilidade do nanossistema. Apds 6h de exposicdo observou-se a
partir das imagens de MET a internalizacdo das amostras (curcumina livre e
MC@3Curc) no citoplasma, nas vesiculas e dentro do nucleo da célua MCF-7,
apresentando, desta forma, sinais de citotoxicidade. Esses resultados sugerem
0 potencial do nanossistema polimérico-magnetoresponsivo sintetizado como
uma alternativa para liberacédo da curcumina para fins biomédicos.

Palavras-chave: Nanoparticula magnética, curcumina, quitosana, alginato de
sodio, Layer-by-Layer (LbL), liberacdo controlada/assistida de farmaco.



Abstract

Curcumin is a polyphenolic compound that has several pharmacological effects.
However, its clinical applicability is hampered by its low water solubility, rapid
metabolism and low bioavailability after oral administration. Thus, this work
proposed the encapsulation of the curcumin in polymer-magnetic nanoparticles
in order to increase their bioavailability and therapeutical efficiency. The
magnetic nanoparticles (MNPs) of MnFe,O, were synthesized by thermal
decomposition, coated with sodium citrate and then functionalized with chitosan
and sodium alginate multilayers by the Layer-by-Layer (LbL) deposition
technique. As expected, the citrated MnFe,O, MNPs showed a crystalline
structure with a diameter of ~12 nm. The MNPs functionalized with polymers
showed a narrow distribution and hydrodynamic diameter around 200 nm. The
inversions at the zeta potential (30 mV) after each deposition confirmed the
adsorption of the cationic (chitosan) and anionic (sodium alginate) polymers and
the stability in the nanosystem. The efficiency of the functionalization, as well as
the structural, morphological and superficial properties of the MNPs were further
confirmed by the FTIR, XPS, TEM, TGA and ICP-OES techniques. The MNPs
before and after functionalization showed a superparamagnetic behavior, ideal
for application as a controlled/assisted drug delivery system. The encapsulation
efficiency of curcumin was determined by fluorescence spectroscopy, resulting
in an amount of ~100 pg of curcumin per mg of nanoparticle. The release of
curcumin by functionalized NPMs was evaluated based on the stimuli of
temperature, pH of the medium and magnetic field (magnetic hyperthermia). As
the temperature and pH of the medium increased, an increase in the release
rate of curcumin was observed in a two-stage process, following the model
described by Gallagher-Corrigan. When applying the magnetic field, it was
observed that the reduced magnetic interparticle interaction in the polymer
structure showed a more rapid release when compared to the temperature and
pH stimuli, via diffusion mechanism, following the model of first-order release.
The evaluation of the in vitro cytotoxic activity of curcumin was determined by
the MTT test, observing that free and nanoencapsulated curcumin reduced
significantly (P <0.0001) the viability of MCF-7 cells within 72h. After 6h of
exposure, the internalisation of the samples (free curcumin and MC@3Curc) in
the cytoplasm, vesicles and inside the nucleus of the MCF-7 cells was observed
through of the images of MET, thus showing signs of cytotoxicity..The nano-
cytotoxicity assays further showed that the polymer coating increased the
biocompatibility of the nanosystem. These results suggest the potential of
synthesized polymer-magnetic MNPs as an alternative for release of curcumin
for biomedical purposes.

Keywords: Magnetic nanoparticle, curcumin, chitosan, sodium alginate, Layer-
by-Layer (LbL), controlled/assisted release of drug.
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Apresentacao da Tese

A presente Tese estd organizada em capitulos, nos quais estdo
descritos os procedimentos experimentais utilizados no desenvolvimento do
nanossistema biopolimérico-magnético, bem como os resultados obtidos. O
capitulo | apresenta uma introducdo, contendo a justificativa e os objetivos
propostos para o trabalho. No Capitulo 1l foi realizada uma reviséo bibliografica
acerca dos principais tépicos abordados ao longo da Tese. No Capitulo I
foram descritos os procedimentos experimentais realizados para obtencdo do
nanossistema  biopolimérico-magnético, as técnicas utilizadas para
caracterizacdo do nanossistema e seus respectivos constituintes, além da
caracterizacdo, quantificacdo, estudo de liberacdo e aplicacdo biologica da
curcumina nanoencapsulada. Os resultados obtidos e as discussbes estao
apresentados no Capitulo 1V. Finalmente constam as conclusdes acerca do
trabalho, as perpectivas futuras e as referéncias bibliograficas utilizadas no

desenvolvimento do trabalho.
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CAPITULO |




1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa

Apesar dos inumeros efeitos benéficos trazidos pela utilizacdo das
nanoparticulas magnéticas (NPMs), elas também podem gerar alguns efeitos
toxicos, como por exemplo, a producéo exagerada de radicais livres, resultando
na inducéo de estresse oxidativo.” No entanto, esses efeitos toxicos podem ser
minimizados por meio da funcionalizacdo da grande area superficial das NPMs,
gerando um sistema do tipo core-shell. Esses sistemas sédo formados por
nanoparticulas com um ndcleo magnético, recobertos com um material que
pode ser lipossomas, oligossacarideos ciclicos, silica, peptideos ou polimeros.?

O ndcleo magnético permite 0 aquecimento térmico no processo
denominado hipertermia magnética, em resposta a aplicacdo de um campo
magnético externo, podendo, assim, ser utilizado para diversas aplicacdes
biolégicas, dentre elas, a liberacdo magneto-assistida de farmacos.® Os
recobrimentos por sua vez aumentam a estabilidade e a biocompatibilidade das
NPMs em meio bioldgico, diminuindo as chances de serem endocitadas por
células de defesa.”

Atualmente, amplo destaque tem sido dado as NPMs recobertas com
polimeros por meio da técnica de deposicdo camada a camada (Layer-by-
Layer - LbL), a qual permite a adsorcdo alternada de polications e polianions,
criando multicamadas sobre a superficie das NPMs.” Cada polieletrolito
adsorvido conduz a uma inversao de carga necessaria para a adsorcdo do
polieletrélito depositado em seguida.® Entre os polimeros utilizados para esta
finalidade estdo a quitosana (QTS) e o alginato de sédio (ALG).”

A quitosana e o0 alginato de sédio sdo polimeros biocompativeis,
biodegradaveis, biomiméticos e possuem grupos amina e carboxilicos®,
respectivamente, capazes de interagir entre si, formando complexos
polieletroliticos com maior resisténcia mecanica a baixos valores de pH, em
gue o quitosana é soluvel, devido a forte interacdo entre as cadeias dos
polimeros.® Além disso, podem interagir com a estrutura de farmacos
hidrofébicos, aumentando sua aplicacdo em meio biolégico.'® Desta forma, o
farmaco pode ser depositado intercaladamente nas camadas dos polimeros no
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processo de deposicao por LbL, formando, assim, um nanossistema polimérico
magnetoresponsivo, que pode ser utilizado como sistema de liberagdo por
hipertermia magnética.™

A curcumina, por exemplo, € um farmaco fluorescente, que vem sendo
investigado para a prevencao e tratamento de varias doencas, incluindo o
cancer.*? No entanto, é pouco solGvel em solucdes aquosas, exibe uma alta
taxa de decomposicdo em pH alcalino e é suscetivel a degradacao
fotoquimica.™® Do efeito, varias estratégias tém sido estudadas para aumentar
sua biodisponibilidade e, consequentemente, sua acdo sua terapéutica.***°

Todavia, a sintese de formulacbes reprodutiveis com encapsulacdo
eficiente da curcumina e perfis controlados de liberagdo continua sendo um
grande desafio para sua aplicacéo clinica. Aléem do que, ainda néo foi realizado
muito esfor¢co na aplicacdo da técnica de depois¢cdo LbL para producédo de
nanossistemas poliméricos magnetoresponsivo para liberacdo magnética-

controlada da curcumina, via hipertermia magneética.

1.2. Objetivo geral

Tendo em vista os desafios ainda existentes na obtencédo de sistemas
eficientes para encapsulacdo e liberacdo controlada/assistida da curcumina,
este estudo propds a elaboragdo de um nanossistema magnetoresponsivo, que
consiste em nanoparticulas de ferrita de manganés (MnFe,0,), dispersas de
forma homogénea, em camadas intercaladas de quitosana e alginato de soédio,
depositadas por meio da técnica Layer-by-Layer, para a liberacdo magneto-
assistida in vitro da curcumina, visando melhorar sua viabilidade celular no

tratamento de cancer.
1.3. Objetivos especificos
Considerando o alcance do objetivo geral deste trabalho, os seguintes
objetivos especificos foram delineados:
|.  Sintetizar as NPMs de MnFe,O4 por meio do método de decomposicao

térmica e modificar sua superficie com citrato;
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VI.

VII.

Funcionalizar a superficie das NPMs citratadas com quitosana e alginato
de sédio, bem como encapsular a curcumina nas NPMs polimérico-
magnéticas por meio da técnica de deposicao LbL;

Caracterizar as NPMs citratadas antes e apo0s a funcionalizacdo com
polimeros por meio das seguintes técnicas: Difracdo de Raios X (DRX),
Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET), Andlise porosimétrica e da area superficial por
Brunauer-Emmerr-Teller (BET), Medidas de magnetizagao,
Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (XPS), Espectroscopia de
Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) e
Andlise Térmica (TGA);

Avaliar o comportamento espectroscopico da curcumina por meio das
técnicas de Espectroscopia de UV-Vis e de Fluorescéncia;

Desenvolver e validar um método analitico basedo na técnica de
Espectroscopia de Fluorescéncia para quantificar o teor de curcumina
presente nas NPMs polimérico-magnéticas;

Estudar o perfil de liberagcdo da curcumina in vitro por meio das NPMs
polimérico-magnéticas, utilizando a temperatura, o pH e o0 campo
magnético (hipertermia magnética) como estimulos, via técnica de
Espectroscopia de Fluorescéncia;

Avaliar a atividade citotoxica in vitro e a interanlizacdo da curcumina livre

e nanoencapsulada na célula tumoral humana de mama (MCF-7).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Curcumina

A curcumina (1,7bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5 diona)
€ o principal polifenol biologicamente extraido do rizona da Curcuma Longa
Linn, popularmente conhecida na cultura indiana como acafr&o.”® A curcumina
disponivel comercialmente € composta pela mistura de 77% de curcumina,
17% de demetoxicurcumina e 6% de bisdemetoxicurcumina. Estes trés
pigmentos curcumindides (Figura 1) sdo analogos estruturalmente, pertencem
a classe diferoluilmetano (C21H2006) € apresentam efeito sinérgico entre si, isto
€, quando utilizados em conjunto o efeito € maior que a soma dos efeitos de

cada um dos curcuminéides aplicados isoladamente.*

CH30

HO OH

. \ / (C)

OH

Figura 1 — Estrutura quimica dos curcumindides extraidos do rizona da
Carcuma Longa L. (A) Curcumina, (B) Demetoxicurcumina e (C)
Bisdemetoxicurcumina. (Adaptada de: Sueth-Santiago et al.?).

A Curcumina possui trés grupos funcionais: uma porgao 3-dicetona, dois
grupos fendlicos e duas ligacdes duplas conjugadas.” Quimicamente exibe um
equilibrio ceto-endlico na porcao B-dicetona (Figura 2) com predominancia da

bY

forma enol (mais estavel) em pH de 3,0 & 7,0, devido a presenca de uma
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ligacdo de hidrogénio intramolecular e de uma maior planaridade da molécula,
atuando, desta forma, como potente doador de prétons.?

O O 0"H\O

HaCO . > OCH, HsCO A A~ OCH,
» L, — JJ »
HO OH HO OH
Figura 2 — Equilibrio ceto-enol da curcumina. (Adaptada de: Rao e
Khanum?%).

Em pH acima de 8,0, a forma endlica da curcumina predomina, atuando
como doador de elétron.?® No entanto, em pHs alcalinos, a curcumina é
instavel, uma vez que nesta faixa de pH as velocidades de degradacao
hidrolitica do corante séo relativamente rapidas.*

A curcumina possui baixa massa molar (368,38 g/mol), temperatura de
fus@o entre 170 e 177°C e boa solubilidade em meio alcalino e em solventes
organicos. Apresenta absor¢do maxima no comprimento de onda de 429 nm e
fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta, sendo relativamente estavel ao calor
e instavel quando exposta a luz.”

Em sua composicdo quimica ha grupos fendis e metoxi, que sao
responsaveis pelas suas propriedades biolégicas e farmacoldgicas, tais como,
acao antimicrobiana, anti-inflamatéria, imunomoduladora, hipolipodérmica,
antioxidante, antitumoral, anticarcinogénica, dentre outras.?®*’

Apesar de nos ultimos anos, a curcumina ter atraido a atencdo de
diversos pesquisadores devido ao seu potencial na prevencéo e tratamento de
diversos tipos de tumores, constituindo um bom exemplo de farmaco de origem
natural e toxicologicamente inerte as células,® este corante é insoltvel em
agua e se degrada facilmente, o que limita sua eficiéncia terapéutica.?® Diante
disso, estudos tém sido realizados com o intuito de tornar a curcumina

biodisponivel, permeavel e resistente a processos metabdlicos.3*32

Mancarella et al.*®

, por exemplo, produziram nanoparticulas de 6xido de
ferro, revestidas com dextrano/poli(L-lisina), produzidas pela técnica de
deposicdo LbL e utilizadas como nanocarreadores para encapsulacdo da
curcumina. Tais autores realizaram a libertacdo da curcumina em pH fisioldgico
e testaram o0 nanossistema em linhagem celular de cancer de ovério para

demonstrar sua eficacia terapéutica. Em outro trabalho, a curcumina foi
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encapsulada em poli(vinilpiridona) e em &cido hialurénico por Manju et al.*

para sintetizar conjugados catiGnicos e anionicos, os quais foram utilizados
para modificar as nanoparticulas de oxido de ferro por meio da técnica de
deposicao LbL. Os autores mostraram que a referida estratégia parece ter um
potencial substancial na encapsulagao e no transporte da curcumina para alvos

especificados. Manatunga et al.*

, relataram a preparacdo de um composto de
nanoparticulas de 6xido de ferro revestido com bicamada de hidroxiapatita e
alginato de sédio sensivel ao pH, para encapsular moléculas de curcumina. O
comportamento de libertagdo in vitro da curcumina também foi estudado em
funcao do pH.

Estas e outras pesquisas demonstram que a utilizacdo de nanoparticulas
magnéticas revestidas com materiais biocompativeis constitui uma interessante
alternativa para encapsulacéo e liberacdo da curcumina. Além disso, este tipo
de sistema pode aumentar a estabilidade do farmaco em fluidos biolégicos®,

7
|3

prevenir contra a oxidacdo/degradacdo no trato gastrointestinal®’, reduzir os

efeitos colaterais® e distribui-lo de forma controlada e direcionada.*

2.2. Nanoparticulas magnéticas

Os sistemas magnéticos sao constituidos de nanoparticulas magnéticas,
as quais podem estar dispersas em meios solidos (solidos granulares) ou em
meios liquidos (fluidos magnéticos ou ferrofluidos).*® No caso dos sélidos
granulares, as matrizes nas quais as NPMs estdo imersas podem ser
condutoras ou isolantes, cristalinas ou amorfas. Ja no caso dos ferrofluidos, as
NPMs se encontram dispersas em um liquido carreador. Esses materiais vém
sendo amplamente estudados, pois adquirem propriedades comuns aos
liquidos e assumem as propriedades das NPMs dispersas. Além do mais, sua
magnetizacéo é comparada a dos cristais magnéticos sélidos.*

As NPMs podem ter seu diametro controlado, de poucos nanémetros a
dezenas de nanémetros, adquirindo diametros menores ou iguais a uma célula
(10-100 um), a um virus (20-450 nm), a uma proteina (5-50 nm) ou a um gene
(2 nm de largura e 10-100 nm de comprimento).** Também podem ser
formadas por diferentes tipos de ferritas cubicas que apresentam a expressao

geral MFe,04, na qual M é um metal divalente (M?*) que compde o 6xido (M =
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Mg®, Co*, zZn*, Mn%, Fe?, Sn®** e etc).*? As ferritas apresentam a
configuracéo do tipo espinélio (Figura 3), pois possuem conformacéo cristalina

semelhante ao cristal MgAI,O,.

M Atomos do sitio
tetraédricos

® Atomos do sitio
octaédricos

» Oxigénio

Figura 3 — Representacao da estrutura cristalina do espinélio MgAl,O,.
(Adaptada de Harris et al.*).

Na estrutura do espinélio existem 96 intersticios entre os anions na
célula unitaria cubica, porém o empacotamento cubico de face centrada forma
64 intersticios com simetria tetraédrica e 32 com simetria octaédrica.*® Desta
forma, apenas 1/8 dos sitios tetraédricos sdo ocupados por atomos metalicos
divalentes e 1/2 dos sitios octaédricos sdo preenchidos por atomos de ferro na
sua forma trivalente.**

De maneira geral, as ferritas com estrutura de espinélio podem ser
descritas como: (MyFeiy)[MixFe1]04, em que x é o fator de distribuicdo do
cation. O sitio tetraédrico é representado no primeiro parénteses e o0 colchete
representa o sitio octaédrico. Assim, as ferritas espinélio normais, x = 1, com
todos os cations divalentes (M?*) nos sitios tetraédricos e os cations trivalentes
(Fe*) nos sitios octaédricos podem ser representados pela férmula:
(M?"[Fe**Fe**]0,4. Porém, quanto x = 0, indica que a ferrita é do tipo espinélio
inversa, com féormula (Fe*)[M?*Fe®"]04, na qual os cations divalentes ocupam
metade dos sitios octaédricos e os cations trivalentes séo igualmente divididos
entre 0s sitios octaédricos e tetraédricos. Ha ainda ferritas do tipo espinélio
misto, 0 < x < 1, em que os cétions divalentes e trivalentes se distribuem
igualmente entre os sitios tetraédricos e octaédricos, conforme representado

pela formula: (M*'Fe3")[M* Fe*"]0,.%
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De maneira particular, a ferrita de manganés (MnFe,O,4) possui estrutura
cristalina do tipo espinélio normal (M?")[Fe*'Fe®*104, sendo um dos tipos de
materiais magnéticos mais utilizados em diversas aplicagdes biotecnoldgicas
nos udltimos anos.*® Além do que, possui elevado potencial no tratamento com
hipertermia magnética e propriedades de biocompatibilidade.*’

Os métodos quimicos de sintese das nanoparticulas de o0xido de ferro
distinguem-se em: decomposicdo térmica, microemulsédo, coprecipitacdo, sol-
gel, reacBes sonoquimicas, reacgdes hidrotérmicas, precursores em termolises
e hidrélises e sintese por injecdo de fluxo e eletrospray.***® Cada método
possui inUmeras vantagens e desvantagens, sendo, assim, sua utilizacdo
depender4, certamente, da aplicacdo a qual as NPMs se destinam.**

Para obtencdo de NPMs com controle do diametro e da morfologia, a
decomposicéo térmica tem sido o método mais indicado.>* Este método baseia-
se na decomposicdo da mistura de Fe**/M** em alta temperatura de ebulicdo
do solvente organico ndo polar, na presenca de agentes tensoativoss para
evitar a oxidacdo das NPMs e em atmosfera inerte. Ou seja, a monodispersao
das NPMs pode ser facilmente alcancada por meio do controle de parametros
experimentais, a exemplo, temperatura da reacdo, tempo de aquecimento,
sistema de agitacéo e concentracéo dos precursores.>?

Desta forma, a sintese das NPMs consiste em uma etapa determinante
para se obter sucesso nas aplicacbes, uma vez que no processo de
elaboracdo, as propriedades fisicas, quimicas e biolégica s&o definidas.>®

As propriedades de nanomateriais magnéticos resultam tanto de
caracteristicas intrinsecas quanto das interacdes entre particulas e estéo
correlacionadas com os seus momentos magnéticos (), oriundos da dinamica
dos elétrons presentes nos atomos e sdo associados ao namero de elétrons
desemparelhados.®

A forma como os materiais reagem na presenca ou auséncia de um
campo magnético indica sua susceptibilidade magnética. Ou seja, sua
magnetizacdo, permite classificar seu comportamento magnético em:
diamagnéticos, paramagnéticos, ferromagnéticos, antiferromagnéticos e

ferrimagnéticos™, conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 4 — Propriedades magnéticas dos materiais na presenca/auséncia
do campo magnético. (Hunter™).

As propriedades magnéticas dos materiais ferromagnéticos ou
ferrimagnéticos podem ser representadas, de forma sucinta, pela curva de

histerese, Figura 5.

Figura 5 — Curva de histerese. (Hunter®).

A partir da curva de histerese pode-se identificar a magnetizacdo de
saturacdo MS, ou seja, 0 valor maximo de M; a magnetizacéo residual Mr em
relacdo a intensidade de campo zero; e a coercitividade Hc, o campo externo
necessario para levar a magnetizacéo a zero.>

No entanto, 0 magnetismo das nanoestruturas é muito sensivel aos seus
diametros, as suas formas e & temperatura a qual sdo submetidas.*® Quando o

diametro das particulas diminui, verifica-se que abaixo de um determinado
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valor designado por didmetro critico, e também por razées energéticas, ocorre
a organizacdo dos dipolos magnéticos em um Unico dominio magnético (um
monodominio), conforme visualisado na Figua 6, alterando, assim, 0 seu
comportamento. Esta mudanca nas suas propriedades fisicas € designada

como superparamagnetismo.®’

DR
y}“?% a
&%

7
%
L

A
\

€8

v

+ Diametro das particulas -

Figura 6 — Variagdo do numero de dominios em relagédo ao diametro das
particulas. (Adaptada de: Hunter>).

Nanoparticulas superparamagnéticas exibem uma alta susceptibilidade
magnética, mas na auséncia de um campo magnético ndo exibem
magnetizacdo espontanea. Isto se deve ao fato de que, nessas condi¢des, as
flutuacbes dos momentos magnéticos sao suficientemente intensas para
orientar aleatoriamente os momentos magneéticos individuais de cada particula,
levando a uma magnetizacéo global nula.®

No entanto, a versatilidade das NPMs como ferramenta na area da
biotecnologia surge nao somente das suas propriedades
superparamagnéticas®®, mas também com a possibilidade de recobrimento de
sua superficie, gerando um sistema do tipo nucleo/coroa.”® O recobrimento
pode ser lipossomas, oligossacarideos ciclicos, peptideos ou polimeros, que
aumentam a sua estabilidade em meio biol6gico.®®

Atualmente, amplo destaque tem sido dado a NPMs recobertas com
polimeros por meio da técnica de deposicdo camada a camada (Layer-by-
Layer - LbL), que permite a criacdo de multicamadas apos diversas interacfes

eletrostaticas entre o polimero e as NPMs,®* conforme mostrado na Figura 7.
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encapsulado

Nucleo magnético

Figura 7 — Representacdo de NPMs revestidas com polimeros pH e
termoresponsivo, carregadas com um farmaco hidrofébico. (Adaptada de:
Colombo et al.?).

A inser¢cdo das NPMs em sistemas poliméricos constitui uma alternativa
para a vetorizagdo e o controle da liberacdo de farmacos.®? Por conseguinte,
polimeros, como a quitosana e o alginato de sédio podem formar com as NPMs
um nanossistema polimérico-magnético biocompativel, pH e termoresponsivo,
com degradacdo controlada por hipertermia magnética e, assim, ter uma
modulacdo externa na liberacdo assistida e controlada do farmaco em uma
regido especifica do organismo.®?

Seth et al.** criaram um nanossistema baseado em um nlcleo
magnético revestido com camadas de quitosana-alginato para administracéo
oral de pequenas moléculas, a fim de aumentar a sua biodisponibilidade. O
nanossistema exibiu um comportamento superparamagnético, adequado para
adiministracdo oral e alta resisténcia em meios acidos (pH do estémago).

Finotelli et al.®®

, investigaram o potencial das particulas de alginato-quitosana
contendo NPMs como sistema de liberacédo controlada de insulina. Segundo os
autores, a associacdo de quitosana e alginato de sédio reforcou a estrutura das
esferas e aumentou sua impermeabilidade, possibilitando a liberacéo
controlada do agente ativo pesquisado. Em relacdo a adicdo das NPMs, esta
promoveu uma liberacdo mais intensa e controlada do farmaco quando o
campo magnético externo foi aplicado. Lu e Liu®®, prepararam com sucesso
dois tipos de sistemas para liberacdo de ibuprofeno; o primeiro consistiu em
nanoparticula magnéticas-alginato IBU(AL/IBU/Fe30,) preparadas por meio da

técnica de coprecipitagdo e o segundo baeado em nanoparticulas de magnetita
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superparamagnéticas de alginato contendo ibuprofeno revestidas com
multicamadas de quitosana e carboxilmetil quitosana
IBU((AL/IBU/Fe304)@(CS-CMCS)3) por meio da técnica de deposi¢cdo camada
a camada. Ambos os sistemas exibiram caracteristicas de liberagédo controlada

sensiveis ao pH. Liu et al.*’

, prepararam nanoesferas magnéticas revestidas
com alginato/quitosana, para imobilizacdo de Lipase de Candida rugosa por
diferentes métodos. As nanoesferas apresentaram comportamento
superparamanetico e alta resisténcia ao pH e a temperatura, indicando boa

estabilidade.
2.3. Quitosana

A quitosana (Figura 8) é um polimero natural obtido a partir da reacao de
N-desacetilacdo da quitiha em meio alcalino.®® E representada como um

copolimero de 2-amina-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicose,

unidos por ligagdes glicosidicas do tipo B (1,4).%°

OH
NaOH Q
—_—
n

Desacetiagdo

H.C

Quitina Quitosana

Figura 8 — Conversao da quitina em quitosana via reacado de
desacetilacdo. (Agarwal et al.®).

Este polimero pode variar em grau de desacetilacdo (GD) de 50 a 95%,
dependendo da fonte e do método de preparacéo.’® Apresenta pKa dos grupos
amina, variando entre 6,2 e 7,2, o qual € influenciado pelo GD e pela densidade
de carga. E solGvel em meios aquosos éacidos, de pH < 6,2 e, quando
dissolvida possui carga positiva sobre os grupos —NH,, o que facilita sua
solvatacdo em &gua. Além disso, adere a superficies carregadas
negativamente, agregando-se com compostos polianiénicos."*

A quitosana possui propriedades quimicas e biologicas distintas, pois

tem grupos amina e hidroxila reativos capazes de serem submetidos a
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modificacdo quimica.”” Combina propriedades como a bioatividade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade.” Desta forma, tanto
a solubilidade em solugbes aquosas &cidas, quanto suas propriedades
atribuem a quitosana potencial para diversas aplicacdes.

Ao longo das Ultimas décadas, a quitosana tem sido extensivamente
pesquisada devido ao seu potencial para diversas aplicagbes, como, por
exemplo, na biomedicina, industria alimenticia e de cosméticos, agricultura,
tratamento de agua, engenharia de tecidos e sistema de liberacdo controlada
de farmacos, entre outras.”

Como sistema de liberacdo controlada de farmacos, a quitosana tem
sido bastante utilizada na forma de micro/nanoparticulas.” No entanto, seu uso
como revestimento de NPMs tem atraido a atencdo de inumeros
pesquisadores, pois apresenta em sua estrutura grupos funcionais que
interagem facilmente até mesmo com farmaco hidrofobicos. Dessa maneira, 0
polimero garante maior estabilidade as NPMs, minimiza sua toxicidade e

proporciona rotas versateis de administracéo do farmaco.”®
2.4. Alginato de sddio

O alginato de sodio (Figura 9) é um polissacarideo ndo ramificado
natural, extraido de algas marinhas pardas e algumas bactérias, formado por
dois tipos de &cido poliurdnico: o acido B-D-manurénico (M) e éacido a-L-
gulurénico (G) unidos por ligagdes (1—4)-glicosidicas, de composicdo e
sequéncia variada. Estes monémeros sdo epimeros com orientacdes diferentes
na cadeia polimérica, porém somente a unidade G é a responsavel por permitir

a ligacdo idnica cruzada.’’

oH NaOO OHO NaOOoC OH
- HO
3 HO- J\\/O\%\‘: H @\
~LO y NaOOC OH ) \ on
-~ éOONa %OONa
G M M G G

Figura 9 — Estrutura quimica do alginato de sédio. (Yang et al. ”’).
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Os valores de pKa das unidades acido manurénico e &cido gulurdnico do
alginato é de 3,38 e 3,65, respectivamente. Possui massa molar em torno de
32.000 e 400.000 g/mol, € quimicamente estavel em valores de pH entre 5,0 e
10,0, hidrofilico, porém insolavel em solventes organicos. Sua solubilidade é
diretamente influenciada pelo pH do meio. Assim, quando o pH € inferior ao
pKa do alginato ocorre a formacao do &cido alginico, que é insolivel em agua.
Quando o valor do pH se encontra acima do valor do pKa, o alginato torna-se
carregado negativamente, formando complexos com polimeros catiénicos.’®"®

Os monbémeros “G” e “M” sdo arranjados em estrutura de blocos, sendo
gue sua composicao e distribuicdo variam com a fonte do alginato, estacdes do
ano, momento da colheita, parte da alga em que foi retirado e condi¢cdes de
crescimento. A composicao dos residuos das unidades “M” e “G”, a extenséo
da sua sequéncia e a massa molar determinam as caracteristicas fisico-
guimicas do alginato. Assim, a viscosidade varia proporcionalmente com o teor
de residuos “G”, com a massa molar do polimero e com o pH do meio. Alguns
estudos demonstram que a viscosidade aumenta a medida que o pH do meio
diminui, e quanto maior o teor de residuos “G”, maior sera a rigidez do gel
formado.®

Contudo, teores altos de residuos “G” resultam em particulas com
grande granulometria e elevada polidispersdo e em géis com alta porosidade.
Ja nos sistemas com elevado teor de “M”, observa-se a producéo de géis mais
fracos, elasticos e mais estaveis ao congelamento/descongelamento. Desta
forma, o alginato tem sido utilizado em conjunto com outro polimero, a fim de
melhorar as suas propriedades.®

Muitos pesquisadores tém demonstrado grande interesse no uso do
alginato de soédio, como sistema de liberacdo controlada de farmacos,
principalmente, por ser um polimero versatil, biocompativel, hidrofilico,
biodegradavel em condi¢Bes fisiol6gicas normais, ter um custo relativamente
baixo, além de possuir propriedades de bioadeséo, baixa toxicidade e formar
complexos polieletroliticos (PEC) com polications®, conforme mostrado na

Figura 10.

31



Alginato

# dependente

Interacéo

Qé) : eletrostatica
5

i Complexo

. polieletrolitico

Quitosana

Figura 10 — Formacao de complexo polieletrolitico entre quitosana e
alginato.

Complexos polieletroliticos formados entre alginato de sédio e quitosana
séo biodegradaveis, biocompativeis e mecanicamente fortes em baixos valores

s

de pH, em que a quitosana é soluvel, assim, a facil dispersibilidade da
guitosana em meio acido € prevenida pela presenca do alginato, que é
insolvel em condicBes &cidas.®® Além disso, enquanto a quitosana é
facilmente degradada pelas lisozimas, o complexo QTS-ALG demonstra maior
resisténcia devido a forte interacdo entre as cadeias poliméricas, tornando,
desta forma, uma excelente estratégia para aplicacdo como sistema de
liberacdo controlada e direcionada de farmacos, tanto na forma de

micro/nanoparticulas como na funcionalizacdo de NPMs.®°

2.5. Liberacao controlada e direcionada de farmacos

liberacdo controlada e sitio-direcionada de farmacos vém sendo
bastante estudada, principalmente na terapia oncolégica por se tratar de uma
técnica menos agressiva que os métodos de liberacdo convencionais.®* Neste
tipo de sistema € possivel controlar a dosagem, o tempo entre as liberacdes de
farmaco, a sobrecarga no organismo com doses excessivas e a acao dos
medicamentos em células ou tecidos sadios.®® A Figura 11 estabelece uma

comparacao entre o sistema convencional e o sistema de liberac&o controlada.
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Figura 11 — Perfil de liberac&o de farmacos convencional e controlada em
funcdo do tempo. (Akbarzade et al. ®).

A liberacdo controlada implica a associacdo quimica ou fisica dos
farmacos com materiais biocompativeis em sistemas que tém a capacidade de
controlar, de forma pré-determinada, a taxa de liberagcdo do farmaco, a partir
desse mesmo sistema e conduzir o farmaco até ao sitio especifico, em que
este deve atuar.®®

Os sistemas de liberacdo de farmacos constituidos de polimeros estéao
despertando a atencdo de pesquisadores, jA que este material permite uma
liberacdo lenta e gradual da substancia ativa.®” No entanto, a liberacdo do
farmaco encapsulado dependeréa do tipo de geometria da particula e do agente
encapsulante utilizado. Esses fatores ditam o mecanismo de liberacédo, o qual
pode ocorrer por intumescimento, difusdo, degradacéo, relaxacao e efeitos de
solvente.®

Na pratica, matrizes poliméricas geralmente liberam o soluto via
combinacdo de varios mecanismos. Sendo assim, o pH do meio, 0 estresse
mecanico, a temperatura, a atividade enzimatica, o tempo e a forca osmatica
sdo fatores que podem servir de estimulo para que ocorra a liberacdo do
farmaco.®

Apesar da complexidade dos fenbmenos envolvidos na liberacdo de
farmacos a partir de sistemas poliméricos, muitos esfor¢os tém sido realizados
a fim de elucidar o modelo de transporte do farmaco e revelar quais os
mecanismos de liberacdo do farmaco a partir dos sistemas poliméricos de
liberac&o.%

O primeiro modelo proposto por Varelas et al.”* foi designado por

cinética de ordem zero, que baseia-se na liberacdo lenta da substancia ativa a

33



7

partir de formas farmacéuticas que nao se desagregam. Este modelo é
geralmente utilizado para descrever a liberacdo por vérios tipos de formas
farmacéuticas de liberacdo controlada, como € o caso dos comprimidos
matriciais, dos sistemas osmoéticos e das formas revestidas. Na maioria das
vezes, a quantidade inicial do farmaco liberado resulta de uma liberagdo
imediata, motivada ou pela liberagdo do farmaco existente na superficie do
sistema matricial seguido de uma liberacdo mais lenta.

A cinética de liberacéo de primeira ordem proposto por Ritger-Peppas®
tem sido bastante utilizada para explicar o perfil de liberacdo a partir de varios
tipos de sistemas. O modelo é descrito pela Equacédo 1 e sugere que a taxa de
liberacdo do farmaco é constante durante o periodo de tempo.

M, (Equacéo 1)

=100-—e"™

0

A Equacdo 1 € uma equacdo de uma linha reta, em que M{/My
representa a fracdo do soluto liberado no tempo t, o parametro b é obtido a
partir do declive da reta e a constante de liberacdo k pode ser obtida a partir da
inclinacéo da linha.

Higuchi®® descreveu o mecanismo de liberacéo dos farmacos como um
processo de difusdo baseado na lei de Fick, que depende da raiz quadrada do
tempo. Porém, o uso desta relacdo em sistemas que intumescem pode tornar-
se insuficiente, pois sistemas desse tipo podem ser erodiveis, devendo-se
atender ao atributo do relaxamento das cadeias poliméricas para o transporte
do farmaco.

Outro modelo baseia-se na equacdo semi-empirica (Equacdo 2)
proposta por Korsmeyer-Peppas®. Esta equacédo é utilizada para descrever a
liberacdo do soluto quando o mecanismo que prevalece é uma combinacdo da
difusdo do farmaco (transporte Fickiano) e do transporte Caso Il (ndo-Fickiano),
controlado pelo relaxamento das cadeias poliméricas. Além do que, a equacéo

€ justificada dentro da liberacdo cumulativa <60 %.
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M (Equacao 2)
M

Em que M{/M, representa a fracdo do soluto liberado no tempo t, k &
uma constante que incorpora caracteristicas da matriz polimérica e do soluto e
n é o expoente difusional, que de acordo com o valor numeérico que assume,
caracteriza o mecanismo de liberacdo do farmaco. Na Tabela 1 estao listados

0s possiveis valores de n.

Tabela 1 — Relagé&o entre o expoente difusional n e mecanismo de
liberag&o para os diferentes sistemas de liberagc&o controlada.

Expoente difusional, n

Filmes Cilindros Esferas Mecanismo de liberacéo
0,5 0,45 0,43 Difuséo Fickiana
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte andmalo (n&o Fickiano)
1,0 0,89 0,85 Caso Il de transporte
>1,0 > 0,89 > 0,85 Super Caso Il de transporte

(Siepmann et al. ).

Considerando-se os critérios para cinética de liberacdo de solutos a
partir de sistemas intumesciveis com geometria esférica, um valor de
coeficiente difusional n < 0,43, indica que o mecanismo de liberacédo € o de
difusdo do soluto por meio das camadas da matriz, também conhecido como
mecanismo de liberagao Fickiano ou “Caso I”. Quando o coeficiente encontrado
esta entre 0,43 < n < 0,85, o transporte ndo-Fickiano ou anémalo prevalece.
Nesse caso ocorre a superposicdo dos dois fendbmenos, sendo a liberacéo
controlada por difusédo e intumescimento, simultaneamente. Um valor de n igual
a 0,85 indica que a liberacio do soluto ocorre somente pelo
intumescimento/relaxacdo da cadeia polimérica, ou seja, independente do
tempo. Este mecanismo também é conhecido como “Caso II” de transporte.
Para valores de n > 0,85 tém-se um Super Caso Il de transporte, no qual ha
uma contribuicdo simultdnea de processos como difusdo, intumescimento,
relaxacéo e erosdo da matriz polimérica®.

Os modelos de ordem zero e o modelo de Higuchi sdo mutuamente
exclusivos: quando se aplica um, o outro ja ndo tem aplicagdo. O mesmo nao

sucede com o modelo de Korsmeyer—Peppas, sendo sua a aplicacao bastante
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atil para complementar as informagfes relativamente aos mecanismos de
liberac&o dos farmacos obtidas com a aplicacdo dos outros dois modelos®,

O modelo matematico descrito por Gallagher-Corrigan®® propde que a
liberacdo do farmaco a partir de sistemas poliméricos ocorra em um processo
de dois estagios. Inicialmente ocorre uma répida liberacao devido a dissolugéo
de moléculas do farmaco presentes na superficie, em seguida ocorre uma
liberacdo mais lenta devido a degradacdo da matriz polimérica. O modelo é
descrito pela férmula dada pela Equacéo 3.

) akat-ketn (Equacéo 3)

e 2]
1+e™

Na qual f; é a fracdo do farmaco liberado no tempo t, fg € a fragdo maxima do

farmaco liberado, k; é a constante de liberagdo no primeiro estagio, tm € 0

tempo maximo para a liberacédo e k, € a constante de liberagcdo durante o

estagio de degradacao do polimero.

Além do uso de sistemas poliméricos de liberacdo, muitos estudos tém
reportado que as NPMs apresentam um elevado potencial enquanto veiculo de
transporte de agentes citotoxicos, pois sado capazes de circular pela corrente
sanguinea sem escapar das paredes dos respectivos vasos, devido ao seu
reduzido diametro.®” %

Em aplicacbes como carreadores de farmacos, as NPMs sao,
geralmente, revestidas com material organico ou inorganico, que funciona
como suporte do farmaco. Logo, o sistema béasico para liberacéo
magneticamente direcionado de farmacos consiste em um nucleo magnético
revestido por um material biocompativel, no qual a substancia ativa pode estar
ligado a superficie do revestimento por meio dos seus grupos funcionais ou

|100

ainda imobilizado no interior dos poros do material™", conforme apresentado na

Figura 12.

36



Carreador Farmaco

Magnetita | '%
I\

Polimero

‘ i Vaso sanguineo
BZD N T
o/0 | _Q. g',roo 1'.'° Z/ __0_ \\ "1 s
T )
Tecido ]l | V| L LS | _il ;
T — '
| ] | |

v

LARRA

Linha de campo
magnético

Figura 12 — Sistema nanocarreador polimérico-magnético de farmacos.
(Yang et al.'®).

O nucleo magnético, em geral, € um Oxido de ferro em que a carga e 0
carater hidrofobico/hidrofilico da superficie influencia significativamente na
distribuicdo in vivo das NPMs em cada tecido do organismo e na associacao
destas com biomoléculas do fluido biolégico.’** Assim, na funcionalizacdo das
NPMs, o material utilizado deve recobrir suficientemente a superficie do 6xido
de ferro, a fim de prevenir interagcbes dos metais superficiais com o meio
biolégico, bem como permitir a conjugacdo com famacos.'?

Além disto, as NPMs podem ser submetidas a acdo de um campo
magnético, no processo de hipertermia magnética, gerando calor pela
transformacdo de energia magnética em energia térmica, resultando no
aumento da temperatura local a uma faixa de 41 a 43°C.1*

Desta forma, no processo de liberacdo de farmacos associados ao
sistema polimérico-magnético, por exemplo, o0 aquecimento favorece a
formacdo de rupturas na estrutura do polimero, permitindo o controle da
liberacdo e o direcionamento do farmaco.!® Os principais mecanismos para
geracdo de aquecimento na hipertermia magnética'®>*°® szo:

a) Geracdao de correntes parasitas (eddy currents) em um material de baixa
resistividade elétrica exposta ao campo magnético alternativo. A perda
de energia manifestada sob a forma de calor devido as correntes

parasitarias (ED) é dada pela Equacéao 4.

37



b)

d)

(ﬂ.,r.o|.f.|_|)2 (Equacgéo 4)
20p

ED =

Em que p é a permeabilidade do material, d é o diametro da particula, f
é a frequéncia, H é o campo magnético e p € a resistividade do material.
Neste mecanismo o0 aguecimento induzido pelas correntes parasitas em
particulas de diametro pequeno é negligenciado.

Reversdo da magnetizacdo dentro de um material magnético, ou seja, a
rotacdo do momento dentro da particula (relaxamento de Néel).

Rotacdo do material magnético em relacdo ao eixo do campo aplicado
quando esta em um meio liquido (relaxamento Browniano).

Processo de magnetizacdo e desmagnetizacdo devido ao alinhamento
dos dominios em relacdo ao campo magnético aplicado externamente.
Para que essa alienacdo de dominios ocorra, a primeira
desmagnetizacdo ocorre quando o campo externo muda de direcéo,
seguido de uma magnetizagdo em uma nova direcao, esta transicédo
causa perdas de energia conhecidas como perdas de histerese. A
guantidade de calor gerada por unidade de volume é dada pela

frequéncia multiplicada pela area do ciclo de histerese (Equacao 5).
Pe = 11, f { Hdm (Equagéo 5)

A guantidade de calor gerada pelas nanoparticulas magnéticas pode ser
determinada pelo momento magnético, pelo campo, pela frequéncia e
pelo volume de particulas. A geracdo de calor de nanoparticulas (P),

pode-se expressar conforme descrito na Equacéo 6.

P =y fX”‘H‘2 (Equacao 6)

Na qual x" é a susceptibilidade, H € a amplitude da Intensidade do
campo magnético e o= 41Tx107(TmA)™.

O efeito vibratorio que ocorre com as NPMs, quando submetidas a um

campo magnético externo, promove a difusdo do farmaco para o meio,
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podendo ser de forma lenta ou mais acelerada (Figura 13). Dependendo da
intensidade do campo magnético, pode haver um aquecimento do sistema
polimérico-magnético, fazendo com que o polimero reaja de forma diferente ao
liberar o farmaco.’®® Em se tratando de um polimero hidrofilico, o sistema, em
geral, possui mais de 90 % de agua em sua estrutura. Logo, quando ha uma
agitacdo magnética suave, a agua é liberada juntamente com o farmaco,
resultando em uma retracdo do polimero. Em contrapartida, se houver uma
agitacdo magnética intensa, a vibragdo promovera um aquecimento local,
alterando a estrutura conformacional do polimérico, ocasionando, em alguns

casos, 0 seu rompimento. %910

Reversivel
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magnética D '
Suave agitacao
magnética

Intensa agitacao

9" Liberacao
magnética

instantanea

Polimero

Figura 13 — Resposta térmica do nanossistema polimérico-magnético em
relacdo ao campo magnético aplicado. (Adaptada de Liu et al.*9).

Carregadores magnéticos foram utilizados, pela primeira vez, na
liberacdo do farmaco citotdxico (doxorrubicina) em tumores sarcoma
implantados em ratos, mostrando remissdo total dos sarcomas quando
comparados com a nao remissdo em outro grupo de ratos, nos quais foram
administradas dez vezes a dose, mas sem o direcionamento por carreador
magnético.'** Desde o sucesso desse primeiro estudo, inimeros s&o os relatos
sobre a utilizacdo de NPMs na liberac&o controlada e direcionada de farmacos
e como mediadoras no aquecimento e lise de células tumorais, minimizando
danos aos tecidos saudaveis.

112 projetaram um nanocompoésito magnético para a

Bajpai e Gupta
liberagdo da Ciprofloxacina através da orientacdo promovida por um campo

magnético externo. Isso possibilitou a analise da integridade quimica do
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farmaco e dindmica do processo de liberagdo do mesmo, tornando essa
aplicagédo mais eficaz e reduzindo os efeitos colaterais.

Anwar et al.'*?, estudaram as caracteristicas e a localizag&o in vitro em
um tubo capilar de nanoparticulas de 6xido de ferro, com a finalidade de serem
utilizadas como sistema de liberacdo da curcumina. As nanoparticulas foram
sintetizadas pelo método de coprecipitacdo, utilizando-se o &cido oleico como
surfactante, mostrando-se adequadas para serem utilizadas como sistema de
liberacdo de farmacos.

Chalkidou et al.**, avaliaram a eficiéncia de aquecimento de
nanoparticulas de Fe/MgO biocompativeis e sua aplicacdo in vitro em
hipertermia magnética, utilizando diferentes culturas de células tumorais
humana de mama. Os experimentos revelaram que as nanoparticulas
apresentaram um bom perfil citotoxico, eficiéncia de absor¢éo significativa, com
alta taxa de absorcdo, resposta térmica rapida e duracdo minima no
tratamento. A partir dessas caracteristicas, os autores concluiram que as
nanoparticulas sdo adequadas para aplicacdo in vitro em hipertermia
magnética.

Em outro estudo, realizado por Zamora-Mora et al.**®, demonstraram
gue NPMs recobertas com quitosana e tripolifosfato de sodio apresentam
caracteristicas adequadas para utilizacdo em hipertermia magnética. Os
autores também avaliaram o efeito da hipertermia por meio da medida da taxa
especifica de absorcdo e a citotoxicidade das nanoparticulas foi analisada,
utilizando-se uma cultura de célula de fibroblastos humana, empregando o
ensaio de Azul de Alamar. As nanoparticulas estudadas apresentaram
biocompatibilidade e habilidade para aquecer quando submetidas a um campo

magnético alternado.

I 116 | 117

Estudos realizados por Wang et a e Liu et al.™", também revelaram a
eficiéncia de NPMs funcionalizadas com quitosana e alginato de sédio,
aplicadas como sistema de liberacdo de farmacos. Em ambos os estudos, os
autores verificaram que o sistema polimérico-magnético responde de forma
rapida a aplicacdo do campo magnético e que os polimeros sdo sensiveis ao
pH e a temperatura, permitindo a liberacdo controlada e direcionada de

farmacos.
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CAPITULO IlI




3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Os reagentes utilizados nos experimentos foram: Quitosana (99% de
pureza— com massa molar média — 190000 g/mol — Sigma-Aldrich), alginato de
sédio (99% de pureza — Sigma-Aldrich), Curcumina (95% de pureza) foi obtida
da Curcuma Longa L, com grau de pureza de 98% — Sigma-Aldrich. Os demais
reagentes sdo de grau analitico e foram usados sem nenhuma purificacdo
prévia. Para o teste bioldgico utilizou-se: Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium (MTT) obtidos
da Life Technologies (USA) e a linhagem de célula tumoral humana de mama
(MCF-7) foi adquirida do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil.

3.2. Metodos
3.2.1. Sintese das nanoparticulas magnéticas

A Sintese das NPMs de ferrita de manganés (MnFe;0,) foi realizada por
meio da técnica de decomposicdo térmica, conforme adaptacbes da
metodologia descrita por Kim et al.**®. Na sintese tipica, Figura 14, uma mistura
de 2,0 mmols de acetilacetonato de Ferro(lll), 1,0 mmol de acetilacetonato de
manganés(ll), 15 mL de éter benzilico e 15 mL de oleilamina foi mantida sob
agitacdo magnética e aquecida a 110°C durante 1h para remover a agua.
Posteriormente, o sistema foi mantido sob refluxo durante 4 h, a 300°C em
atmosfera de nitrogénio. Apdés o resfriamento do sistema, as NPMs foram
lavadas por cinco vezes com etanol e recobertas com moléculas de citrato, por
um processo de troca de ligante. Para isso, as NPMs lavadas foram dispersas
em um sistema bifasico, contendo 10 mL de hexano e 10 mL de solucao de
acido citrico (100 mg/mL em DMSO) em um baldo cbénico. O sistema foi
sonicado durante 30 min e movido por um agitador com rotacdo vertical
durante 24h. Apos a centrifugacéo, o precipitado foi lavado com etanol (o qual
foi evaporado) e as NPMs foram redispersas em agua, ajustando o seu pH
para 7,2 com o auxilio de solucdo de citrato de sédio (100 mg/mL). As NPMs

com citrato foram rotuladas como MCO.
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Figura 14 — Representacdo esquematica da sintese de NPMs de MnFe,0,4
por meio de decomposicado térmica com posterior troca de ligante.

3.2.2. Preparo das solugdes

A solucado de alginato de sédio (1,0 mg/mL) foi preparada em agua tipo
1, a solucado de quitosana (1,0 mg/mL) em acido acético 0,1 mol/L e a solucao
de quitosana (1,0 mg/mL) contendo curcumina foi preparada dissolvendo-se
inicialmente a quitosana em acido acético 0,1 mol/L e em seguida adicionando-
se 30 mg de curcumina a solucdo de quitosana. Todas as solucdes foram
mantidas sob agitacdo magnética por aproximadamente 1 h para completa

dissolucéo dos polimeros e impregnacéo da curcumina.

3.2.3. Determinacdo do pKa e da densidade de carga superficial

A densidade de carga e o pKa das amostras de MCO, quitosana e
alginato foram determinados a partir da metodologia descrita por Campos et

al.1*® e Farris et al.'?°

por meio de titulagBes potenciométricas e condutimétricas
simultaneas em 50 mL de solucdo aquosa (0,1 wt %) das amostras, utilizando
solucdo de HCI 0,1 mol/L como titulante. Para as medidas potenciométricas,
utilizou-se um pHmetro Metrohm®827 pH Lab com precis&o de 0,1 mV ou 0,001
unidade de pH com um eletrodo de vidro de dupla juncdo Metrohm® (Ref.
6.0258.600). Ja as medidas condutimétricas foram conduzidas por meio de um
médulo de operacgéo composto por um Metrohm®900 Touch Control conectado
a um moédulo de condutividade Metrohm®856 Conductivity Module e um
agitador Metronm®801 Magnetic Stirrer. A célula de condutividade utilizada foi a

Metrohm® (Ref. 6.0915.100) ¢ = 0,62 cm™.
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A partir do ponto de interseccdo, dos segmentos lineares da curva de
condutividade i6nica antes e depois do ponto de equivaléncia, determinou-se
graficamente, o volume em mL de titulante necessério para protonar 0s grupos
amina da QTS e os grupos carboxilicos do ALG. Multiplicando-se o volume de
titulante por sua concentracao e pela massa inicial de cada polimero, obteve-se
a densidade de carga superficial em mmol/g. Ao relacionar o volume do
titulante & curva de pH obteve-se o pKa de cada polieletrélito, segundo a
(-a),

2%

equacéo de Henderson-Hasselbalch ( pK, = pH +log

Para a amostra MCO, a densidade de carga e o pKa foram determinados

seguindo o modelo de 1-pkKa''®

, em que pKa é a constante termodinamica
relativa ao equilibrio e depende, fundamentalmente, da natureza da superficie
das particulas (pKa = -logKa). Assim, a partir da equacdo de Henderson-
Hasselbalch e das curvas de titulacdo, pode-se calcular o valor de pKa relativo
ao equilibrio de transferéncia de protons. Ja a densidade de carga superficial
(0o) resulta de um complexo mecanismo de transferéncia de protons entre a

superficie e o0 seio da dispersao e foi calculada, considerando a Equacéao 7:

O (l ) —pH — I

Em que F é a constante de Faraday, V é o volume da dispersdo, A é a area
total das nanoparticulas e CT € a concentracdo total dos sitios superficiais.
Desta forma, foi possivel expressar o valor de saturacdo da densidade
superficial de carga.

Com base nos valores de pKa obtidos nas titulacées potenciométricas e
condutimétricas foi possivel construir o diagrama de especiacdo das fracdes
molares dos sitios superficiais em funcdo do pH, estabelecendo, desta forma, o
pH ideal para a interacdo entre as espécies quimicas provenientes dos

polimeros e da amostra MCO.
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3.2.4. Avaliacao da interacao entre os polimeros

A interagdo eletrostatica entre as multicamadas dos polimeros foi
guantitativamente monitorada, utilizando-se uma microbalanca de cristal de
quartzo (QCM-D, Q-Sense E4, Goteborg, Suécia). Para isto, solu¢des (1,0
mg/mL) de QTS, ALG e QTS-Curc em pH 5.0 foram depositadas na superficie
de cristais de quartzo revestido com Au (50 nm) (QSX-301, Q-Sense) (5 MHz).
Os cristais de QCM-D foram previamente limpos em UV-Oz6nio e as solucdes
de polimero, injetadas nas células de reacdo, foram previamente filtradas,
utlizando-se microfiltros de membrana com diametro de 22 nm e borbulhadas
com nitrogénio durante 30 min. O aumento de massa depositada foi calculada
de acordo com a alteracdo da frequéncia de ressonancia, utlizando-se o

modelo de Sauerbrey*?*, com o programa QTools®, conforme Equagéo 8:

_% (Equacéo 8)
n

Am =

Em que Af é a variacdo na frequéncia, Am e a variacdo na massa, n 0 humero

de overtone e C é a constante de sensibilidade de massa (18 ng,cm™.Hz%).

3.2.5. Funcionalizacdo da amostra MCO e encapsulacdo da curcumina

A funcionalizacdo das NPMs de MCO foi realizada por meio da técnica
de deposicdo LbL, que consiste na deposicdo de multicamadas de polimeros
sobre a superficie das NPMs. Assim, foram produzidas duas séries de
amostras, sendo uma modificada apenas com polimeros (denominadas
amostras brancas) e a outra com polimeros e curcumina (denominadas

amostras contendo curcumina), conforme detalhado na Figura 15 e Tabela 2.
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Deposigao LbL

]
(Amostras brancas)

MC@?2 MC@]1

| N KTS

Camada 4 Camada 3 Camada 2 Camada 1 '

QTS MED
ALG -4 Su. s . Curc

‘(}‘
2 -0
L

MC@4Curc MC@3Curc MC@2Curc MC@]1Curc

(Amostras contendo curcumina)
T
Figura 15 — Esquema ilustrativo da obtencédo de amostras brancas e
contendo curcumina por meio datécnica de deposi¢cdo camada a camada.

Tabela 2 - Resumo das condic¢des utilizadas para produzir as amostras
brancas e contendo curcumina.
Solucéo de

Amostra Substrato® . 1 Curcumina?®
polimeros

MCO - - -
MC@1 MCO (200 mL) QTS (200 mL) -
MC@2 MC@1 (150 mL) ALG (150 mL) -
MC@3 MC@2 (100 mL) QTS (100 mL) -
MC@4 MC@3 (50 mL) ALG (50 mL) -

MC@21Curc MCO (200 mL) QTS (200 mL) 30 mg
MC@2Curc MC@1Curc (150 mL) ALG (150 mL) -

MC@3Curc MC@2Curc (100 mL) QTS (100 mL) 30 mg

MC@4Curc  MC@3Curc (50 mL) ALG (50 mL) -
'As concentracdes das solucdes de substrato e de polimeros foram de 1,0
mg/mL; ?A curcumina foi dissolvida na solugéo de QTS.

Na série de amostras brancas, para deposicdo da primeira camada
(amostra MC@1) foram adicionados 200 mL de solucdo QTS (1,0 mg/mL) a
200 mL de uma dispersdo aquosa de MCO (1,0 mg/mL). Para deposicdo da
segunda camada (amostra MC@2) foram adicionados 150 mL de solucdo de
ALG (1,0 mg/mL) a 150 mL de uma dispersdo aguosa contendo 150 mg de

MC@1 obtido anteriormente. Para a terceira camada (amostra MC@3) foram
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adicionados 100 mL de QTS (1,0 mg/mL) a 100 mg de MC@2 dispersos em
100 mL de agua. Finalmente, para a quarta camada (MC@4), 50 mL de ALG
(1,0 mg/mL) foram misturados com 50 mL de uma dispersdo contendo 50 mg
de MC@3. Na obtencdo de todas as amostras, as solu¢cbes dos polimeros
foram introduzidas em suspensfes, usando uma bomba peristéltica com
velocidade de gotejamente de 20 mL/min, sob agitagcdo constante, utilizando
um dispositivo ultra dispersor a 9000 rpm durante 10 min. Posteriormente, os
precipitados foram decantados magneticamente e lavados trés vezes com agua
tipo 1 para remover o excesso de polimeros ndo adsorvidos no substrato de
NPMs. Além disso, antes da funcionalizacdo com os polimeros, o pH de todas
as solucdes foi ajustado para ~5,0 com solucdo 0,1 mol/L de NaOH ou HCI.

As amostras contendo curcumina foram preparadas utilizando o0 mesmo
procedimento descrito para as amostras brancas, porém nesta série de
amostras foi utilizado uma solucdo de QTS a pH 5,0 contendo 30 mg de
curcumina durante a producdo das camadas 1 e 3. As amostras contendo
curcumina foram rotuladas como MC@1Curc, MC@2Curc, MC@3Curc e
MC@4Curc, referindo-se as camadas 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Apos a
lavagem trés vezes com agua tipo 1 as amostras brancas e contendo
curcumina foram secas a temperatura ambiente em um dessecador sob vacuo
durante 24 h.

3.2.6. Métodos de caracterizacao

3.2.6.1. Determinacéo da fracdo volumétrica das NPMs (¢)

A fracdo volumétrica da amostra MCO foi determinada medindo-se a
massa de 1,0 mL das NPMs em um frasco previamente pesado. Apds secagem
das NPMs em dessecador por 24 h, essas foram novamente pesadas e as
massas das NPMs secas e liquidas foram calculadas, considerando-se a
massa do frasco onde estavam contidas. A partir disso, a fracdo volumétrica

em termos percentuais foi obtida, conforme a Equacéao 9:

¢=E-d‘1-100% (Equacéo 9)
Vv
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Em que & é a fracdo volumétrica, MP é a massa das NPMs secas, V é o
volume das NPMs (1,0 mL) e d é a densidade tedrica da ferrita de manganés
(5,0 g/mL). O procedimento para o célculo da fragdo volumétrico foi realizado

em triplicata.
3.2.6.2. Determinacgédo do grau de desacetilagdo da quitosana (%GD)

O grau de desacetilagdo em porcentagem (%GD) da quitosana foi
determinado por meio de titulacdo condutimétrica, adaptando-se a metodologia
descrita por Alvarenga'??. Para isso, 200 mg de quitosana foram dissolvidos em
40 mL de solucéo 0,054 mol/L de HCI. A titulacdo foi conduzida, utilizando-se
solucéo 0,165 mol/L de NaOH como titulante até o volume final de 25 mL, com
adicbes de 0,5 mL a cada intervalo de 20 s. A titulacdo condutimétrica foi
realizada em triplicata e a porcentagem de grupos amina foi calculada de
acordo com a Equacgéo 10:

(Equacéo 10)

% GD= 00

c(v, -V, 161 1
M

Em que C é a concentracao da solucdo de NaOH, V; e V, sdo os volumes de

NaOH em mL empregados para neutralizar o excesso de acido cloridrico e a

guitosana protonada, 161 € a massa de uma unidade monomérica de

guitosana e M é a massa do polimero em miligramas utilizada na titulacéo.

3.2.6.3. Determinacdo do diametro hidrodinamido, indice de

polidispersao (PDI) e potencial zeta

O diametro hidrodinamico, PDI e potencial zeta das amostras
desenvolvidas neste estudo foram determinados, utilizando-se um equipamento
de espalhamento de luz dindmico Nano-Zetasizer — ZS, modelo ZEN3600 -
Malvern Instruments. As medidas foram realizadas em triplicata a temperatura
ambiente e utilizando-se uma solucdo diluida (0,01 wt %) das amostras em

agua tipo 1.
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3.2.6.4. Difracao de Raios X (DRX)

Para a analise de DRX, a amostra MCO foi deixada em dessecador por
aproximadamente 24 h sem prévia diluicdo para sua secagem. O p6 obtido foi
triturado e finamente pulverizado com auxilio de um gral de agata e prensado
em um porta-amostra de vidro, que foi analisado em um difratdmetro Miniflex
600, Rigaku, com deteccao rapida DTex, operando a 40 kV e 30 mA e radiacao
Cu-Ka, selecionada com um monocromador de grafite. As condi¢bes de
varredura foram 15 a 80°, com um passo de 0,02° e velocidade de 5°/min. Os
dados foram tratados com o auxilio do programa Origin®.

3.2.6.5. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A analise de MET da amostra MCO e das amostras brancas e contendo
curcumina, foi realizada, utilizando-se um microscépio eletronico de
transmissao, modelo JEOL JEM-2100, equipado com EDS, Thermo scientific.
Do efeito, as suspensdes coloidais foram dispersas em agua tipo 1 e sonicadas
por 10 min. Apos uma aliquota de 5,0 uL foi depositada sobre uma tela de
cobre com 400 mesh, recoberta por um filme de carbono e secas a temperatura
ambiente, por 24 h. O histograma com a distribuicdo de tamanho foi construido
a partir da contagem de cerca de 300 particulas e tratadas com o auxilio do

programa ImageJ®.

3.2.6.6. Analise porosimétrica e da area superficial por Brunauer—
Emmett-Teller (BET)

A determinacdo da area superficial e distribuicdo do volume dos poros
das amostras desenvolvidas neste trabalho foram realizadas a 77K, em um
equipamento AUTOSORB-1, com 0s seguintes parametros para analise:
massa da amostra por volta de 0,2 g, espaco livre quente proximo de 16 cmg,
espaco livre frio por volta de 48 cm3, intervalo de equilibrio de 10 s e nenhuma

dose de baixa pressao e desgasificacdo automatica.
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3.2.6.7. Determinacdo do pKa das NPMs funcionalizadas com polimeros

A determinagcdo do pKa das NPMs funcionalizadas com polimeros foi
realizada com base na titulagdo potenciométrica e condutimétrica simultanea
das amostras brancas e contendo curcumina, conforme descrito no item 4.2.2.
O intuito desta andlise consistiu em avaliar as interacfes ocorridas nas
amostras desenvolvidas por meio das possiveis mudancgas nos valores de pKa
obtidos, quando comparado aos valores obtidos para a amostra MCO e para 0s

polimeros, individualmente.

3.2.6.8. Potencial zeta em funcé&o do pH

A analise do potencial zeta em funcdo do pH foi realizada em triplicata
utilizando uma solucao diluida (0,01 wt %) das amostras em agua tipo 1, as
guais foram submetidas a agitacdo magnética vigorosa durante o periodo de
analise para evitar a agregacao de particulas. Solu¢gdes 0,1 mol/L de NaOH e
de HCI foram utilizadas para ajuste do pH (2,0 a 12,0) da solucéo diluida das
amostras. Apos o ajuste do pH, transferiu-se uma aliquota de 700 pL de cada
amostra para uma celula eletroforética, efetuando-se as medidas de potencial
zeta no equipamento de espalhamento de luz dindmico Nano-Zetasizer — ZS,

modelo ZEN3600 - Malvern Instruments.

3.2.6.9. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Amostras de todas as matérias-primas e das NPMs produzidas neste
estudo foram maceradas com KBr seco e limpo, originando pastilhas de KBr e
analisadas em um espectrofotometro FTIR Varian 600. Os espectros de FTIR
foram obtidos na regido de 4000—400 cm™ com resolucdo de 2 cm™ e anélise
média de 32 scans.
3.2.6.10. Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (XPS)

A andlise superficial das amostras brancas e contendo curcumina, bem
como dos seus respectivos constituintes foi realizada por XPS, utilizando-se um
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espectrometro SPECS SAGE HR 100 System com uma fonte de raios-X nao
monocromatica (Mg Ka - linha de 1253,6 eV), operando a 12,5 kV e 250 W. As
medi¢cOes das amostras depositadas em filmes de silicio foram realizadas em
uma camara de ultra-alto vacuo (UHV) a uma pressédo de ~10-6 Pa e angulo
fixado em 90°. Os espectros para: C 1s, O 1s, Na 1s, N 1s, Fe 2p e Mn 2p
foram adquiridos, empregando a energia de 30 eV e de 15 eV para analise das
regides. Os dados foram analisados no programa CasaXPS 2.3°, por meio da
remocao por satélite e calibracdo das energias de ligacéo do pico C 1s a 285
eV. Funcdes de Gauss-Lorentz foram utilizadas para determinar a porcentagem
atdbmica (% at) dos elementos presentes na superficie das amostras e para

construir a curva de montagem dos espectros de alta resolucéo.
3.2.6.11. Analise da composi¢do quimica

Para a analise da composicdo quimica ~5,0 mg de cada amostra
desenvolvida neste estudo foram devidamente digeridas em 1,0 mL de HCI
concentrado. Em seguida, uma aliquota de 25,0 pL foi diluida em 10,0 mL de
uma solucédo 100,0 mg/mL de HNOj; e analisadas pela introducdo direta das
amostras no espectrometro ICP Optima 8000DV, Perkin Elmer, com modo de
emissdo optica e radiofrequéncia de 14000 W. As condi¢cdes adotadas para a
analise foram: fluxo de amostra de 1,5 mL/min, fluxo de plasma de argbnio de
10,0 L/min, fluxo de nebulizador de 0,7 L/min e fluxo de gas auxiliar (argbnio)
de 0,2 L/min.*?®

3.2.6.12. Analise Termogravimétrica (TGA)

A fim de avaliar a estabilidade térmica das amostras funcionalizadas e
de seus respectivos constituintes realizou-se a analise termogravimétrica
(TGA), utilizando o equipamento Shimadzu TG 60. A temperatura durante a
analise variou de 35°C a 600°C, com razdo de aquecimento de 10°C/min e
fluxo de nitrogénio a 50 mL/min.

3.2.6.13. Medidas de magnetizacao
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Para as medidas de magnetizacdo procedeu-se a secagem das NPMs
desenvolvidas a temperatura ambiente em dessecador durante 24 h, sem
prévia diluicdo. O pd obtido de cada amostra foi triturado e finamente
pulverizado com auxilio de um gral de agata e, em seguida, analisado em um
magnetdémetro de amostra vibrante (VSM), em uma faixa de campo magnético
de -18 kOe a +18 kOe, a temperatura ambiente.

3.2.7. Caracterizacao da curcumina
3.2.7.1. Comportamento espctroscépico da curcumina

O comportamento espectroscopico da curcumina em diferentes pHs foi
determinado por meio de medidas espectroscopicas de UV-Vis e de
fluorescéncia. As medidas de UV-Vis utilizou-se um espectrofotdmetro UV-Vis-
U3900H-Hitachi com faixa de varrredura de 350-750 nm com um intervalo de
dados de 1,0 nm. J& as medidas de fluorescéncia foram realizadas em um
Fluorimetro Fluorolog-TSPC (Horiba-Jovine Ivone), equipado com uma
lampada de arco 450W-Xenon, fendas de excitacdo e monocromadores de
emissdo ajustadas para 5,0 nm, detector de tubo photomultiplayer (R928P)
com uma resolucédo de 0,2 nm e velocidade de digitalizacdo em torno de 150
nm/s. As amostras foram excitadas a 429 nm e o0s espectros de emissdo
registrados na faixa de 440-700 nm. Para a aquisicdo de ambos 0s espectros
preparou-se uma solucdo estoque 108 pmol/L de curcumina em uma mistura
80:20 (v/v) de agua:etanol. A partir da solucao estoque foi preparada a solucéo
de trabalho na concnetracdo de 6,0 pmol/L por meio da diluicdo da solucéo
estoque na mistura de agua:etanol e, em seguida foi realizado o ajuste do pH
de 2,0 a 12,0, com solucdes 0,1 mol/L de NaOH e HCI.

3.2.7.2. Curvade calibracdo da curcumina

As curvas de calibracdo da curcumina foram obtidas por espectroscopia
de fluorescéncia. Para construgdo das curvas foram preparadas solucfes
estoques de 108 pmol/L de curcumina em uma mistura 80:20 (v/v) de solugao
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0,1 mol/L de HCI a pH 1,2:etanol e de solucdo 0,1 mol/L de NaH,PO, a pH
7,4:etanol. O pH das solugbes de HCI e de NaH,PO, foi ajustado utilizando-se
solugcdes 0,1 mol/L de NaOH e HCI. A partir das solucdes estoques foram
preparadas as solucdes de trabalho nas concentracdes (0,5 a 15 pumol/L) por
meio de diluicdes da solugéo estoque nas misturas de HCl a pH 1,2:etanol e de
NaH,PO, a pH 7,4:etanol. O equipamento e as condi¢bes de analise foram os
mesmos ja descritos no item 3.2.7.1.

3.2.8. Desenvolvimento e validacdo de método analitico para

guantificacdo da curcumina

Para a quantificacdo da curcumina nas amostras funcionalizadas foi

desenvolvido e validado um método fluorimétrico rapido, simples e sensivel.
3.2.8.1. Equipamento

As analises foram realizadas em Fluorimetro Fluorolog-TSPC (Horiba-

Jovine Ivone), conforme condicfes de analise ja descritas no item 3.2.7.1.

3.2.8.2. Validacdo do método

O processo de validacdo foi avaliado em relagcdo aos seguintes
parametros: especificidade, linearidade, exatiddo, precisdo, limite de
guantificacdo e limite de deteccédo, de acordo com as diretrizes regulatérias da
ICH (International Conference on Harmonization of Technical Requirements for

Registration of Pharmaceuticals for Human Use)*?*

e a resolucdo da ANVISA
RE n° 889'%. A validade do método foi confirmada por andlise de variancia

(ANOVA), considderando diferenca estatisticamente significativa P < 0,05.

Especificidade

Para confirmar a especificidade do método, foi visualizada a auséncia de
interferéncias causadas pelas amostras brancas, sendo estas analisadas nas
mesmas condi¢des experimentais das amostras contendo curcumina.
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Linearidade

A linearidade foi determinada por meio da construcéo de trés curvas de
calibracdo para a curcumina em trés dias diferentes. Para a construgdo das
curvas de calibracdo, dez concentragdes (0,5 a 15 umol/L) de curcumina foram
preparadas na mistrura 80:20 (v/v) de solugdo 0,1 mol/L de NaH,PO, a pH
7,4:etanol.

Exatidao

A exatiddo do meétodo foi avaliada por meio da contaminagdo de
amostras brancas em suspensdo com solucdes conhecida de curcumina,
correspondento as concentracbes finais de 0,5; 6,0 e 150 pmol/L. A
recuperacdo foi determinada como sendo a diferenca percentual entre a
concentracdo experimental média (6,0 umol/L) e a concentracdo tedrica em

cada nivel.

Precisao

A precisdo foi determinada por meio da repetibilidade (intradia) e
precisdo intermediéria (interdia), mas expressa como o Desvio Padrdo Relativo
(DPR). A repetibilidade foi avaliada analisando-se as amostras brancas
contaminadas com solucdo de curcumina, correspondente a concentracdes
finais de 0,5; 6,0 e 15,0 pumol/L, no mesmo dia, nas mesmas condi¢cdes
experimentais. Na preciséo intermediaria, as analises foram realizadas em trés

dias diferentes.

Limite de quantificacdo e de deteccéo

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a maior concentracdo que
pode ser determinada quantitativamente com aceitavel precisao e exatidao. Ja
o limite de deteccao (LD) corresponde a menor concentragcao presente na
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amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada. Os
LQ e LD foram calculados a partir da inclinagdo e do desvio padrdo do
intercepto da média de trés curvas de calibracao.

3.2.8.3. Determinacgéo da eficiéncia de encapsulacéao

A determinacdo da curcumina encapsulada nas amostras MC@1Curc,
MC@2Curc, MC@3Curc e MC@4Curc foi realizada pela téncica de
filtracao/centrifugacdo, na qual o ativo livre foi determinado no sobrenadante e
o ativo total foi medido apds a completa dissolucdo das nanoparticulas.'?® Para
obter o sobrenadante, ~5,0 mg de cada amostra foi dispersa em 1,0 mL de
uma mistrura 80:20 (v/v) de solucdo 0,1 mol/L de NaH,PO, a pH 7,4:.etanol,
centrifugada a 12000 rpm durante 20 min e filtrada em filtro de PTFE de 0,2
pm. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para uma célula de quartzo e
analisado em um fluorimetro Fluorolog-TSPC (Horiba-Jovine Ivone) nas
condicBes descritas no item 3.2.7.1. As intensidades relativas de fluorescéncia
foram medidas em Aemi = 540 nm e comparadas com a curva de calibracdo do
corante na solucao 0,1 mol/L de NaH,PO, a pH 7,4:etanol. Cada amostra foi
analisada em triplicata e os resultados foram expressos como a quantidade de
curcumina (em pg) por mg de nanoparticulas. Da mesma forma, a eficiéncia de
encapsulacdo (%EE) foi calculada como a relagcdo entre a quantidade de
curcumina encapsulada e a quantidade inicial de curcumina utilizada para

preparar o lote de nanoparticulas.

3.2.9. Estudo de liberacdo controlada/assistida in vitro da curcumina

3.2.9.1. Estimulo de pH e de temperatura

Para o estudo da cinética de liberacao in vitro de curcumina, ~30 mg das
amostras MC@1Curc, MC@2Curc, MC@3Curc e MC@4Curc foram
suspensas em 30 mL de solu¢édo 0,1 mol/L de HCl a pH 1,2 e de 0,1 mol/L de
NaH,PO, a pH 7,4. As amostras foram mantidas sob agitacdo constante (700
rpm) em banho termostéatico a trés diferentes temperaturas: 25 + 0,1°C, 37,0 +

0,1°C e 43 £ 0,1°C. A analise foi realizada durante 240 h por meio de medi¢des
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em intervalos de tempo pré-determinados, em que uma aliquota de 2,0 mL do
sobrenadante foi analisada em um fluorimetro Fluorolog-TSPC (Horiba-Jovine
Ivone), conforme condi¢bes descritas no item 3.2.7.1. A quantidade de
curcumina liberada foi determinada utilizando as curvas de calibragdo do
corante, que relaciona a intensidade de fluorescéncia com a concentragao
conhecida de curcumina (umol/L) nas mesmas solu¢cdes em que a cinética de
liberagdo foi conduzida. Os resultados obtidos foram apresentados como
porcentagem de liberacdo de curcumina ao longo do tempo. O mecanismo de
liberacdo foi analisado por meio do ajuste dos perfis da cinética de liberacao,
aplicando os modelos matematicos de Korsmeyer-Peppas (Equacdo 2) e de
Gallagher-Corrigan (Equacéo 3).

3.2.9.2. Estimulo de campo magnético (hipertermia magnética)

O estudo de liberagdo da curcumina por hipertermia magnética foi
realizado em um equipamento da marca Ambrell, modelo Easy Heat LI. Para
obtencao das condicdes ideais para o estudo de liberacdo, foram tracados os
perfis de aquecimento das amostras controles (MCO, polimeros puros e
amostras brancas), utilizando campo magnético alternado (CMA) com a
frequéncia de 326 kHz e amplitude de campo magnético alternado (CMA)
variando de 50 Oe a 190 Oe, obtidas a partir de medicdes em sonda de CMA
adquirida da AMF Life Systems. A temperatura de aquecimento foi controlada
por sonda Optica inserida dentro das amostras durante o periodo de 900 s com
posterior resfriamento de 360 s. A partir dos perfis de aquecimento das
amostras controles, em 1,0 mL das amostras contendo curcumina foi aplicado
campo com a frequéncia de 326 kHz com amplitude de CMA de 190 Oe
durante o periodo de 180 a 900 s. Apos cada intervalo de 180 s, as amostras
foram decantadas magneticamente e o sobrenadante analisado em um
fluorimetro  Fluorolog-TSPC (Horiba-Jovine Ivone), conforme condicBes
descritas no item 3.2.7.1. As medidas foram realizadas em triplicata e a
guantidade de curcumina liberada foi determinada, utilizando a curva de
calibracdo do corante, que relaciona a intensidade de fluorescéncia com a
concentragdo conhecida de curcumina (pumol/L) na solugcdo 0,1 mol/L de
NaH,PO, a pH 7,4. Os resultados obtidos foram apresentados como
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porcentagem de liberacdo de curcumina ao longo do tempo. O mecanismo de
libercado foi analisado por meio do ajuste dos perfis da cinética de liberacéo,

aplicando o modelo matematico de primeira ordem (Equacao 1).

3.2.10. Teste biolégico
3.2.10.1. Avaliacao da atividade citotoxica

A linhagem celular de adenocarcinoma epitelial de mama humana (MCF-
7) foi mantida rotineiramente em frascos de cultura celular (75 cm?) em uma
incubadora a 37°C, 5% de CO; e 98% de umidade com 5,0 mL de meio de
cultura de células DMEM contendo 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) e 1%
(v/v) de antibidtico (10.000 Ul/mL de penicilina — 10.000 pg/mL de
estreptomicina, Life Technologies, EUA) e removido a cada trés ou quatro dias.
ApOs atingir o estagio de confluéncia, elevada densidade de células em uma
determinada area, as células foram removidas do frasco de cultura, utilizando-
se 500 pL de 0,25 % de Tripsina-EDTA (Life Technologies, EUA) e recultivadas
em uma densidade menor.

A viabilidade celular foi entdo determinada pelo ensaio de brometo de
3,4,5-dimetiltiazol-2,5-bifenil tetrazélio (MTT), em que as células MCF-7 foram
tranferidas para placas de cultivo de 96 pocos com uma densidade de 5 x 10°
células/poco e incubadas com diferentes concentracfes (40 a 100 pmol/L) de
amostras brancas, amostras contendo curcumina e curcumina livre a 37°C e
5% de CO,. O pH das amostras foi ajustado para 7,4 com solucao 1,0 mol/L de
NaOH antes de serem semeadas com as células. Apos 72h de incubacédo, o
tratamento foi removido e adicionou-se 150 uL de solugdo 0,5 mg/mL de MTT
em DMEM a cada poco com posterior incubacéo a 37°C e 5% de CO, durante
3h. Para solubilizar os cristais de formazan o meio de cultura foi removido e
adicionou-se 200 uL de sulfoxido de dimetil (DMSO). A absorbancia de cada
amostra foi monitorada, utilizando um espectrofotdbmetro com um leitor de
microplacas com um comprimento de onda de 595 nm (SpectraMax®, modelo
M2, Molecular Devices, EUA). A viabilidade das células ndo tratadas (grupo
controle) foi considerada como maxima (100 %) e a porcentagem de células

viaveis foi calculada de acordo com a Equacgéo 11:
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Abs. do grupo tratado (Equacéo 11)
x100

Células viaveis (%)=
Abs. do grupo controle

Todos os resultados foram obtidos a patir de trés experimentos
independentes e expressos como média + Desvio Padrdo (DP). A diferenca
entre o efeito das células tratadas em comparacdo com as células nao tratadas
(grupo controle) foi verificada por analise de variancia (ANOVA) e post test
Tukey, uilizando o programa GraphPad Prism® 5.0. Os valores
significativamente diferentes do grupo controle em P <0,05 foram indicados por

um asterisco.

3.2.10.2. Estudo de internalizacdo das amostras nas células MCF-7

Para a andlise da captacdo das amostras, 8 x 10° de células MCF-7
foram semeadas em placas de cultivo de 6 pocos e, ap0s a adeséo, as células
foram expostas a 100 ymol/L de amostras de MC@3Curc e de curcumina livre
durante 6h. As células desaderidas em microtubos foram entédo lavadas com
PBS e fixadas com solucdo de Karnovsky (2,5 % de glutaraldeido, 4,0 % de
paraformaldeido, 5,0 mmol de CacCl,, 3,0 % de sacarose, tamponado em 0,1
mol/L de cacodilato de sodio a pH 7,2) durante a noite a 4°C. Apés a fixacao,
as células foram lavadas no mesmo tampéo e pos-fixadas durante 30 min em
1,0 % de tetroxido de 6smio, 0,8 % de ferricianeto de potassio e 5,0 mmol de
CaCl,, em tampédo de 0,1 mol/L de cacodilato de sodio. As células foram
lavadas duas vezes com agua tipo 1 e depois contrastadas com 0,5 % de
acetato de uranila a 4°C. As amostras foram desidratadas em gradiente
crescente de acetona (30 a 100 %) durante 10 min cada e incluidas em resina
Spurr. As sec¢des ultrafinas foram obtidas com um ultra microtomo (Leica, UCT,
AG, Viena, Austria) e analisadas em um microscopio eletrdnico de transmisséo,
modelo JEOL JEM-2100, equipado com EDS, Thermo scientific.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Determinacao do grau de desacetilagdo da quitosana (%GD)
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Na obtencdo da quitosana via N-desacetilagdo da quitina, 0s grupos
acetamida (-NHCOCH3;) das unidades de N-acetilglicosamina (GI-NAc),
provenientes da quitina, sdo convertidos em grupos —NH,, em taxas variadas,
originando o heteropolissacarideo, com diferentes graus médios de
desacetilacdo. No entanto, o produto N-desacetilado da quitina s6 passa a ser
considerado quitosana quando o GD se torna maior ou igual a 50 %,
percentagem a partir da qual o polimero se torna soltvel em solugfes acidas
diluidas.™’

Ha varias técnicas descritas na literatura para determinar o %GD da
quitosana, tais como: espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio
(RNM *H), anélise elementar (CHNOS), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), termogravimetria (TG/DTG), dentre outras. No entanto, neste estudo
foi utilizado o método de titulacdo condutimétrica, por ser uma técnica simples
e bastante precisa. A curva dos valores de condutividade versus o volume de

titulante estdo apresentados na Figura 16.

P
=)

Condutividade (mS/cm)

0 5 10 15 20 25
Volume de NaOH (mL)
Figura 16 - Curva de titulacdo condutimétrica obtida para a quitosana.

Na curva de titulacdo da quitosana se observa dois pontos de inflexdo. O
primeiro correspondente a neutralizacdo do HCI em excesso e 0 segundo ponto
resulta da neutralizagdo dos grupos amina provenientes da quitosana. A
diferenca entre os dois pontos de equivaléncia corresponde ao volume de

titulante (V1 = 9,5 mL e V, = 15,3 mL) necessarios para neutralizar os grupos
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amina. Desta forma, o %GD para a quitosana foi de 76,9 %, indicando que

houve a converséo das unidades N-acetilglicosamina em grupos amina.

4.2. Caracterizagcdo das nanoparticulas magnéticas

O sucesso da aplicacao pratica das NPMs depende da capacidade de
controle do diametro, da forma e da aglomeracdo das particulas, o que €
influenciado pelo método de sintese.*?® Assim, com o intuito de solucionar este
problema, o método de decomposicao térmica de precursores organometalicos
em solucgdes organicas com alta temperatura tem sido bastante explorado na
preparacdo de NPMs, ja que é um método simples de ser executado, possui
boa reprodutibilidade, baixo custo e permite a obtencdo de NPMs estaveis e
monodispersas.*?°*%

Desta forma, neste estudo, utilizou-se a técnica de decomposicao
térmica para obtencdo de nanoparticulas de MnFe,O4. No entanto, apds a
decomposicdo térmica, devido a superficie destas terem sido revestidas com
oleilamina, as NPMs sdo hidrofébicas e, portanto, incompativeis para a
interacdo com os polimeros hidrofilicos (quitosana e alginato).*® Assim, antes
do revestimento de polimeros, a oleilamina foi substituida por moléculas de
citrato, por meio de um processo de troca de ligante, que conferem
hidrofilicidade as NPMs e, consequentemente a capacidade de serem
recobertas por meio de interacdes eletrostaticas atrativas com polimeros.

Ao final, a amostra obtida (denominada MCO) apresentou distribuicéo
estreita (PDI = 0,268 + 0,01), diametro hidrodinamico na faixa de 97,1 + 4,4 nm,
indicando homogeneidade na disperséo, potencial zeta negativo com valor em
mdédulo alto (-35,1 + 0,8 mV) e fracdo volumétrica (¢) igual a 1,5 %.

Na Figura 17, observa-se o difractograma de raios X das NPMs com
citrato (amostra MCO0) na faixa angular de 20° a 80°. Os picos de difraccéo
observados foram indexados e comparados ao cartdo JCPDS n° 74-2403,
indicando a presenca de uma fase espinélia em relacdo a MnFe,0O,4. Além do

gue, nao foram determinadas outras fases cristalinas nos difractogramas.
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Figura 17 — Difratograma de raios X obtido para a amostra MCO.

O diametro médio cristalino do nucleo magnético foi calculado a partir do
alargamento do pico de reflexdo de Bragg (311) de maior intensidade no DRX,
utilizando o formalismo de Scherrer (Equacdo 12), que relaciona a dimenséao

dos nanocristais com a largura do pico de reflexdo de Bragg.

3 kA (Equacéo 12)
(FWHM )cos @

Na qual FWHM é a largura a meia altura do pico de difracdo e k é igual a 0,9 e
A é o comprimento de onda da radiagdo. Desta forma, o didmetro meédio

cristalino obtido para a amostra MCO foi de 12,0 nm.
A Figura 18 mostra a imagem de MET obtida para a amostra citratada

(MCO0), em que se observa a formacdo de nanoparticulas quase esféricas e

relativamente dispersas.
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20 nm).

A deducéao da distribuicdo do diametro para a amostra MCO foi realizada,
calculando-se o perimetro de um grupamento de NPMs em diferentes
micrografias, totalizando a contagem de ~300 particulas. Esse processamento
foi realizado com o auxilio do programa ImageJ® e o histograma de diametro

correspondente as particulas esta apresentado na Figura 19.
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Figura 19 — Histograma de distribuicdo do diametro obtido para a amostra
MCO.

A definicdo dos intervalos no histograma foi realizada por meio do
método de Sturges e a funcdo que melhor ajusta o histograma é do tipo log-

normal, dada pela Equacéo 13:
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1 1 q 2 (Equacéo 13)
- In—
o i)

Em que do é o didmetro caracteristico (Indp= <In d>) e s é a largura
caracteristica da dispersdo relacionada a distribuicdo. O didmetro mais
provavel para a distribuicio € dado por dm,=doexp(-s) e o diametro médio <d>
= doexp(-s?/2). A partir do ajuste dos dados, o diametro médio para as
nanoparticulas foi de 8,93 nm e a polidispersao igual a 0,48.

Além disso, o espacamento de rede (0,29 nm) na inser¢cado superior
esquerda obtido na imagem HRTEM concorda com a distancia entre os planos
de rede (220), corroborando os dados DRX. Este resultado esta de acordo com
os resultados relatados na literatura para a MnFe,O4 com estrutura de espinélio
normal.*®
A amostra MCO ainda foi caracterizada por meio das técnicas de FTIR,
XPS, TGA, ICP-OES, Magnetizacao de saturacdo e analise porosimétrica e da
area superficial por BET. Os resultados obtidos estdo descritos e discutidos
juntamente com as caracteristicas das NPMs funcionalizadas com polimeros
(tem 4.5), a fim de estabelecer uma comparacdo antes e apos a

funcionalizac&o de sua superficie.
4.3. Determinacéo do pKa e da densidade de carga superficial

Durante o protocolo de troca de ligantes, o acido citrico (uma espécie
triprética) liga-se a superficie da MnFe,O4 por meio de grupos carboxilato.
Alguns grupos, entretanto, permanecem orientados para a solucdo e podem
ser ionizados, fornecendo uma carga de superficie para as NPMs. Assim,
pode-se assumir que a superficie das nanoparticulas funcionalizadas com
citrato, aqui representada por »—COOH (protonado) ou D-COO" (desprotonado),
estd se comportando como um sistema de acido monoprético e seguindo um
modelo de 1-pKa.''® De maneira similar, a quitosana e o alginato polifuncionais
(com grupos -NH;, e -COOH, respectivamente) podem ser ionizados em meio
aquoso, seguindo também o modelo 1-pKa, no qual a quitosana é representada
por QTS-NHs"/QTS-NH; e o alginato como ALG-COOH/ALG-COO™ em suas
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formas protonadas/desprotonadas.

Assim, considerando que o revestimento no processo de deposicao LbL
€ baseado primeiramente na interacdo eletrostatica entre as NPMs citratadas
com o polimero QTS e, posteriormente, nas interagcdes com ALG/QTS, esta
serd governada pelo nudmero de sitios superficiais ionizaveis (tanto dos
polimeros quanto da amostra MCO0), que depende diretamente do pH das
dispersées.’

Desta forma, antes da deposicdo de polimeros foram construidos os
perfis de especiacédo, a fim de determinar o pH ideal para otimizar a interagao
atrativa entre a superficie das NPMs de MCO e dos polimeros, por meio de

titulaces conductimétricas e potenciométricas simultaneas (Figuras 20).
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Figura 20 — Curvas de titulacdo potenciométrica (@) e condutimétrica (O)
obtidas para as amostras: (a) MCO, (b) QTS e (c) ALG.
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Nas curvas de titulacdo observam-se duas zonas distintas para a
amostra MCO (Figura 20a), onde incialmente ocorre uma reducdo na
condutividade decorrente da titulagdo dos grupos carboxilicos ligados a
superficie das NPMs. Apdés a completa protonacdo dos grupos carboxilicos,
marcando o fim da primeira zona observa-se um aumento acentuado na
condutividade resultante do excesso de &cido forte (titulante).

A Figura 20b mostra as curvas de titulagdo da QTS, em que se observa
também duas zonas distintas. Na primeira zona o pH da dispersao de QTS esta
acima do seu pKa (~6,30), fazendo com que os grupos -NH, fiquem
desprotonados. A medida que o titulante (HCIl) é adicionado, aumenta-se a
solubilidade da QTS, tornando a dispersao transparente. Isto ocorre devido a
protonacéo dos grupos -NH livres na superficie da QTS, conforme a reacao de
dissociacao:

pKa
QTSP-NH, + HCl & QTSDP-NH3" + CI”

Com a reducéo do pH e a protonacdo dos grupos -NH; até o ponto de
equivaléncia observa-se um aumento nos valores de condutividade devido a ao
excesso de titulante (zona 2), o que condiz com os valores de inclinacdo dos
dois segmentos lineares da curva de condutividade.

Nas curvas de titulacdo do ALG (Figure 20c) observam-se duas zonas
correspondentes a dois fendmenos fisico-quimicos distintos. Na primeira zona
observa-se a protonacdo do grupo carboxilico, conforme descrito na reacao de
dissociacao:

pKa
ALGD)-COO + HClI & ALGDP-COOH + CI

O fim da primeira zona € marcado pelo ponto de equivaléncia apos a
completa protonacdo dos grupos carboxilicos. Na segunda zona observa-se
gue a reducao moderada do pH da dispersao de ALG conduz a um aumento na
condutividade, devido da adicdo de H3O" a disperséo.

Nas curvas de titulacdo de todas as amostras foi possivel observar
apenas um ponto de equivaléncia, localizado na interseccdo dos dois

segmentos lineares das zonas 1 e 2, que pode ser visualizado na curva de
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condutividade, a partir do qual os valores de pKa e de densidade de carga
superfical (0p) foram estimados, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de pKa e de densidade de carga superficial.
Amostra Valores de pKa  Densidade de carga (0o)

MCO 4,0 - 0,31 C/m?
Quitosana 6,3 + 3,60 + 0,04 mmol/g
Alginato 3,3 - 3,34 + 0,05 mmol/g

Assim, levando em consideracdo o modelo de 1-pKa e os valores de
pKa obtidos foi tracado um diagrama de especiagdo da superficie da amostra

MCO e dos polimeros em funcdo do pH, conforme visualizado na Figura 21.

pH ideal

[
>

»-COOH »-COO-

[
Cal

[
Cal

ALG-COOH ALG-COO-

% de especiagdo % de especiagdo% de especiagdo

1] 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figura 21 — Diagrama de especiacao dos sitios superficiais de MCO (azul),
QTS (verde) e ALG (vermelho) em funcao do pH.

A partir do diagrama de especiacao, observou-se que a fracdo molar dos
sitios protonados é dada por a, = [H30')/([HsO']+Ka) e a dos sitios
desprotonados por 1 - ap™*°, sendo que a protonacao superficial de NPMs com
citrato (—-COQ’) aumenta com o pH > pKa. Para o alginato, observou-se um
comportamento semelhante, isto €, os sitios ionizados (ALG-COQO") também
aumentam de acordo com o pH > pKa. Por outro lado, para a quitosana em

pHs inferiores ao valor do seu pKa ocorre a ionizagéo efetiva de grupos amina
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(QTS-NH3").

Assim, para o revestimento de polimeros, considerando a deposi¢cédo
eletrostatica, a melhor interacéo entre a amostra MCO e a quitosana (durante a
formacdo da primeira camada) ocorrera a um pH localizado entre o pKa destas
duas espécies (pH ~ 5,2). Entretanto, na deposicdo das camadas
subsequentes, também se espera que a melhor interacdo entre a quitosana e o
alginato ocorra em pH localizado entre os pKas de suas espécies quimicas (pH
~ 4,8). Desta forma, o pH de todas as solucdes utilizadas no revestimento por
polimero durante o processo de deposi¢ao LbL foi ajustado para ~ 5,0, em que
a diferenca na magnitude da carga oposta € maior antes das interacfes. Além
disso, a curcumina, que apresenta grupos ionizaveis (fendlicos e ceto-
enolicos), pode interagir eletrostaticamente melhor com o polication de
guitosana do que com o polianion de alginato.

4.4. Avaliacdo dainteracado entre os polimeros

A interacdo eletrostatica entre os polimeros (quitosana e alginato)
também foi monitorada por meio de medidas em microbalanca de cristal de
quartzo (QCM-D). Para isto, preparou-se solucbes dos polimeros e da
guitosana contendo curcumina em pH 5,0, conforme descrito nos itens 3.2.2.
As solucdes foram previamente filtradas, utlizando-se microfiltros de membrana
com diametro de 22 nm e, posteriormente, depositadas no cristal de QCM-D

(Figura 22) por meio da injecdo nas células de reacéo.

Cristal
de
Quartzo

Ouro

Figura 22 — Desenho esquemaético de um cristal de QCM-D. (Varela et
al.*9).
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O aumento de massa depositada foi calculado com base na alteragdo na

frequéncia de resssonancia do cristal de quarzo e os resultados estdo

apresentados na Figura 23.

a o o ~<—ALG
100- RO A O «— QTS _120
Cristal QCM-D
ol ats
= -80
=
'
8 =100
= 40
=
= -200-
o
=
= -0
=300 -
-400 . . . . . . . : . -40
0 100 200 300 400 500
Tempo (min)
P N - I SO N %‘Ll'g-(:url:
(b) 100 S OO b <P o aTSCure 120
7 o Cristal QCM-D i
5
0 Q
T Q
s |5 o 5 -80
= = Q
et e
= -100- e}
< o]
40
<§ =
S 200, S
b _JJ
= 0
=300 -
-400 N -40
0 100 200 300 400 500

Tempo (min)

d

ogdudissi

1d

oededissi

-~

Figura 23 — Massa depositada no cristal de QCM-D em funcéo da variagcéo
da frequéncia de ressonancia para: (a) QTS/ALG e (b) QTS-Curc/ALG.

Na Figura 23a, observa-se que a massa total de QTS/ALG depositada

foi de 135,8 ng, sendo que para a QTS foi obtido uma massa de 67 ng e para o
ALG 68,8 ng. J4 a massa total de QTS-Curc/ALG depositada (Figura 23b) foi
de 106,9 ng, sendo a massa de QTS-Curc igual a 35,1 ng e a massa ALG foi

de 71,8 ng. Considerando, que a interacdo eletrostatica ocorrida é controlada

pela concentragdo molar dos sitios superficiais envolvidos, observa-se que
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houve maior interacdo entre a QTS e o0 ALG do que entre a QTS-Curc e o0 ALG.
Isto ocorre porque ao interagir com a curcumina, a densidade de cargas
positivas provenientes dos grupos amina protonados da quitosana diminui,
dificultando a interacdo da QTS com o ALG.?®

.7%% e Gregurec et al.”**, demonstraram a eficiéncia da

Kaspar et a
microbalanga de quartzo ao avaliar a interagdo de multicamadas de
hidrocloreto de poli-alilamina (PAH) e Poli(estireno sulfonato de sédio) (PSS)
por meio do aumento de massa depositada no cristal de QCM-D, obtendo

resultados semelhantes aos encontrados para o sistema QTS e ALG.

4.5. Caracterizagdo das NPMs funcionalizadas com polimeros

4.5.1. Diametro, PDI e potencial zeta

O diametro hidrodinamico, o PDI e o potencial zeta sdo caracteristicas
muito importantes da NPMs, pois determinam a distribuicdo in vivo, destino
biologico, a toxicidade e a capacidade de direcionamento. Além disso, estas
caracteristicas também podem influenciar na encapsulacédo e liberacdo do
farmaco e, na estabilidade do sistema.™®® Assim, nesse sentido, estas
caracteristicas das amostras brancas e contendo curcumina foram

determinadas a pH fixo = 5,0 e estdo apresendas na Figura 24 e Tabela 4.

(a) (b)
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Capas Capas

Figura 24 - Didametro hidrodinamico (a) e potencial zeta (b) em fun¢édo do
numero de camadas de polimeros. Amostras brancas (esferas azuis) e
amostras contendo curcumina (esferas vermelhas).
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Tabela 4 — Caracteristicas das amostras funcionalizadas.

Amostras Diametro (nm)? PDI? Potencial zeta (mV)?
MCO 97,1+4,4 0,268 + 0,01 -35,1+0,9
MC@1 126,7 £ 14,4 0,149 + 0,02 +32,2+0,7
MC@2 180,2 + 11,3 0,167 + 0,02 -31,9+2,2
MC@3 193,3+9,5 0,128 + 0,01 +28,8 +£1,3
MC@4 206,6 £ 10,5 0,221 + 0,02 -30,9+1,8
MC@1Curc 146,6 £ 12,7 0,303 + 0,03 +27,3+0,6
MC@2Curc 197,9+£ 16,7 0,309 + 0,02 -248+1,2
MC@3Curc  209,5+9,9 0,204 + 0,04 +275+1,3
MC@4Curc 227,1+10,9 0,339 + 0,02 -28,9+£0,7

# andlise realizada em triplicata, n = 3.

Por meio das medidas de DLS foi possivel verificar que o diametro
hidrodindmico (Figura 24a) aumenta a medida que aumenta as camadas de
polimeros depositadas na superficie da amostra MCO. Nas amostras contendo
curcumina, observa-se que os diametros hidrodinamicos sdo sistematicamente
maiores que as amostras brancas, variando de 97,1 nm (MCO) a 227,1 nm
ap0s duas bicamadas (amostra MC@4Curc). Isso indica o0 sucesso da
deposicdo de polimeros e que as nanoestruturas formadas existem como
solucdes coloidais estaveis.

Na Figura 24b, pode-se observar que ha uma inversédo no potencial zeta
entre positivo e negativo (~ +30 mV), devido as propriedades catibnicas e
aniodnicas dos polimeros. O potencial zeta inicialmente negativo para a amostra
MCO varia para positivo/negativo, alternadamente, a medida que a quitosana
ou o alginato sdo depositados na superficie das NPMs, respectivamente.

As amostras contendo curcumina apresentaram comportamento
semelhante, porém com uma reducdo no valor em modulo do potencial zeta.
Isto corre porque em pH 5,0 todos os grupos NH; da quitosana estdo
protonados e livres, porém, ao interagir com os grupos fendlico ou ceto-
enolicos da curcumina, via ligacéo de hidrogénio, a densidade dos grupos NHs"
livres em solucéo diminui, resultando em uma reducéo no valor em médulo do

potencial zeta das nanoparticulas.?**%°

De acordo com Silva et al.*®’

, a incorporacédo de substancias ativas pode
influenciar na estrutura superficial e interna dos materiais devido a diversos
fatores como, diametro, peso molecular, as interagdes com a matriz polimérica,
dentre outros.
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4.5.2. Potencial zeta em funacao do pH

A eficiencia na funcionalizacdo da amostra MCO também foi avaliada
utilizando medidas de potencial zeta em fungdo do pH. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 25.

o @ o  (b)

—a— MCO —a— MC@0
—o— MC@1 —e— MC@1Curc

40+ o MC@2 40+ —A— MC@2Curc
MC@3 —¥— MC@3Curc

20 —+— MC@4 204 V‘V\ﬂ —<4— MC@4Curc

01— T T T T J 0-— T T T T  pH

12

-20 4

Potencial zeta (mV)
Potencial zeta (mV)

-40

-60 -60 -

Figura 25 — Potencial zeta em funcdo do pH obtido para as amostras
brancas (a) e para as amostras contendo curcumina (b).

A partir da curva de potencial zeta obtida na Figura 25, verifica-se que a
amostra MCO apresenta ponto isoelétrico em pH ~ 3,0. Em valores de pH
inferiores ao pKa estimado para a amostra MCO, observa-se um potencial zeta
positivo, ja que os grupos —COOH provenientes do citrato estdo protonados.
Em contrapartida em valores de pH acima do seu pKa, os grupos carboxilicos
estdo desprotonados, gerando um potencial zeta negativo com valor em
modulo relativamente alto.

A medida que as capas de polimero sdo depositas ocorre uma mudanca
no potencial zeta. Ao analisar as amostras MC@1 e MC@3 (Figura 25a) e
MC@1Curc e MC@3Curc (Figura 25b), em que foi depositado QTS e QTS-
Curc, respectivamente, observa-se que o ponto isoelétrico muda drasticamente
para pH ~ 9,0, observando um potencial zeta positivo quando o pH é inferior ao
pKa da quitosana, devido a presenca de grupos —NH; protonados.

Em contrapartida, as amostras revestidas com alginato MC@2 e MC@4
(Figura 25a) e MC@2Curc e MC@4Curc (Figura 25b) apresentam potencial
zeta cada vez mais negativo em pHs acima do pKa do alginato. Nessas

amostras o ponto isoelétrico esta localizado em pH ~ 3,0, semelhante ao ponto
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isoelétrico estimado para a superficie das NPMs revestida com citrato, ja que o
citrato e o alginato possuem grupos semelhantes (-COOH/-COOQO).

As alteracOes observadas no potencial zeta das capas quando
comparado ao potencial zeta da amostra MCO mostram a eficiéncia na
funcionalizacdo da amostra e que os polimeros séo sensiveis ao pH, uma vez
que, o grau de ionizacdo € significativamente alterado em virtude de uma
variacéo no pH proximo ao valor de pKa de seus grupos superficiais.*??

N&o obstante, a similaridade entre as magnitudes de potencial zeta da
primeira e segunda bicamada (Figura 25) é um indicativo da formacédo de
multicamadas uniformes na superficie de NPMs, como relatado por Mendoza-
Dorantes et al."®®. Os autores também relataram que o didmetro pequeno e o
alto valor em médulo do potencial zeta de substratos sao fatores que induzem
a adsorcao de camadas homogéneas de polimeros. No entanto, mais estudos
sé8o necessarios para entender melhor a homogeneidade do nanossistema

obtido neste estudo.
4.5.3. Determinacao do pKa

O pKa das amostras brancas e contendo curcumina foi determinado por
meio de titulacdo potenciométrica e condutimétrica simultaneas e os resultados
obtidos estédo apresentados na Figura 26. As curvas de titulacdo para todas as
capas mostram claramente que o sistema mantém o comportamento de acido-
base monoprotico, resultando em apenas dois sitios superficiais distintos pH-
dependente.

Para as amostras MC@1 e MC@3 e MC@1Curc e MC@3Curc, onde
foram depositadas QTS e QTS-Curc, respectivamente, observa-se duas zonas
distintas, porém inversa ao observado nas titulacbes da quitosana. Nessas
amostras, na primeira zona, os grupos -NH, encontra-se protonados. A medida
gue o titulante (NaOH) é adicionado verifica-se uma reducdo nos valores de
condutividade, sendo o fim da primeira zona correspondente ao total de grupos
-NH;" titulados. Na segunda zona, observa-se um aumento acentuado na

condutividade devido ao excesso de titulante.
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Figura 26 — Curvas de titulagcdo potenciométrica (@) e condutimétrica (O)
obtidas para as amostras funcionalizadas.

Ja nas curvas de titulacdo das amostras MC@2 e MC@4 e MC@2Curc
e MC@4Curc, onde foi depositado alginato, observa-se também dois
fendmenos fisico-quimicos distintos, similares ao obtido nas titulagdes do
alginato. Isto é, a zona 1 € marcada pela reducdo nos valores de condutividade
devido a protonacdo do grupo carboxilico seguido de um aumento na
condutividade (zona 2) devido do excesso de H3O" na dispersao.

Verifica-se ainda que em todas as curvas o ponto de equivaléncia esta
localizado na interseccdo dos dois segmentos lineares da curva de
condutividade, por meio do qual se determinou os valores de pKa (indicados
nas Figura 26) das amostras funcionalizadas.

Os valores de pKa obtidos para cada amostra indicam que houve um
revestimento satisfatério da superficie da amostra MCO, ja que concordam com

o valor de pKa tedrico e obtido experimentalmente para os biopolimeros.
4.5.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)
A imagem tipica de MET obtida para a amostra MC@4, em que NPMs

foram revestidas com duas bicamadas de QTS/ALG esta representada na

Figura 27.
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Figura 27 — Microscopia eletronica de transmissao obtida para a amotra
MC@4 com diferentes amplificacdes.

Conforme observado, as NPNs estdo dispersas homogeneamente em
uma fase polimérica com distancias interparticulas de ~ 3-5 nm. Na Figura 27
foi possivel observar que os agrupamentos de NPMs/polimeros ndo sao
homogéneos tanto em relacdo a morfologia quanto ao diametro. Resultados
semelhantes foram obtidos por Zhang et al.*° ao recobrir NPMs de Fe;O4 com

1.14° a0 recobrir

guitosana para encapsulacdo da celulose e por Lido et a
nanoparticulas de magnetita com alginato.

Devido a formacéo de grandes aglomerados nao foi possivel realizar a
contagem das nanoparticulas e, consequentemente, a medida do diametro e
da espessura da camada de polimeros nas amostras funcionalizadas. A
formacdo dos aglomerados pode estar relacionada com a forte tendéncia a
aglomeracdo polimérica' e as interacdes magnéticas interparticulas®,
principalmente durante a preparacdo da amostra para a analise de MET. No
entanto, os diametros hidrodindAmicos moderados, 0os pequenos valores de PDI
e o0s altos valores em moddulo do potencial zeta, determinados por DLS
associados a alta estabilidade coloidal observada indicam que, na solugéo, séo
encontradas nanoestruturas mais discretas.**®

As imagens de MET obtidas para as demais amostras com diferentes
composi¢cdes de camada de polimeros e/ou com curcumina apresentam perfis

morfolégicos e dimensionais semelhantes ao obtido para a amostra MC@4.
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4.5.5. Andlise porosimétrica e da &rea superficial por Brunauer-Emmett—
Teller (BET)

Na Figura 28, encontra-se o perfil das isotermas de adsorgédo/dessorcao
de nitrogénio obtidas por BET para a amostra MCO antes e apls a
funcionalizagdo com polimeros. De acordo com a classificagdo da International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)*** as isotermas obtidas para
todas as amostras séo do tipo IV, j& que apresentam um laco de histerese que
aparecem quando as curvas de adsorcdo e dessorcdo ndo coincidem.'* A
histerese ocorre em diferentes valores de pressao relativa e sua forma é
determinada principalmente pela geometria dos poros. Assim, as isotermas das
amostras analisadas possuem uma histerese do tipo H2, comum em materiais
mesoporosos, que apresentam distribuicdo de tamanhos de poros e forma nao

muito bem definida.

120 MCoO
> —@— Adsor¢éo
=~ ~
C‘OE 100 { —@— Desor¢éo
S
o 80
§=
S 60-
(@]
3
T 40
£
S 204
°
> 4l
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Pressao relativa (P/Po)
100 MC@1 50 MC@1Curc
= —@— Adsorgéo =y —@— Adsorcao
g 80 —@— Desorgdo E 40/ —9— Desorcéo
e S
S S
= 60 2 30
c S
o (@]
3 40- 3 20
@ &
[<b] (5
E 2] E 10
° °
> >
0+ 0-
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
Presséo relativa (P/Po) Presséo relativa (P/Po)

77



100

MC@2

80

60

40

20

Volume adsorvido (cm?/g)

—Q— Adsorgéo
—@— Desorc¢éao

60

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Presséo relativa (P/Po)

MC@3

1,0

50 -

40

30

20

10

Volume adsorvido (cm>®/g)

—Q— Adsorc¢ao
—— Desorcédo

50

00 02 04 06 08
Pressdo relativa (P/Po)

MC@4

1,0

40

30

20

10

Volume adsorvido cm?/g)

—@— Adsorcéo
—@— Desorc¢do

Figura 28 — Isotermas de ador¢céo/dessorcao obtidas por BET para a

00 02 04 06 08
Pressao relativa (P/Po)

1,0

Volume adsorvido (cm3/g) Volume adsorvido (cm3/g)

Volume adsorvido (cm3/g)

w
o

MC@2Curc

20

10

—Q— Adsor¢éo
—Q— Desorcéo

30

0,0 0,2 0,4 0,6 0.8
Pressao relativa (P/Po)

MC@3Curc

20

10 -

—@— Adsorcao
—— Desor¢éo

30

00 02 04 06 08
Pressdo relativa (P/Po)
MC@4Curc

10

—Q— Adsorcao
—— Desorgéo

00 02 04 06 08
Pressao relativa (P/Po)

amostra MCO antes e ap6s a funcionalizacao.

1,0

Com base nas isotermas de adsorcao/dessorcdo, método BET, foi

possivel obter a area superficial, o volume médio dos poros e o diametro médio

dos poros para a amostra MCO antes e apds a funcionalizagdo com polimeros,

cujos resultados estéo listados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados da porosidade obtidos por BET para a amostra
MCO antes e ap6s a funcionalizacdo com biopolimeros.

Amostras Area superficial Volume médio dos Diametro médio
(m?/g) poros (cm®/g) dos poros (A)

MCO 81,28 0,171 84,2
MC@1 43.18 0.126 109.4
MC@2 39.33 0.124 125.9
MC@3 22.45 0.084 150.4
MC@4 19.57 0.069 142.0
MC@1Curc 21.02 0.064 122.4
MC@2Curc 12.11 0.045 150.3
MC@3Curc 9.76 0.039 161.4
MC@4Curc 9.74 0.038 157.0

Os resultados de BET se apresentaram altamente satisfatorios, ja que
ocorreu uma reducado na area superficial da amostra MCO devido ao aumento
da camada polimérica depositada em sua superficie. A reducdo na area
superficial indica que as cavidades seletivas das NPMs ficam menos expostas
apos o recobrimento, isto €, a area superficial mantém uma relacéo direta com
volume meédio dos poros. Em contrapartida, se verifica que ndo houve uma
correlacdo entre a area superficial e o diametro médio dos poros, ndo estando

de acordo, com Lowell e Shields!*

, que diz que a area superficial €&
inversamente proporcional ao diamentro de poros.

Vale ressaltar que a falta de correlacao entre o diametro médio de poros
e a area superficial observada nas amostras funcionalizadas com polimeros
pode estar relacionada as ligacdes entrecruzadas estabelecidas entre os
polimeros durante o processo de deposi¢ao por LbL, que levaram a formacao
de poros com distribuicdo de tamanhos irregular.

Segundo a IUPAC'** os poros podem ser classificados de acordo com
seus diametros médios, isto é, microporos (diametro < 20 A), mesoporos
(diametro na faixa de 20 a 500 A) e macroporos (diametro > 500 A). Desta
forma, as amostras analisadas sdo mesoporosas, jA que os valores de
diametro médio de poros obtidos estdo na faixa de 20 a 500 A. Este dado
corrobora com o tipo de isoterma obtida para as amostras.

Nas amostras contendo curcumina observou-se que os valores de area
superficial e volume médio de poros foram relativamente mais baixos, quando
comparados aos valores obtidos para as amostras brancas. Isto indica a
encapsulacdo do farmaco, que provoca alteracdes nas caracteristicas das

amostras.*®’
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Resultados semelhantes foram obtidos por Yang et al.'*’, ao avaliar a
porosidade e a area superficial de dois tipos de compostos hibridos
inorganicos/organicos baseados em nanotubos de silica revestidos com
poliméros sensiveis ao pH pelo método de deposicao LbL para encapsulagéo e
liberacdo da doxorrubicina. O primeiro composto hibrido consistiu em
nanotubos de silica revestidos com policloridrato de alilamina (PAH) e
poliestireno sulfonato de sodio (PSS) e o segundo em nanotubos de silica
revestidos com quitosana e alginato de sodio. Os resultados mostraram que as
isotermas obitda para os dois compostos hibridos também foram do tipo IV e
gue ocorreu uma reducdo na area superficial e no volume médio de poros dos
nanotubos a medida que os polimeros foram depositados, indicando a

eficiéncia no revestimento.

4.5.6. Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia de FTIR foi utilizada como ferramenta para analisar as
principais bandas caracteristicas dos grupamentos quimicos presentes nos
polimeros (quitosana e alginato), na curcumina, na amostra MCO, bem como as
possiveis interacdes ocorridas entre estes constituintes na funcionalizacdo das
NMPs. Os espectros de FTIR obitdos na faixa de 4000-400 nm para todas as
amostras estéo representados na Figura 29.

No espectro da amostra MCO (Figuras 29), observou-se as bandas em
aproximadamente 946 e 840 cm™ referente aos estiramentos vi e Vs

198 3 banda em 1394 cm™ atribuida as vibracdes

caracteristicos da MnFe;0,,
angulares Fe-O-H na aFeOOH tipica da fase goethita, em 1589 cm™ atribuida
aos modos assimétricos Va,s(COOH) e simétrico vs(COOH), confirmando a
presenca de moléculas de citrato adsorvido e, consequentemente, que a troca
de ligantes na superficie da MnFe,O, foi bem sucedida.**® Observou-se ainda a
banda em 3415 cm™ referente & ligagdo —OH da &agua de hidratacdo e
cristalizacao.

As principais bandas observadas para a quitosana (Figura 29) estdo em
1153 cm™ atribuida & ligacdo C-O-C da glicose B 1-4, em 1257-1377 cm™
referente & ligacdo C-N, em 1593 cm™ atribuida as vibraces de deformacéo do
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N-H de amina primaria, em 1658 cm™ referente & ligacdo C=0O da amida I, em
2877 cm™ relacionada a ligagdo C-H e em 3363 cm™ referente ao estiramento
da ligacdo —OH da hidroxila.****%!

Para o alginato (Figura 29), foram observados os picos em 1029 cm™
referente & ligagdo C-O-C, em 1095 cm™ atribuido a ligacdo C-OH do &lcool
ciclico, em 1307 cm™ relacionado & deformacdo axial da ligacdo C-O dos
grupos carboxilicos, em 1417 e 1616 cm™ atribuidos aos modos simétrico e
assimétrico dos grupos —COOH, respectivamente e em 3421 cm™ referente ao

estiramento da ligacdo —OH.*%**!
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Figura 29 — Espetros de FTIR obtidos para: (a) amostras brancas e
(b) amostras contendo curcumina e, seus respectivos constituintes.

As amostras brancas (Figura 29a) também apresentaram as bandas
caracteristicos da MnFe,O4 em 946 e 840 cm™, confirmando a interacdo das
NPMs com os grupos de polimeros. Observou-se ainda a banda em 1155 cm™
atribuida & ligagdo C-O-C da glicemia B 1-4, as vibracdes em 1282-1305 cm™
relacionadas a ligacdo C-N, a ligacdo C=0 da amida | localizada em ~ 1637
cm™ e o estiramento em 1588 cm™ relacionado & ligacdo N-H do grupo -NHs"
presente na quitosana. Além disso, foram identificados os picos em 1020 cm™
e 1413 cm™ atribuidos & ligagcdo C-O-C e ao modo vibracional simétrico vs(-
COOH), respectivamente, indicando a presenca do alginato nas amostras. Os

deslocamentos observados nas bandas de absorcdo dos grupos amina,

82



carboxilicos e amida podem ser relacionadas as interacdes idnicas ocorridas
entre o alginato e a quitosana.*

A curcumina foi caracterizada pela presenca de bandas em 1070 cm™
referente ao estiramento da ligacdo C—O—C do éter, em 1382 cm™ relacionada
ao estiramento dos grupos CH,, em 1429-1510 cm™ referente & ligacdo C=C do
anel aromatico, em 1629 cm™ atribuida & ligacdo C=0 da cetona conjugada e
em 3467 cm™ relacionada & ligacdo do OH fenélico™?, conforme observado na
Figura 29b.

Além de bandas que confirmam a presenca dos polimeros e da ferrita de
manganés revestida com citrato, foi possivel identificar nos espectros das
amostras contendo curcumina (Figura 29b) a banda em 1074 cm™ relacionada
ao estiramento C-O-C do éter, em 1384 cm™ referente a ligacdo CH,, em 1429-
1510 cm™, atribuida ao estiramento C=C do anel aromatico e em 1627 cm™,
atribuida a ligacdo C=0 da cetona conjugada, confirmando, assim, a presenca
do farmaco nas nanoestruturas. Ainda nos espectros das amostras contendo
curcumina, observou-se um ligeiro deslocamento dos picos, quando
comparados aos seus equivalentes no espectro de curcumina pura, 0 que

indica a interag&o do corante com quitosana.?**?

4.5.7. Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (XPS)

Com a finalidade de analisar a composicdo quimica superficial das
amostras funcionalizadas e dos seus respectivos constituintes, bem como as
possiveis interacdes ocorridas entre os polimeros e as NPMs foram adquiridos
espectros de XPS de alta resolucado para os elementos: O 1s, N 1s, Fe 2p e Mn
2p na regido correspondente a energia de ligacdo do C 1s (285 eV). Os

espectros obtidos para todas as amostras estéo representados na Figura 30.
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Figura 30 — Espectros de XPS obtidos para as amostras funcionalizadas e
seus respectivos constituintes.

Nos espectros de Fe 2p foi possivel confirmar as energias de ligagdo em
710,0 eV e 712,0 eV relacionadas aos picos Fe 2py3 e Fe 2pi». Ja nos
espectros de Mn 2p identificou-se os picos Mn 2psz, em 642,0 eV e Mn 2py, em
655,0 eV.''®

Os espectros de N 1s obtidos a partir de amostras em varios estagios da
modificacdo da superficie foram deconvoluidos em trés picos na faixa de
energia de ligacdo de 392-406 eV. Assim, o pico em 401,3 eV corresponde a
energia de ligacdo de N-H* devido a presenca da quitosana, enquanto o pico a
404,3 eV refere-se ao grupo N-O e indica a interacdo entre quitosana e
alginato.*> Além disso, observou-se uma componente em 399,5 eV referente a
energia de ligacdo do grupo C-N, que indica a interacdo entre NH, de
quitosana e a curcumina.*®*

Nos espectros de O 1s, observou-se os picos em 532,4 eV e 530 eV
correspondentes as energias de ligacdo dos grupos C-O-C, Fe-O e Mn-O.
Ainda nos espectros de O 1s é possivel notar também diferencas entre as
amostras, pois apesar de serem ajustados com 0 mesmo numero de
componentes, com menor largura de linha, ocorreu um ligeiro deslocamento
dos maximos para energias menores em algumas amostras. Do efeito, nao foi

observada a componente centrada em torno de 536,6 eV relacionada a
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presenca de umidade na superficie das amostras, indicando que o processo de
secagem resultou na decomposicdo ou evaporacéo da agua adsorvida.**®

Nos espectros de XPS cada pico de energia de ligacéo foi decomposto
em um numero de componentes apropriadas as possiveis ligacdes presentes
nas amostras até alcancar o melhor ajuste. Desta forma, a Tabela 6 apresenta
os valores dos maximos de cada componente do pico de energia de ligacdo
analisado e as concentracdes dos elementos em porcentagem atbmica (% at)

para todas as amostras funcionalizadas e seus respectivos constituintes.

Tabela 6 — Composicao quimica da superficie em (% at) obtida por XPS
para as amostras funcionalizadas e seus constituintes.

Amostras Fe (%at) Mn (%at) O (%at) N(%at) C(%at) Na (% at)

MCO 3,3 0,3 43,6 - 52,6 0,2
Quitosana - - 39,7 5,8 54,5 -
QTS-Curc - - 44,9 4,9 50,2 -
Curcumina - - 39,7 - 60,3 -

Alginato - - 32,4 - 50,0 17,6
MC@1 2,9 0,3 41,0 5,8 33,8 16,2
MC@2 2,6 0,2 40,9 3,6 38,4 14,3
MC@3 2,0 0,1 35,7 2,1 36,6 23,5
MC@4 1,8 0,1 29,1 19 34,3 32,8
MC@1Curc 2,8 0,3 50,9 5,7 38,1 2,2
MC@2Curc 2,1 0,2 51,6 4,3 39,9 1,9
MC@3Curc 19 0,2 45,1 3,2 41,4 8,2
MC@4Curc 1,2 0,1 41,2 1,8 40,4 15,3

Na composicdo da amostra MCO além de O, Fe e Mn observou-se a
presenca de C e Na (52,6 e 0,2%, respctivamente), que pode ser atribuido ao
acido citrico, utilizado para modificar a superficie da MnFe,O,4 e ao citrato de
sédio, utilizado para ajustar o pH da amostra. J& a composi¢cdo quimica obtida
para a QTS e para o ALG esta de acordo com os dados obtidos na analise de
XPS realizada por Rodrigues et al.**°,

Nas amostras brancas e contendo curcumina foram identificados apenas
0s elementos presentes nas estruturas dos seus precursores, indicando a
auséncia de contaminacdo durante o processo de deposi¢do das camadas de
polimeros. A presenca de curcumina nas amostras foi ainda confirmada com
base no aumento da relacdo de massa atbmica de O/C nas amostras contendo

curcumina MC@1Curc (1,33), MC@2Curc (1,29), MC@3Curc (1,09) e
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Perda de massa (%)

MC@4Curc (1,02), quando comparado as amostras brancas MC@1 (1,21),
MC@2 (1,06), MC@3 (0,98) e MC@4 (0,84).

Foi possivel observar ainda uma redugédo na intensidade dos picos nos
espectros de Fe 2p e Mn 2p e um aumento na intensidade dos picos nos
espectros de N 1s a medida que as camadas de polimeros foram depositadas
na superficie das NPMs, corroborando com a analise realizada por FTIR, que
mostra a eficiénca na funcionalizagdo das NPMs com polimeros e a

encapsulacéo da curcumina.
4.5.8. Andlise Termogravimétrica (TGA)

Na Figura 31 estdo representadas as curvas de TGA obtidas para NMPs

funcionalizadas com polimeros e seus respectivos constituintes.

(a) (b)
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Figura 31 - Analise termogravimétrica obtida para: (a) amostras brancas e
(b) amostras contendo curcumina e, seus respectivos constituintes.

Para a amostra MCO (Figura 31), observou-se dois estagios de perda de
massa, resultando em uma degradacdo maxima de 17,1 %. O primeiro no
intervalo de 35 a 320°C referente a perda de agua e o segundo de 320 a 600°C
atribuido a degradacdo de moléculas de citrato ligadas a superficie das
NPMs. '’

A curva de TGA obtida para a quitosana (Figura 31) exibe um
comportamento tipico para este polissacarideo, apresentando dois estagios
distintos, resultando em uma perda de massa maxima de 58,2 %. O primeiro

estagio foi observado no intervalo de 35 a 217°C, que corresponde a perda de
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moléculas de 4gua associadas aos grupos amina e hidroxilas do polimero por
meio de liga¢bes de hidrogénio. J&4 o segundo ocorreu no intervalo de 217 a
600°C atribuida a degradacdo térmica, que tem inicio com a quebra aleatéria
de ligacdes glicosidicas, seguida da decomposi¢cdo das unidades acetiladas e
desacetiladas da quitosana.'*®

Para o alginato de sédio (Figura 31) observou-se trés perfis de perda de
massa, sendo o primeiro no intervalo de 35 a 177°C atribuido a perda de
moléculas de agua. O segundo no intervalo de 177 a 320°C correspondente a
degradacdo do alginato de sédio em carbonato de sddio (Na,CO3); e o terceiro
estagio, no intervalo de 320 a 600°C referente a decomposic¢do do carbonato
de s6dio em 6xido de sédio (Na,0O).*° A degradacdo maxima observada nas
curvas de alginato foi de 60,8 %.

Na curva de TGA obtida para a curcumina (Figura 31b) detectou-se
também trés estagios com perda de massa maxima de 54,7 %. O primeiro
ocorreu no intervalo de 35 a 191°C, correspondendo a perda de moléculas de
agua e o segundo e terceiro nos intervalos de 191 a 437°C e 437 a 600°C,
respectivamente, referentes & decomposicéo da curcumina.?’

As NPMs revestidas com polimeros exibiram dois estagios de perda de
massa (Figura 31a). O primeiro correspondente a evaporacdo de agua livre e
guimicamente ligada, e o segundo relacionado a decomposicdo térmica do
material organico depositado na superficie das NPMs.**® Por conseguinte,
como também observado em outro estudo,”® as amostras revestidas com
polimeros apresentaram maior estabilidade térmica, quando comparadas aos
seus constituintes puros, pois foi necessario uma temperatura mais elevada
para a degradacdo do material organico.

Para as amostras contendo curcumina (Figura 31b), foi observado
comportamento semelhante, no entanto, nestas amostras, a degradacédo dos
biopolimeros foi deslocada para temperaturas mais baixas, quando
comparadas com amostras sem curcumina. Isso indica a presenca de um
material intercalado, ou seja, a curcumina, que reduz a estabilidade térmica do
revestimento polimérico.

A perda de massa maxima obtida por TGA para todas as amostras
sintetizadas esta listada na Tabela 7, na qual se observou um aumento da
perda de massa da amostra MC@1 para MC@4, confirmando a sucessiva
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deposicao de QTS e ALG na superficie das NPMs. No entanto, por TGA néo foi
possivel estimar quantitativamente com precisdo a relacdo NPMs/polimero,
uma vez que os polimeros ndo foram totalmente degradados no intervalo de

temperatura analisado.

Tabela 7 — Perda de massa obtida por TGA e porcentagem de MnFe;04
obtida por ICP-OES.

Perda de
Amostra Estagio 1 Estéagio 2 Estagio 3 massa_ lzﬂo/rgl:nelzn?)zt
(% m/m)
T | P T, | P T | Ps
MCO 35-320 7.7  320-600 9.4 17.1 81.6
Quitosana 35-217 4,9  217-600 53,3 58,2
Alginato 35-177 11,8 177-320 38,1 320-600 10,9 60,8
Curcumina 35191 0,7 191437 53,6 437-600 04 54,7
MC@1 35-174 3,7  174-600 19,4 23,1 73,7
MC@2 35-195 3,7  195-600 22,8 26,5 71,3
MC@3 35-180 4,5  180-600 24,9 29,4 35,3
MC@4 35-191 4,6  191-600 27,0 32,5 32,5
MC@1Curc  35-173 3,6  173-600 20,5 24,1 73,2
MC@2Curc  35-171 6,2  171-600 20,8 27,0 71,3
MC@3Curc  35-171 4,2  171-600 24,6 28,8 66,9
MC@4Curc  35-171 4,3  171-600 25,7 30,0 35,8

& Intervalo de temperatura de maxima velocidade de degradacéo, °C.
P Porcentagem de perda de massa em cada estagio de degradacao.
¢ Perda de massa em % a 600°C.

Ainda na Tabela 7, observa-se as porcentagens de massa da MnFe,0O4
estimadas a partir de medicfes por ICP-OES. Os dados de ICP-OES mostram
gue houve um aumento na perda de polimero na amostra MC@1 (26,3 % m/m)
para 67,5 % m/m apds a quarta interagdo com polimeros. Os resultados
indicam que a medida que aumenta a camada de polimero depositada na
superficie das NPMs, a relacdo de massa de NPMs/polimero diminui,
concordando qualitativamente com os dados obtidos por TGA, e com a

hipétese de um procedimento de revestimento bem sucedido.
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M(emu/g)

4.5.9. Medidas de magnetizagcao

Nas curvas de magnetizacao (M), a temperatura ambiente, em fungéo do
campo magnético aplicado (H), obtidas para a amostra MCO antes e apds 0s
sucessivos revestimentos com polimeros foi observado um comportamento
superparamagnético em concordancia com a auséncia de magnetizacao
remanente e coercitividade, mesmo apés a retirada do campo magnético,

conforme Figura 32 e Tabela 8.
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Figura 32 — Curvas de magnetizacao de saturacdo obtidas para: (a)
amostras brancas e (b) amostras contendo curcumina.

Tabela 8 — Valores de magnetizacédo de saturacao obtidos para as
amostras brancas e contendo curcumina.

Amostra Valores de magnetizacao (emu/q)

MCO 41,1
MC@1 38,0
MC@2 35,8
MC@3 17,4
MC@4 15,3
MC@1Curc 37,6
MC@2Curc 35,8
MC@3Curc 33,1
MC@4Curc 18,5

Para a amostra MCO, observou-se que a magnetizacdo de saturacao,
determinada no campo magnético maximo aplicado, foi de 41,1 emu/g. No
entanto, ao descontar a massa de citrato, o valor de magnetizacdo obtido (MS

~ 48,0 emu/g) é inferior ao valor em massa da ferrita de manganés (57,1
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emu/g)*®. Essa reducdo no valor de MS da amostra pode estar relacionada a
massa do citrato ligado na superficie da MnFe,04*"'%? que afetam as
propriedades magnéticas das particulas.

Ainda na Tabela 8, detectou-se que o valor da magnetizacdo de
saturacdo das NPMs revestidas com polimeros diminui com o aumento da
camada de polimero depositada na superficie da amostra MCO, indicando que
0 nucleo magnético da MnFe,O, foi revestido com camadas crescentes de
material diamagnético®®, neste caso QTS e ALG.

Estes resultados corroboram a eficacia da técnica de LbL, afirmando
com precisdo que a espessura do revestimento polimérico no substrato de
nanoparticulas ndao prejudica sua propriedade magnética. Este € um tdpico
chave na hipertermia magnética para aplicacdes de liberagdo de farmaco
assistida por magneto, jA que o0 aumento da relacdo material “nao-
magnético’’magnético no nanossistema poderia prejudicar sua resposta ao
aplicar um campo magnético alternado. Assim, neste trabalho, escolhemos
apenas quatro camadas de polimeros para revestir as NPMs com a finalidade
de limitar a magnetizacdo do nanossistema polimérico-magnético a cerca de
50% (no maximo) em relacdo a magnetizacdo das NPMs sem revestimento.

Concomitantemente, a baixo campo e regime diluido, o parametro de
interacdo dipolar y pode ser relacionado a susceptibilidade magnética inicial o
= OM/OH por meio da expressdo de Langevin descrita como: v = 3y0.'% Desta
forma, a partir de dados experimentais, a estimativa dos valores de y mostrou
um regime de interacéo dipolar mais baixa na amostra MC@4 (y ~ 1,0), quando
comparada a amostra MCO (y ~ 3,0), concordando com os resultados obtidos
por MET, que apresentaram NPMs homogéneas dispersas em uma fase de
polimero. Para as amostras contendo curcumina foi observado um
comportamento magnético semelhante (Figura 32b). Contudo, seus valores de
magnetizacdo de saturacdo (Tabela 8) foram ligeiramente inferiores aos
obtidos para as amostras brancas, indicando também a presenca de uma
massa extra ndo magnética (curcumina) nas amostras.

Tais resultados podem ter implicacdes relevantes na liberagao
controlada/assistida de farmacos por meio de NPMs, ja que a distancia

superficie-superficie das nanoparticulas € um parametro importante que
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modula a hipertermia magnética, melhorando, assim, a amplitude de suas
aplicacbes neste campo.'®* N&o obstante, isso ainda pode ter uma contribuigéo
importante em aplicagbes ndo convencionais de hipertermia magnética, como,
por exemplo, na reciclagem controlada remotamente de nanosorventes

magnéticos durante o tratamento de agua contendo poluentes.*®

4.6. Caracterizagdo da curcumina
4.6.1. Comportamento espectroscopico da curcumina

A curcumina é considerada um &cido fraco, que apresenta trés valores
de pKa estimados (8,38; 9,88 e; 10,51)*® correspondentes aos trés equilibrios
acido-base, conforme observado na Figura 33. Em meio aquoso a curcumina
permanece nas formas ceto e enol e normalmente se converte na forma enol
em outros solventes.'”® Todavia, dependendo do pH do meio, a curcumina

exibe estrutura, cor e comprimento de onda maximo diferenciados.?

OH OH

H:CO DA OCH;
HA" pH=1,0
OH O
H:CO P OCH
HiA HO O O oH

Wl pKa, = 8,38

2 e pH=2,0a8,0
H;CO A A OCH,
HZA- HO' O O OH
| pKa,=9,88
[ e}
H;CO. [N = OCH;
HAZ U L, pH=9,0a10,0
WL pKa; = 10,51

A 5 G Gk & 006 pH=11,0a12,0
. -

Figura 33 — Equilibrios acido-base da curcumina. (Adaptada de: Sueth-
Santiago et al. %).

Assim, com o intuido de entender melhor as mudancas no
comportamento da curcumina em diferentes pHs, foram realizadas medidas
espectroscopicas, cujos resultados estao ilustrados na Figura 34.

Com base nos espectros de UV-Vis (Figura 34a) foi possivel observar

que o corante apresenta valor de Amax igual a 429 nm em valores de pH 2,0 a
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Absorbancia (a.u)

8,0. Em pH 9,0, ap6s o primeiro valor de pKa do corante observa-se um ligeiro
deslocamento do Amax para 432 nm. J& em pH 10,0, proximo ao seu segundo
valor de pKa, observou-se um deslocamento significativo N0 Amax do corante
para 445 nm, devido a mudanca em sua estrutura. Finalmente, nos pH 11,0 e
12,0, em que a curcumina estd completamente desprotonada e com coloracao
avermelhada, observou-se que 0 seu Amax atingiu valores de 457 nm e 462 nm,
respectivamente. Ainda nos espectros de UV-Vis, detectou-se um ligeiro
aumento na intensidade de absorbancia em pHs mais alcalinos. Isto se deve
também as formas desprotonadas da curcumina, que apresentam maior

absortividade molar.*®’

) (b)
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Figura 34 — Comportamento da curcumina em diferentes pHs observado
por: (a) Espectroscopia de UV-Vis e (b) Espectroscopia de fluorescéncia.

Nos espectros de fluorescéncia da curcumina em
diferentes pHs (Figura 34b), verificou-se que em toda faixa de pH 0 Aemi foi de
540 nm. Entretanto, a medida que se aumentou o pH, ocorreu uma reducéo na
intensidade de fluorescéncia a 540 nm (banda endlica), o que pode ser devido
a degradacdo da curcumina em pH basico.’®” Consequentemente, & medida
gue o meio se tornou basico surgiu um pico em torno de Aemi 500 nm nos
espectros de fluorescéncia. Isto também pode ser atribuido & degradacao do
corante em meio alcalino, levando a formacgéo de outros compostos aromaticos

menores.%®
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4.6.2. Curva de calibrac&o da curcumina

Embora a curcumina seja mais sollvel em solucdes alcalinas e neutras,
nesta faixa de pH as velocidades de degradacdo hidrolitica do corante sao
relativamente rapidas, tornando-o instavel, pois a medida que se aumenta o pH
para valores neutro ou alcalino, o préton do grupamento fendlico € removido,
levando a destruicdo da estrutura dieno conjugada da molécula de
curcumina.*®’

Desse modo, neste estudo, a analise de eficiéncia de encapsulacéo e o
perfil de liberacdo da curcumina foi realizada em pHs nétro e &cido, ja que em
pHs inferiores aos valores de pKa da curcumina, ha maior estabilidade, devido
a manutencao da estrutura dieno conjugada da molécula. No entanto, antes
das analises, foram construidas as curvas de calibracdo da curcumina (Figura

35) nas respectivas misturas.
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Figura 35 — Curvas de calibragéo obtidas para a curcumina preparada em:

(a) solucao 0,1 mol/L de NaH,PO,4 a pH 7,4:etanol, e (b) solugé&o 0,1 mol/L
de HCl a pH 1,2:etanol.
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Com base na equacgao da reta e nos valores de coeficiente de corregéao
(R?) obtidos, péde-se observar que ambas as curvas apresentaram linearidade

e boa correlacdo entre os pontos.

4.7. Desenvolvimento e validacdo de método analitico para
guantificacdo da curcumina

4.7.1. Validagdo do método

Os espectros de emissao representativos da solucao de 15,0 umol/L de
curcumina e das amostras brancas, obtidos sob as condi¢des de fluorescéncia
especificadas no item 3.2.8.1 estdo apresentados na Figura 36. O espectro da
curcumina apresenta uma banda de emisséo intensa na regido de comprimento
de onda de 450-700 nm, exibindo uma fluorescéncia maxima em Aemi 540 nm.
JA nos espectros das amostras brancas, nédo foi detectada nenhuma
interferéncia das nanoparticulas no Aemi 540 Nnm sob as condigdes fluorimétricas

empregadas, garantindo, desta forma, a especificidade do método.

400000

—— Curcumina
—MC@1
—MC@2
— mc@3
— mc@4

300000

200000

100000 -

Intensidade de fluorescéncia

450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 36 — Espectro de fluorescéncia obtido para a curcumina e para as
amostras brancas.

A linearidade como resposta do detector foi calculada a partir da média
de trés curvas de calibracdo da curcumina na faixa de concentracdo de 0,5 a
15,0 umol/L (Figura 35). A partir da equacdo da reta média verificou-se a
lineraridade no intervalo de 0,5 a 15,0 pmol/L, com um coeficiente de

correlacdo de 0,9976. A validade do ensaio foi confirmada por meio de analises
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de variancia (ANOVA), a qual demonstrou que a equacdo de regressao linear
foi significativa (P < 0,05) e o desvio da lineraridade néo significativo.

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) calculado para
o método foi de 0,2 e 14,6 umol/L, respectivamente, indicando que o método é
suficientemente sensivel para ser usado para determinar a eficiéncia de
encapsulacdo do farmaco.

A exatidéo foi calculada a partir da determinacdo de trés medidas das
suspensdes de amostras brancas contaminadas com curcumina. Para este
parametro nao foram observadas diferencas significativas entre a quantificacao
de curcumina adicionada e a quantidade de curcumina encontrada, indicando
exatiddo do método. Os resultados de exatiddo e precisdo intradia e interdia

também estao discriminados na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados de exatid&o e precisao obtida com o método de
guantificacdo desenvolvido.

MC@1 MC@2 MC@3 MC@4
~ Recuperagio® Recuperacdo® Recuperacdo® Recuperacio®
Concentragdo (umol/L) + DPR (%) + DPR (%) + DPR (%) + DPR (%)
0,5 101,3+0,6 96,0+ 0,7 98,0+0,4 95,3+0,2
6,0 97,7+0,3 99,3+0,7 99,4 +0,7 96,5 +0,3
12,0 99,7+ 0,4 99,1+ 0,6 99,5+0,3 99,8 +0,9
Recuperacéo Recuperacéo Recuperacéo Recuperacéo
+ DPR (%) + DPR (%) + DPR (%) + DPR (%)
Precisdo interdia® Dia 1 98,8+ 0,1 94,2 +0,3 98,0+0,3 97,1+0,2
Dia 2 94,7+ 0,3 98,8+ 0,4 98,7 +0,2 95,1+0,1
Dia 3 99,5+ 0,4 98,7+0,1 98,9+0,4 99,2+0,9
Precisdo intradia® 97,7+1,6 97,2+1,9 98,5+1,7 97,1+1,5

% andlise realizada em triplicata, n = 3.

Os teores de curcumina encontrados nos trés diferentes dias foram
equivalentes (P < 0,05) e os valores de desvio padrao relativo estdo dentro do

critério de aceitacdo de 5,0 %, demonstrando a precisao do método.

4.7.2. Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo

Com base nos resultados da avaliacdo da eficiéncia de encapsulacao
obtidos para a curcumina (Tabela 10), registrou-se que houve maior eficiéncia
de encapsulagédo da curcumina nas amostras MC@1Curc e MC@3Curc, onde

é realizada a adicdo do farmaco durante o revestimento com quitosana. Tais
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resultados podem ser associados ao efeito cumulativo e ao aumento da relagao
de massa de biopolimero/NPMs a medida que o nimero de camadas aumenta.
Observa-se ainda que ocorreu uma pequena perda de curcumina da amostra
MC@1Curc para a amostra MC@2Curc e da amostra MC@3Curc para a
amostra MC@4Curc. Isto se deve, provavelmente, ao processo de lavagem

realizado para remover o material polimérico em excesso.

Tabela 10 — Eficiéncia de encapsulacédo, quantidade de curcumina e
recuperac¢ao obtidos a partir das amostras contendo curcumina.

Amostra EficiéncNia de Quan_tidade de Recuperacéao®
encapsulacado (%EE)? curcumina (ug/mg)*® = DPR (%)
MC@1Curc 68,1+1,9 102,2+2,8 103,2+0,8
MC@2Curc 64,3+2,9 96,5+4,3 100,5+0,2
MC@3Curc 78,2+2,4 117,8 + 3,6 98,7+0,4
MC@4Curc 72,7+25 109,0 + 3,8 100,4 + 0,7

% andlise realizada em triplicata, n = 3.

Utilizando a espectroscopia de fluorescéncia, Mazzarino et al.*®®,

guantificaram a curcumina encapsulada em nanoparticulas de quitosana-
policaprolactona. Os autores relataram a encapsulacdo de ~60 ug de
curcumina por mg de nanoparticulas com eficiéncia de encapsulacdo >99 %.
Maniju et al.**, montaram conjugados catidnico/aniénico de curcumina de poli
(vinilpirrolidona)/acido hialurbnico em nanoparticulas magnéticas. A quantidade
de curcumina encapsulada neste nanossistema, determinada por
espectroscopia de UV-Vis foi ~30 ug de curcumina por mg de nanoparticulas.

Das et al.'’®

, também utilizaram a espectroscopia de UV-Vis para quantificar a
curcumina encapsulada em nanoparticulas de quitosana-alginato-plurénico
obtendo uma eficiéncia de encapsulacdo de ~13%,. A alta eficiéncia do
encapsulacdo de curcumina nos nanossistemas sintetizados neste trabalho
parece ser provavelmente devida a uma eficiente estratificacdo de curcumina

intercalada nas camadas de polimeros no nacleo magnético.
4.8. Estudo deliberacdo controlada/assistida in vitro da curcumina
Estudos reportam que a liberacdo controlada de farmacos por meio de

diferentes sistemas de liberacdo pode ocorrer como resposta a estimulos
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especificos, tais como: campos elétricos ou magnéticos, exposicao a ultras-
som, luz, enzimas, sacarideos ou antigenos e altera¢cbes no pH, temperatura
ou estado redox.’*” Assim, neste estudo, a liberacdo controlada in vitro da
curcumina por meio das nanoparticulas polimérico-magnética foi avaliada,
utilizando-se os estimulos de pH, temperatura e campo magnético (hipertermia
magnética).

4.8.1. Estimulo de pH e temperatura

As curvas de liberagdo cumulativa da curcumina a partir das
nanoparticulas polimérico-magnéticas em diferentes pHs e temperaturas
durante o periodo de 240 h (Figura 37) mostram claramente a diferenca no
perfil de liberagdo da curcumina causada pelo aumento da temperatura nas
duas faixas de pH.

O aumento de temperatura gera um aumento do grau de agitacdo das
moléculas de um sistema, o que resulta em uma liberacdo mais acelerada do
farmaco. Na temperatura de hipertermia (43 °C) sdo necessarias apenas 1lh e
9h para liberacdo de ~60% do farmaco encapsulado nas amostras MC@21Curc
e MC@4Curc, respectivamente. Em contrapartida, na temperatura de 25 °C
sdo necessarias aproximadamente 7h e 48h para a amostra MC@ 1Curc atingir
60% de liberacdo nos pHs 7,4 e 1,2, respectivamente, e 120h para que a
amostra MC@4Curc liberar 60% de curcumina em ambos os pHs. Na
temperatura de 37 °C observou-se um perfil de liberagdo da curcumina
moderado. Para todas as amostras, observou-se que a meia vida de liberacéo
(t ¥2), ou seja, o0 tempo necessario para que 50% do farmaco encapsulado seja
liberado, foi reduzida em ~3 vezes no pH 7,4 e em ~4 vezes no pH 1,2, quando
a temperatura foi elevada de 25 °C para 43 °C.

Para todas as amostras, observou-se que a meia vida de liberacao (t %2),
ou seja, 0 tempo necessario para que 50% do farmaco encapsulado seja
liberado, foi reduzida em ~3 vezes no pH 7,4 e em ~4 vezes no pH 1,2, quando

a temperatura foi elevada de 25 °C para 43 °C.
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Figura 37 — Perfil de liberacdo da curcumina por meio das NPMs
funcionalizadas obtido a partir do estimulo de pH e de temperatura.

De maneira similar, o0 aumento do pH do meio resulta em um aumento

significativo da liberacdo da curcumina em todas as amostras analisadas. Isto

€, em pH 7,4, a liberagdo do corante ocorreu de forma mais acelerada, quando

comparado ao pH 1,2.
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Em pH 7,4, os grupos amina da quitosana (pKa = 6,3) ndo se encontram
ionizados, enquanto que 0s grupos carboxilicos do alginato (pKa = 3,3) e 0s
grupos fendlicos da curcumina (pKa = 8,3) estdo desprotonados. Assim, ha um
aumento na densidade de cargas negativas, resultando em uma repulsao
eletrostatica do tipo anion-anion entre os grupos carboxilicos do alginato e
fendlicos da curcumina. Esta repuls@o eletrostética, associada a reducao da
forca de interacdo entre a quitosana e o alginato, desestabiliza as camadas
poliméricas depositadas na superficie das NPMs.*"**"> Como consequéncia, as
moléculas de curcumina associadas as camadas de polimeros adquirem maior
mobilidade, facilitando assim sua liberagdo para o meio.

Em valores de pH mais baixos, especialmente a pH 1,2, quase todos 0s
grupos amino da quitosana estdo completamente protonados e 0s grupos
carboxilicos e fendlicos do alginatoe da curcumina, respectivamente, ndo estédo
ionizados. A presenca de grupos positivamente carregados provoca a repulsao
eletrostatica entre as cadeias da quitosana e, também, a solvatacao desta, o
gue deveria permitir uma maior liberacdo da curcumina. No entanto, isto nédo
ocorre devido ao equilibrio de ionizacéo dos grupos funcionais dos polimeros e
da curcumina, que favorece a formacao de ligacGes de hidrogénio entre a QTS
e 0 ALG.Y'" Esta forte ligacdo faz com que as camadas poliméricas
permanecam estaveis, dificultando a liberacdo da curcumina.

Varios modelos matematicos foram desenvolvidos e estudados para
entender a cinética de liberacdo de farmacos a partir de sistemas de
liberacdo.'® Neste estudo, foram aplicados os modelos de Korsmeyer-Peppas
e Gallagher—Corrigan, a fim de elucidar o mecanismo pelo qual a curcumina é
liberada a partir das amostras polimérico-magnéticas. A escolha do modelo foi
baseada no valor do coeficiente de correlacdo (R? mais alto (superior a
0,9750)'", ja que este é um indicador do melhor ajuste. Os resultados obtidos

para cada modelo estdo apresentados nas Tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 — Resutados obtidos para liberag&o da curcumina, utilizando o
modelo de Korsmeyer-Peppas.
T=25°C T=37°C T=43°C

Amostras k n R? k n R? k n R?

MC@1Curc | 0,17 0,21 0,9268 | 0,20 0,16 0,7437 | 0,25 0,06 0,8587
MC@2Curc | 0,14 0,25 0,8989 | 0,17 0,25 0,8218 | 0,23 0,09 0,9642
MC@3Curc | 0,12 0,25 0,9504 | 0,16 0,27 0,8995| 0,20 0,17 0,9450
MC@4Curc | 0,08 0,27 0,9461 | 0,23 0,29 0,9008 | 0,18 0,23 10,8181

pH 1,2

Amostras k n R? k n R? k n R?

MC@1Curc | 0,23 0,07 0,8595|0,26 0,05 0,8522 0,28 0,05 0,8973
MC@2Curc | 0,21 0,14 0,8881 | 0,24 0,05 0,8164 | 0,27 0,05 0,9632
MC@3Curc | 0,14 0,22 0,9243 | 0,21 0,13 0,8788 | 0,26 0,03 0,9578
MC@4Curc | 0,12 0,22 0,9147 | 0,18 0,18 0,9463 | 0,23 0,08 0,8990

pH 7,4

Tabela 12 — Resutados obtidos para liberagdo da curcumina, utilizando o
modelo de Gallagher—Corrigan.

pH 1,2 pH7,4

Amostras fB kl k2 Tmax R2 fB kl k2 Tmax R2

MC@1Curc | 0,14 0,26 0,012 142,8 0,9783|0,11 0,38 0,007 77,0 0,9752

o MC@2Curc | 0,18 0,18 0,014 193,1 0,9764 | 0,13 0,33 0,007 129,4 0,9829
2 MC@3Curc | 0,14 0,16 0,015 166,1 0,9775| 0,13 0,18 0,013 136,8 0,9750
MC@4Curc | 0,12 0,15 0,018 1694 0,9763| 0,13 0,11 0,016 162,4 0,9609
Amostras | fg Kk, ks, tmax R? fg K4 'S tmax R?
MC@1Curc | 0,25 0,17 0,011 192,4 0,9752 | 0,14 0,28 0,004 0 0,9909
o MC@2Curc | 0,23 0,16 0,012 194,7 0,9784 | 0,13 0,27 0,005 52,3 0,9907
5 MC@3Curc | 0,21 0,15 0,013 193,2 0,9824 | 0,13 0,21 0,007 119,2 0,9886
MC@4Curc | 0,20 0,14 0,018 1945 0,9758 | 0,15 0,20 0,012 166,8 0,9844
Amostras | fg Ky K, tmax R? fg K4 Ko tmax R?
MC@1Curc | 0,19 0,19 0,005 18,7 10,9948 | 0,18 1,31 0,012 0 0,9891
o MC@2Curc | 0,22 0,18 0,010 118,1 0,9929 | 0,17 0,61 0,011 0 0,9839
Q MC@3Curc | 0,26 0,15 0,018 1129 0,9787 | 0,23 0,15 0,004 195,8 0,9894

MC@4Curc | 0,26 0,12 0,024 131,9 0,9764 | 0,28 0,15 0,005 229,9 0,9885

Com base no valor do coeficiente de correlagdo mais alto (Tabelas 11 e
12), os dados dos experimentos de liberacdo da curcumina realizadas em pH
1,2 e 7,4 e em diferentes temperaturas foram melhor ajustados ao modelo de
Gallagher—Corrigan. Além disso, o modelo de Gallagher—Corrigan aproximou
0s pontos experimentais de liberacdo da curcumina melhor do que o modelo de

Korsmeyer-Peppas, conforme observado na Figura 38.
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Figura 38 — Representacao do fitting obtido para a amostra MC@4Curc
com a aplicacdo de modelos matematicos.

Com base no modelo de Gallagher—Corrigan, pode-se dizer que a
cinética de liberagcdo da curcumina, a partir do nanossistema polimérico
magnetoresponsivo, ocorreu em um processo de dois estagios, gerando duas
constantes de liberacdo k; e kp. O primeiro estagio reflete a dissolucdo da
curcumina para o meio, controlada por difusdo e pela solubilidade do farmaco
(k). Ja no segundo estagio, a taxa de liberacdo da curcumina depende da
degradacao do polimero no decorrer do tempo (k»).%

E evidente que as constantes k; e k. desempenharam um papel
inversamente proporcional no processo de liberacdo da curcumina, isto €, a
medida que se aumenta o numero de camadas de polimeros k; diminui
enquanto que k; aumenta, independente da temperatura e do pH.

A reducédo em k; pode ser atribuida ao menor intumescimento a medida
gue aumenta as camadas de polimeros, que leva a uma reducdo no volume
médio de poros, dificultando, desta forma, a difusdo da curcumina para o
meio.”* J4 o aumento em k; esté4 relacionado & degradac&o dos polimeros, isto
€, na amostra MC@4Curc a degradacao dos polimeros é maior que na amostra
MC@1Curc, facilitando, desta forma, a rapida liberacdo da curcumina para o

meio.
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4.8.2. Estimulo de campo magnético (hipertermia magnética)

E notdrio que as nanoparticulas magnéticas podem dissipar certa
guantidade de calor quando submetidas a um campo magnético externo — a
hipertermia magnética.’’> Assim, a proposta desse trabalho foi utilizar esse
calor, gerado remotamento por um estimulo magnético, para promover a
liberagcdo da curcumina encapsulada no nanossistema polimérico-magnético
para o meio de aplicagao.

No entanto, ha varios fatores que podem afetar a capacidade de
dissipacdo térmica dos sistemas magnéticos, como por exemplo, a
composicao, o diametro, a forma, a agregacao, a magnetizacao e concentracao
das NPMs e o tipo e quantidade de material utilizado para modificar a
superficie das NPMs, dentre outros.'”

Neste sentido, foram realizados experimentos controles com 0s
constituintes do nanossistema polimérico-magnético desenvolvido neste
estudo, a fim de avaliar se estes interferem na capacidade de aquecimento das
NPMs apos o revestimento de sua superficie, quando submetidas a um campo
magnético alternado. Os experimentos controles foram realizados também com
a finalidade de estabelecer as condic¢des ideiais para o estudo de liberacdo da
curcumina, e os resultados obtidos estéo ilustrados na Figura 39.

A Figura 39a mostra o comportamento da amostra MCO que aquece por
hipertermia magnética quando submetida a diferentes campos magnéticos
(CMASs), na frequéncia de 326 kHz, durante o intervalo de tempo de 900 s. Na
Figura 39d observa-se ainda que os polimeros e a curcumina isolados néo
sofrem minima interacdo com o campo magnético maximo (190 Oe) na
frequéncia de 326 kHz, durante o periodo de 900 s, indicando, desta foma, que
0 aquecimento gerado pelas amostras brancas (Figura 39b) nas mesmas
condicBes de anadlise foi decorrente do processo de hipertermia magnética

induzida pelo nucleo magnético de nanoparticulas de ferrita.

103



Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

48

44

40

36

32

28

36

34

32

30

wco () (b)

= H=1900e
« H=1700e f=326 kHz " Mcet f = 326 kHz
36+ ¢ MC@2 _
4 a H=1300e 8 A Mc@3 H—190 Oe
v H=900e ) v
< H=500e ;’
7 5 34t
e
©
1™
] o
o
£ 320
(]
|—
30}
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tempo (s) d Tempo (s)
MC@1 (C) 36 ( )
= H=190 Oe f = 326 kHz = NPs QTS/ALG f =326 kHz
e H=170 Oe —_ e NPs QTS-Curc/ALG H= 190 Oe
A H=1300e 8
v 34t
- o
=
e
©
o
o 32
i £
o
|—
30}
0 200 400 600 300 1000 1200 1400 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 39 — Variacdo de temperatura em funcédo do tempo obtida para as
amotras MCO, amostras brancas, QTS/ALG e QTS-Curc/ALG submetidas a
um campo magnético alternado.

Sabendo-se que a amostra MCO antes e ap0s 0 revestimento com 0s
polimeros apresentou um comportamento superparamagnético, pode-se inferir
gue o aquecimento gerado pelas NPMs (Figura 39) ocorreu devido a rotacéo
do momento magnético no interior da particula (relaxamento de Néel) ou a
rotacdo do momento magnético juntamente com a rotacdo das particulas
inseridas em um meio liquido em direcdo ao campo magnético aplicado, sendo
esta rotacdo promovida pela friccdo do liquido (relaxamento Brown) ou ainda
pela combinacdo destes dois mecanismos de aquecimento.

Vale ainda ressaltar que, de fato, a reducdo nos valores de MS e de
concentracdo da ferrita de manganés obtidos por medidas de magnetizagéo e
ICP-OES a medida que aumentou a camada de polimero na superficie da

amostra MCO exerceu uma forte contribuicdo na capacidade de aquecimento
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das NPMs apoés o revestimento. Isto €, a amostra MC@1, que possui um valor
de MS de 38,0 emu/g e uma concentracdo de 73,7 % (m/m) de MnFe;O4
aqueceu aproximadamente 5 vezes mais que a amostra MC@4 com valor de
MS de 15,3 emu/g e concentracdo de 32,5 % (m/m) de ferrita de manganés,
conforme observado na Figura 39b.

Na Figura 39c, pode-se observar que a amostra MC@1 (maior
concentracdo de MnFe,0,4) apresentou maior capacidade de aquecimento no
campo magnético maximo de 190 Oe, na frequéncia de 326 kHz, durante o
periodo de 900 s e que nestas mesmas condi¢des os polimeros isolados néao
possuem capacidade de aquecimento. Nesse sentido, as condi¢des
estabelecidas para os experimentos de liberacdo da curcumina foram:
Frequéncia de 326 kHz (comumente utilizada em testes biologicos in vitro e in
vivo), campo magnético de 190 Oe e tempo de 900 s. O estudo de liberagéo da
curcumina foi realizado em triplicata, sendo as amostras coletadas a cada 180
S e, posteriormente, analisadas por espectroscopia de fluorescéncia nas
condicBes descritas no item 3.2.9.2. Os resultados obtidos para a liberacdo da

curcumina apos a aplicacdo do campo magnético estéo ilustrados na Figura 40.
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Figura 40 — Perfil de liberacdo da curcumina a partir das NPMs polimérico-
magnéticas obtido apds a aplicacdo do campo magnético.

Conforme informado no item 3.2.9.2, a taxa de liberacdo da curcumina
obtida por hipertermia magnética foi comparada com a curva de calibracdo do
corante obtida em solucéo 0,1 mol/L de NaH,PO,4 a pH 7,4:etanol. Desta forma,
ao comparar a liberacdo da curcumina antes e apds a aplicacdo do campo

magnético no pH 7,4, e na temperatura de 43 °C, constatou-se que a liberacédo
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da curcumina ocorreu de forma mais acelerada apos a aplicacdo do campo
magnético. Para a amostra MC@1Curc, por exemplo, foi necessario 1 h para a
liberacdo de ~80 % de curcumina (Figura 37), enquanto que esta mesma
porcentagem de curcumina foi liberada em apenas 180 s apds a aplicacao do
campo magnético (Figura 40). Isso pode ser justificado pelo efeito
magnetocalorifico das nanopatrticulas, que induz a geracdo e transferéncia de
calor para as camadas poliméricas, provocando um aumento da temperatura,
localmente, que leva a uma alteracdo na estrutura conformacional do polimero
ou até mesmo o rompimento de sua estrutura, resultando na rapida difusdo da
curcumina para o meio.

A fim de entender melhor o mecanismo de liberacdo da curcumina a
partir das NPMs funcionalizadas, aplicou-se o modelo matematico de liberagcéo
de primeira ordem proposto por Ritger-Peppas (Equacédo 1). O resultado obtido
apos o ajuste das curvas de liberacdo esta ilustrado na Figura 41.
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Figura 41 — Representacdao do fitting obtido para as amostras contendo
curcumina com a aplicacdo do modelo matematico de primeira ordem.

O modelo de primeira ordem baseia-se em uma equacao de uma linha
reta, em que a constante de liberacéo k € obtida a partir da inclinacdo da reta.
Assim, a partir do fitting realizado até 180 s de liberacdo para todas as
amostras (Figura 41), observa-se que a amostra MC@1Curc apresentou uma
inclinacdo da reta maior que a amostra MC@4Curc. Este aumento na

inclinacdo da reta pode ser atribuido a maior velocidade de liberacdo da
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curcumina a partir da amostra MC@21Curc, o que concorda com os valores de

k, que decrescem a medida que aumenta a camada de polimero.

4.9. Testes biologicos
4.9.1. Avaliacao da atividade citotoxica

O ensaio de MTT foi utilizado para avaliar a citotoxicidade das NPMs
funcionalizadas e da curcumina livre em células tumorais humana de mama
(MCF-7) no periodo de 72h de incubagdo. Os resultados obtidos estdo
representados na Figura 42 e Tabela 13.

A viabilidade celular da curcumina livre e nanoencapsulada (Figura 42)
foi significativamente reduzida (P < 0,0001), apresentando uma atividade
citotoxica dose-dependente, com o0 aumento da concentracdo de curcumina de
40 a 100 pmol/L.
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Figura 42 - Porcentagem de viabilidade celular das células MCF-7 na
presencade: (a) curcumina livre e nanoencapsulada e (b) amostras
brancas. Significativamente diferente do controle: * P < 0,0001.
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Tabela 13 - Viabilidade celular obtida para as células MCF-7 nas diferentes
concentragdes da curcumina livre, amostras brancas e amostras

contendo curcumina no periodo de 72 horas.

Concentragao (umol/L)

Amostras 402 60% 80% 100°?
Controle 100 £ 0,3 100+1,1 100+ 0,5 100 +0,8
Curcumina 35,4+3,0 30,3+3,1 225+0,8 19,7 + 3,8
MC@1 955+4,5 92,1+2,2 89,5+4,2 84,4+4,1
MC@?2 98,8+ 4,9 96,7 + 3,5 91,9+1,8 87,2+3,7
MC@3 99,3+2,3 97,1+3,5 954+25 90,6 +2,6
MC@4 99,8+2,4 99,1+2,2 97,8+ 3,9 94,1+3,1
MC@1Curc 52,2+3,5 48,6 +4,3 41,4+4,8 34,6 +2,3
MC@2Curc 60,9+ 3,9 50,3+3,1 470+ 2,7 422+1,4
MC@3Curc 61,9+4,5 53,7+2,8 49,8 +4,8 42,3+ 3,6
MC@4Curc 63,8+ 3,6 58,4 + 3,3 545 +0,7 49,2 +4,3

% andlise realizada em triplicata, n = 3.

Ao comparar os resultados obtidos com o controle (células nédo tratadas),
observou-se que a curcumina livre provocou uma reducéo de 35,4 a 18,7 % na
viabilidade das células MCF-7. J4 a adicdo das amostras MC@1Curc,
MC@2Curc, MC@3Curc e MC@4Curc resultou em uma reducdo de 52,2 a
34,6 %, 60,9 a 42,2 %, 61.9 a 42.3 % e 63.8 a 49.2 %, respectivamente, na
viabilidade celular a medida que a concentracdo de curcumina aumentou,
conforme visualisado na Figura 42a e Tabela 13.

Ainda na Figura 42a, observou-se que na amostra MC@1Curc houve
uma maior reducdo na viabilidade celular em todas as concentracdes
estudadas, quando comparadas com a amostra MC@4Curc. Isto pode ser
atribuido ao aumento de camadas de polimero biocompativeis na superficie da
amostra MCO, o que diminui a citotoxicidade do ndcleo magnético e dificulta a
imediata disponibilidade da curcumina para 0 meio biolégico, conforme
observado nos estudo de liberacdo da curcumina.

De fato, espera-se que a interacdo com o meio biolégico da curcumina
livre e nanoencapsulada seja diferente, uma vez que a via de absorcéo celular
das nanoparticulas é diferente daquela exibida pelos farmacos livres’®,
enquanto a curcumina livre tem contato direto com a célula facilitando sua
difusdo a membrana'’’, a curcumina nanoencapsulada, penetra na célula por

endocitose'’® e a droga é liberada gradualmente para o meio, levando a uma
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reducdo no efeito citotoxico. No entanto, vale ressaltar que as nanoparticulas
podem ser acumuladas em regifes tumorais que apresentam vascularizacao
anormal e baixa drenagem linfatica (efeito de permeabilidade aprimorada e
retencdo - EPR). Ao se acumular na area de interesse, estes nanossistemas
ndo devem apenas liberar gradualmente uma quantidade elevada do farmaco
no sitio alvo, mas também minimizar os efeitos colaterais nos tecidos normais
e, como resultado, diminuir a toxicidade sistémica.'”

Nos experimentos realizados para avaliar a citotoxicidade das amostras
brancas (Figura 42b), observou-se que, apesar da degradacao gradual parcial
dos polimeros (QTS e ALG), a biocompatibilidade do sistema de liberacdo nao
foi comprometida, uma vez que ndo demonstraram redugdo significativa na
viabilidade das células MCF-7 no periodo de 72h em qualquer concentracao
testada.

O potencial terapéutico da curcumina como agente citotoxico tem sido
amplamente estudado nos ultimos anos. Varios estudos mostram que a
curcumina possui perfis de citotoxicidade distintos, dependendo do tecido
celular e sua concentracdo.’® Em relacdo ao cancer de mama humano,
estudos realizados por Mascarella et al.*®, Bayomi et al.'®!, Boztas et al.'® e

118 a0 avaliar a atividade citotoxica da curcumina livre e

Zhi-Dong et a
nanoencapsulada, utilizando células tumorais humana de mama MCF-7
também obtiveram perfis de viabilidade celular similares aos obtidos neste

estudo.
4.9.2. Estudo dainternalizacdo das amostras nas céulas MCF-7

Observacdes no microscopio eletrénico de transmissdo (Figura 43)
mostraram que apos 6h de exposi¢cdo houve a internalizacdo das amostras
(curcumina livre e MC@3Curc) no citoplasma, nas vesiculas e dentro do nucleo

das céluas MCF-7, apresentando, desta forma, sinais de citotoxicidade.
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Figura 43 - Micrografias eletronicas de transmissao obtidas para as
células MCF-7 expostas a 100 ymol/L de: (a) Curcumina livre (escala =2
pm), (b) amostra MC@3Curc (escala = 0,5 ym) e, (c) células MCF-7 néo
tratadas (escala = 1 ym) durante o periodo de 6h.

As principais alteracbes ultra-microestruturais em todos 0S grupos
tratados foram: agregacdo da cromatina, desnaturacdo mitocondrial, autofagia
e formacdo de corpos apoptéticos, assim como compartimentos
citoplasmaticos, inchaco e desaparecimento do cristato mitocondrial. Estudos
anteriores'®* demonstraram a internalizacéo de nanoparticulas magnéticas com
didmetros semelhantes a das NPMs obtidas neste estudo e de curcumina livre
em MCF-7.

110



5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
5.1. Conclusao

O uso da técnica de deposicdo LbL em conjunto com o estudo de
especiacdo permitiu a obtencdo de um sistema multicore, basedo em NPMs de
MnFe,0, revestidas com quitosana e alginato de sddio para encapsulacao da
curcumina, com diametro hidrodinamico de ~200 nm, distribuicdo estreita,
morfologia heterogénea e comportamento superparamagnético, possivilitando
sua aplicacdo em hipertermia magnética.

Por conseguinte, o0 nanossistema polimérico magnetoresponsivo
apresentou um sinal de inversdo do potencial zeta entre positivo e negativo
(30 mV) de acordo com o pH do meio e com as propriedades
catibnicas/aniénicas dos polimeros depositados na superficie das NPMs,
indicando a eficiéncia no revestimento da superficie das NPMs com os
polimeros e a estabilidade das amostras em solucao aquosa.

A funcionalizacdo das NPMs com polimeros foi ainda confirmada por
meio de titulacdo potenciométrica e condutimétrica simultaneas, BET, FTIR,
XPS, TGA e ICP-OES.

O médodo analitico, utilizando a técnica de espectroscopia de
fluorescéncia, desenvolvido para determinar a eficiénica de encapsulacdo da
curcumina em solucdo 0,1 mol/L de tampdo NaH,PO, a pH 7,4:etanol,
apresentou linearidade, especificidade, exatiddo e precisdo, resultando na
encapsulacéo de ~100 pg de curcumina por mg de nanoparticula.

A liberacdo in vitro da curcumina foi conduzida em diferentes pHs e
temperaturas, sendo observado uma liberagdo mais réapida do corante na
solucdo de pH 7,4 e na temperatura de 43°C. Em todas as amostras foi
observado que a cinética de liberacdo da curcumina ocorreu em um pProcesso
de dois estagios (dissolucdo controlada por difusdo e liberagcdo mais lenta
decorrente da degradacdo dos polimeros), seguindo o modelo de liberacdo de
Gallagher-Corrigan.

Na liberacdo da curcumina por hipertermia magnética, verificou-se uma
liberagdo mais acelerada do farmaco, quando comparado a liberacdo por
estimulos de pH e de temperatura. Neste estudo ficou evidenciado que a
capacidade mangnetocalorifica das NPMs de MnFe,O, citratadas induzem a
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transferéncia de calor para as camadas polimericias, provocando um aumento
da temperatura local, que resulta no rompimento na estrutura do polimero e,
consequentemente, na difusdo da curcumina para o meio, seguindo o modelo
de liberag&o de primeira ordem.

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro da curcumina livre e da
nanoencapsulada, utilizando a linhagem de célula tumoral humana de mama
(MCF-7), mostraram uma redugdo significativa (P <0,001) na viabilidade de
células MCF-7, apresentanto uma atividade citotéxica dose-dependente. Além
do mais, foi observado que o revestimento com polimeros aumentou a
biocompatibilidade das NPMs em meio bioldgico.

De fato, a rota de sintese, proposta neste estudo permitiu a elaboracéo
bem sucedida de um nanossistema multifuncional, baseado em polimeros
biocompativeis e biodegradaveis, com modulacdo da carga superficial,
propriedades magneto-térmicas e alta eficiéncia de encapsulacdo da
curcumina. Este nanossistema €, portanto, uma ferramenta potencialmente
remota e ndo invasiva para uma variedade de aplicacbes biolégicas que
utilizam o efeito da hipertermia, incluindo, principalmente para a liberacdo de

substancias hidrofébicas, como a curcumina.

5.2. Perspectivas

Como sugestédo para continuidade deste trabalho propde-se:

I. Melhorar a estabilidade coloidal e a capacidade magnetocalorifica do
nanossistema polimérico magnétoresponsivo para que tenha maior
eficiéncia na hipertermia magnética,

[I. Estudar o mecanismo de acado in vitro e in vivo da curcumina livre e
nanoencapsulada em diversas linhagens células tumorais;

[ll.  Avaliar a citotoxidade das nanoparticulas apés serem expostas ao
campo magnético;

IV. Realizar estudos tedricos do nanossistemas desenvolvido neste estudo
com simulacées de dinamica molecular, com o intuito de entender o
mecanismo de interagdo entre as NPMs e os polimeros, a
cooperatividade entre as cadeias de polimeros e 0s seus efetos sobre as
propriedades magnéticas e magnetocalorifica.
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