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RESUMO

A curcumina € uma substancia isolada da raiz da carcuma longa que possui diversas
propriedades farmacoldgicas. Sua estrutura com extensa conjugacdo é alvo de
estudos espectroscépicos e ensaios bioldgicos a décadas. Todavia a baixa
solubilidade em agua e a rapida degradacéo na luz dificultam a utilizacdo deste ativo
como um farmaco de tratamento alternativo. Dessa maneira, estratégias para
aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade da curcumina tém sido estudadas a
muitos anos, e uma delas é o nanoencapsulamento. Neste trabalho foi estudada um
sistema auto-nanoemulsificante com curcumina, cedida pela empresa Nanoscoping,
gue possui a capacidade de auto nanoemulsionar instantaneamente em contato com
agua. Foi obtida uma concentracdo de 4,76% para o doseamento de ativo na
formulacédo, e uma eficiéncia de encapsulacéo de 99,1% da formulacao dispersa em
agua. A caracterizacao do sistema foi feita a partir do espalhamento de luz dindmico
(DLS) da dispersao, onde foi obtido um tamanho igual a 16,8 nm e um indice de
polidispersao igual a 0,159. O potencial zeta foi obtido foi -0,6 mV. No estudo de
estabilidade em diferentes valores de pH, o zeta se mostrou dependente do pH,
mostrando valores iguais a -3,1 e -4,2 mV para pH 7 e 8 respectivamente. Em pH
acima de 8 foi possivel ver o deslocamento do comprimento de onda maximo de
absorcdo da curcumina, que passou para 459 nm. O teste DPPH mostrou uma
melhora de disponibilidade do ativo, quando comparando NCUR e CUR em &gua,
porém comparando com valores da literatura notou-se que a capacidade de
sequestrar o radical da nanoformulacéo e do ativo puro é praticamente igual quando
0 ativo esta solubilizado no meio. Esse aumento de disponibilidade também foi
observado com o teste de estabilidade em temperatura ambiente, onde foram
comparadas as concentracfes e a degradacdo da NCUR e da CUR no periodo de 5

dias, a NCUR em presenca de luz apresentou formagao de precipitado no terceiro dia.

Palavras-chave: curcumina, circuma, nanoemulsao, solubilidade, antioxidante.



1. Introducéao

A Curcuma longa L. € um vegetal pertencente a familia das Zingiberaceae,
nativa da india e do sudeste da Asia. Seu uso terapéutico ja é relatado ha séculos
pela medicina Ayurveda, popular na india, sendo utilizada para tratar uma variedade
de enfermidades, como doencas respiratorias, doencas hepaticas e alergias. A
curcuma € rica em curcuminoides que dao o tom amarelado aos rizomas. A curcumina
€ a substancia com teor majoritario nos rizomas da Curcuma longa L. e hoje é
comercializada como uma mistura de trés curcumindides: curcumina (~77%),

desmetoxicurcumina (~17%) e bisdesmetoxicurcumina (~3%).

A curcumina é uma substancia bioativa que possui estrutura simétrica com
conjugacdo por toda molécula e apresenta muitas propriedades biologicas
interessantes, como potencial antioxidante e anti-inflamatoério. Isso faz com que ela
seja objeto de estudo de muitos trabalhos realizados para o desenvolvimento deste
ativo como farmaco para as mais diversas doencas. Entretanto, a curcumina é muito
pouco soluvel em agua, sendo uma substancia com baixa biodisponibilidade e com
pouca absorcao pelo organismo, além de degradar rapidamente em meio basico e na

presenca de luz.

Nesse contexto, a nanotecnologia surge para trazer solugbes com sistemas
nanoestruturados de entrega de ativos, como por exemplo as micelas ou
nanoemulsdes que além de potencializar o efeito terapéutico do farmaco, também
protegem ele de degradacdes e ainda tornam ele mais biodisponivel no organismo
através da liberacdo prolongada e melhora de solubilidade. Os sistemas
nanoestrutados com curcumina vem sendo cada vez mais estudados, pelo grande
potencial farmacolégico que possuem. Ja existem inUmeros trabalhos onde é relatada
as diversas atividades biolégicas que a curcumina possui, como atividade
antioxidante, antiviral, anti-inflamatoria, antitumoral e outras. E ja é cada vez mais
pesquisado como a nanoencapsulacado dela potencializa essas atividades, sendo
estudo para tratamento de varios tipos de doencas, como cancer, HIV, doencas

neurodegenerativas, doengas cardiovasculares e muitas outras.

O presente trabalho busca caracterizar amostras de um sistema auto

nanoemulsificante com curcumina, fazer estudos de estabilidade em diferentes
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valores de pH, bem como comparar a estabilidade do ativo puro e nanoencapsulado
frente exposicado a luz e temperatura ambiente e testar a atividade antioxidante da
formulacéo, visando futuramente se tratar de um produto para administracdo oral que

serd comercializado pela empresa Nanoscoping.
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2. Revisao da literatura

2.1. Cdrcuma

A Curcuma longa L. € um vegetal pertencente a familia das Zingiberaceae,
nativa da india e do sudeste da Asia.12 Com seus primeiros registros sendo datados
de 4000 a.C., a curcuma é uma planta com rizomas tuberosos, arométicos e com
sabor picante caracteristico, também possui folhas basilares verdes e flores amarelas
de calice tubuloso tridentado.!

Os Rizomas da Curcuma séo a parte mais utilizada, sendo muito comum seu
emprego na inddstria alimenticia como tempero ou corante.? O pé com coloracdo
dourada vibrante é a forma mais usada da cUrcuma como especiaria, chamado
também de Turmérico (produto da desidratacdo e moagem dos rizomas da planta).®

Além da vasta aplicacao na industria alimenticia, o uso terapéutico da circuma
ja €é relatado ha séculos pela medicina Ayurveda, popular na india, sendo utilizada
para tratar uma variedade de enfermidades, como: doencas respiratorias, doencas
hepaticas, alergias etc. Também ja é relatado na literatura as diversas acfes do po
amarelo extraido da planta, principalmente atividade antioxidante, antimicrobiana e
anti-inflamatéria.23

A curcuma é composta tanto por 6leo essencial rico em sesquiterpenos
oxigenados (Tumerona, dehidrotumerona), que apresentam o sabor picante
caracteristico, como também por curcuminoides que ddo o tom amarelado aos
rizomas, além de carbinol, resina, amido e outros constituintes.>?# A curcumina é a
substancia com teor majoritario nos rizomas da curcuma longa L., que corresponde
aproximadamente a 2% do p6 de turmérico, e hoje pode ser comprada como uma
mistura de trés curcuminoides: curcumina (~77%), desmetoxicurcumina (~17%) e

bisdesmetoxicurcumina (~3%).2

2.2. Curcumina

7

A curcumina € um metabdlito secundario da classe dos diarilheptandides
isolado da raiz da cdrcuma longa. E também uma B-dicetona, com diversas
propriedades farmacoldgicas. Seu nome IUPAC é (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, com férmula molecular C21H2006, € massa

7

molar 368,4 g.mol1.> A curcumina é uma molécula simétrica, cuja estrutura é
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constituida de dois sistemas de anéis aromaticos que contém um grupo hidroxila e um
grupo metoxi em posigao orto, ligados por uma porgao B-dicetona a,B3-insaturada que

possui 7 carbonos (Figura 1).°

Figura 1. Representacao estrutural da curcumina.

0O 0

HO OH

Fonte: Adaptada de National Center for Biotechnology Information®

A curcumina apresenta um equilibrio tautomeérico (Figura 2), sendo que na faixa
de pH entre 3 e 7, o sentido do enol é favorecido. Em meio muito acido, a curcumina
permanece na sua forma ceto, e assim o carbono que se encontra entre as duas
cetonas possui hibridizacdo sp?, trazendo entdo uma torcdo para a molécula nessa
regido e dessa forma a ressonancia nao ocorre por toda a molécula simultaneamente.
Ja em meio neutro até basico, a curcumina permanece na sua forma endlica, e isso
ocorre porque a formacdo do enol torna a molécula planar, com uma melhor
sobreposicao dos orbitais pi, consequentemente, ha uma ressonancia mais efetiva por
toda a estrutura, o que torna a forma endlica mais estavel. Além disso a ligacdo de
hidrogénio intramolecular que se forma entre as duas cetonas também traz uma maior

estabilidade para a curcumina endlica.®

Figura 2. Equilibrio ceto-endlico da curcumina.

H
O 0 o 0
0 0 0 SN | N 0
TTC ne e
HO OH HO OH
Forma ceto Forma endlica

Fonte: Adaptada de Sueth-Santiago et. al (2015)3.

A curcumina expressa propriedades espectroscépicas na regido do UV-vis

devido ao seu perfil estrutural, com extensa conjugacao por toda a molécula, dessa



13

forma vérias pesquisas exploram essa caracteristica para visualizar as bandas de
absorcdo da curcumina em diferentes solventes. Conforme o trabalho de Priyadarsini®
(2014), o espectro de absorcdo da curcumina possui duas bandas intensas, uma na
regido do visivel com maximo entre 410 e 430 nm (regido do azul) podendo ser
atribuida a sua excitagdo TT—11*,” 0 que explica sua cor caracteristica alaranjada, e uma

banda na regido do UV com maximo em 265 nm. Com o coeficiente de absortividade

molar da curcumina em metanol sendo 55,000 dm3-mol !-cm ! em 425 nm.®

A curcumina é um ativo da classe Il da classificagdo biofarmacéutica
caracterizando-se por apresentar pouca solubilidade e alta permeabilidade em agua
com um log P (coeficiente de particdo octanol-agua) de aproximadamente 3,0,
indicando ser um composto com caréater hidrofébico, pois de acordo esse valor a
curcumina na forma ceto possui muito mais afinidade pelo octanol do que pela agua.®
Entretanto é facilmente sollvel em solventes organicos polares como etanol,
acetonitrila, metanol, acetato de etila, entre outros.® O trabalho de Jasim e Ali® (1992),
avaliou o efeito solvatocromico sofrido pela curcumina, mostrando que mudando a
polaridade do solvente faz com que haja uma alteragdo no comprimento de absorgcao
maxima (Amax) da curcumina, passando de vermelha em metanol para amarela em
diclorometano.

Com trés hidrogénios ionizaveis, a curcumina também pode ser afetada pelo
pH. Considerada como um &cido fraco de Bronsted, ela possui trés equilibrios
polipréticos (Figura 3).6 Os hidrogénios do carbono metileno (carbono que se encontra
entre as duas cetonas) sao os mais acidos, com um pka igual a 8,38. Em meio basico,
a curcumina € soluvel em agua, onde ha mudanca da cor amarelo para vermelho, e
isso ocorre pelo efeito batocromico decorrente da desprotonacdo (que aumenta a
densidade eletrénica da curcumina).® Apesar de ser solivel em meio basico, a
curcumina sofre degradacdo com aumento de pH, possivelmente porque ocorre a
hidrolise da dicetona. Além disso, a curcumina degrada mais rapidamente quando

exposta a luz solar, onde envolve formacéo de estados excitados da mesma.®
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Figura 3. Equilibrios poliproticos da curcumina.

O OH o O
0 S A = 0. pKa=77ate85 O O 2 A O 0.
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J———
-0 o HO (o}

Fonte: Adaptada de Priyadarsini (2014)8.

Ao avaliar a estrutura da curcumina, com sua extensa conjugagcdo e
caracteristicas fendlicas, muitos pesquisadores exploraram sua atividade
antioxidante.>1911 A molécula apresenta duas subunidades estruturais ativas que
poderiam realizar essa acdo antioxidante: o metileno a da porcdo dicetonal, e os
grupos fendis'! (Figura 4). A curcumina doa um hidrogénio radicalar, que pode vir
tanto do metileno quanto do fenol, e ele interage com espécies reativas de oxigénio
(EROs), gerando radicais mais estaveis (estabilizados por ressonancia), diminuindo
os efeitos do estresse oxidativo e assim evitando danos relacionados as células.?
Portanto existem dois mecanismos de atividade antioxidante previstos para a
molécula de curcumina. No mecanismo proposto por Jovanovic et al.'? (Figura 4a), o
radical € gerado no metileno (carbono entre as duas cetonas) através da abstracao
de um hidrogénio radicalar ligado no mesmo, sendo estabilizado pela ressonancia da
dicetona. J4 no mecanismo proposto por Sun et al.1! (Figura 4b), o hidrogénio radicalar
€ abstraido do fenol e o radical gerado € estabilizado pela ressonéncia do anel

aromatico.3



Figura 4. Possiveis mecanismos de estabilizacdo do radical gerado na curcumina.
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a) Mecanismo proposto por Jovanovic et al.1°. b) Mecanismo proposto por Sun et al.11. Fonte: Adaptada
de Sueth-Santiago et. al (2015)3.

A curcumina também pode formar complexos estaveis com muitos metais. Seu
grupo B-dicetona a,B-insaturado possui propriedades quelantes devido a proximidade
suficiente entre os dois &tomos de oxigénio. Entdo a molécula pode ser descrita como
um ligante bidentado monobasico, e de maneira geral, forma estruturas estaveis com
estequiometria de 2:1 (ligante:metal). Essa caracteristica complexante associada a
muitas outras atividades biol6gicas como: atividade antioxidante e anti-inflamatoria,
mostra o grande potencial farmaco que a curcumina possui, por exemplo, em
tratamentos alternativos para a doenca de Alzheimer.®® Além disso, a curcumina
possui uma ampla gama de propriedades biolégicas (Figura 5), que foram atribuidas

em muitos estudos feitos ao longo dos anos, com testes in vivo e in vitro.3
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Figura 5. Principais atividades biologicas atribuidas a curcumina.

Antifiingica
. Anti-inflamatdri
Antrcoagulante ( 4l
—
—s— PR B P Antioxidante
lmunomoduladora HO™S Ul oH
Antitumorq|
Antiviral

rotetord ;
Neurop Hipolip emiante

Fonte: Adaptada de Sueth-Santiago et. al (2015)3.

Apesar da curcumina possuir um elevado potencial farmacoldgico, sua
administrac@o oral é praticamente inviavel para um tratamento eficaz. Devido a sua
baixa solubilidade em &gua, a curcumina apresenta baixa biodisponibilidade, baixo
metabolismo e baixa absorcdo no organismo. Atualmente existem algumas
estratégias para aumentar a biodisponibilidade deste ativo, como por exemplo,

formulagdes com nanocarreadores desta biomolécula.!?

2.3. Associacdo da curcumina a Nanocarreadores

O método de administracdo mais comum de farmacos/ativos é a administracao
oral, pois € uma maneira de facil administracao, além de néo ser invasiva e ter uma
maior aceitacdo dos pacientes.® Entretanto, um dos maiores desafios em empregar
0 uso de curcumina como agente terapéutico é sua baixa biodisponibilidade, porque
€ praticamente insolivel em agua e acaba sendo rapidamente eliminada pelo

organismo.512.14

Nesse sentido, a nanotecnologia esta sendo usada como ferramenta para
desenvolver o uso terapico desse ativo, onde € possivel reduzir a dose
terapeuticamente eficaz, além de melhorar a solubilidade, permeacdo e como

consequéncia acaba aumentando a biodisponibilidade da curcumina.* A distribuicéo
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de uma substancia em carreadores de tamanho nanométrico (entre 50 e 300 nm) &
chamada de nanoencapsulagdo.!® Esses nanocarreadores também podem ser
denominados de nanoparticulas (NPs), e englobam uma variedade de sistemas
nanoestruturados de entrega, sendo que 0os mais utilizados na industria farmacéutica
sdo: micelas, lipossomas, NPs poliméricas, nanogéis, NPs lipidicas solidas,

ciclodextrinas, micro e nanoemulsdes.1415

As micelas sdo definidas como agregados de dimensao coloidal, que sdo
formadas a partir de tensoativos em solucdo aquosa, onde os agregados micelares
estdo em equilibrio com os tensoativos na forma livre.'® Elas possuem um arranjo
esférico em escala nanométrica, que pode ser estruturado com lipidios ou polimeros
anfifilicos em um sistema aquoso. As micelas sdo caracterizadas por possuirem um
nacleo hidrofébico e uma superficie hidrofilica (Figura 6). De forma contraria, as
micelas reversas sdo caracterizadas de maneira invertida (ndcleo lipofobico e

superficie lipofilica).t’

Figura 6. Representacdo esquematica de uma micela.

A superficie é hidrofilica (por conta da porcao hidrofilica do tensoativo, a bolinha) e no seu interior é
hidrofobica (porgdo hidrofobica do tensoativo, a cauda). Fonte: Adaptada de Patel el al. (2020)*7.

As nanoemulsdes sao dispersdes coloidais com diametro de gota em tamanho
nanométrico.® Sdo emulsGes agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A) com dois
liquidos imisciveis dispersos e estabilizados com adicédo de surfactantes,*® que podem
ir de 50 até 1000 nm.** De maneira geral, o tamanho médio do diametro das goticulas
€ de 100 até 500 nm, sendo divididas em nanoemulsdes leitosas (até 500 nm) e
translicidas (50 a 200 nm).3 Por conta do seu tamanho reduzido de gota, apresentam
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alta estabilidade cinética,® e com isso as nanoemulsées reduzem os fendmenos de

desestabilizacéo, como precipitacéo e coalescéncia.'®

Nesse contexto, sistemas como micelas e nanoemulsdes podem potencializar
os efeitos terapéuticos da curcumina, encapsulando o ativo e protegendo ele das
possiveis degradacoes, e dessa forma, desencadeando uma liberacao controlada e
um maior tempo de circulacdo sanguinea. Existem diversos trabalhos associando a
encapsulacdo de curcumina em escala nanométrica viabilizando sua administracao
oral para o tratamento de uma variedade de doencgas, algumas das quais estao
apresentadas no diagrama (Figura 7).14

Figura 7. Diagrama associado a nanocurcumina com o tratamento de diversas doencas via
administragao oral.

HIV,
malaria

Doenga de

Nanocurcumina
Alzheimer

Doencgas Doengas
cardiovasculares Inflamatorias

Fonte: Adaptada de Kakkar et al. (2020)14

A busca por nanoformulacdes mais faceis de escalonar € constante, e em meio
a isso hoje ja existem diferentes técnicas de preparacdo. Uma delas € o sistema de
entrega de drogas auto-nanoemulsificantes (SNEDDS), que sao basicamente
misturas isotropicas contendo Oleo, tensoativo e co-surfactantes, que podem formar
uma nanoemulsdo instantaneamente em contato com A&agua ou no trato
gastrointestinal.1%?°  Joshi e colaboradores?®® desenvolveram uma formulacdo de
entrega de curcumina auto-nanoemulsificante (SNEDDS) e constataram que houve
uma melhora na biodisponibilidade da curcumina, através do parametro cinético de
concentracdo plasmética maxima em ratos, que foi aumentada de 32,29 ng/mL

(suspensao aquosa de curcumina) para 527,01 ng/mL (curcumina-SNEDDS).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Realizar a caracterizagao fisico-quimica de um sistema auto nanoemulsionavel

contendo curcumina e avaliar suas propriedades fisico-quimicas frente a estabilizacéo

do farmaco.

3.2. Objetivos especificos

Preparar um sistema com propriedade auto nanoemulsionavel usando
tecnologia e apoio da empresa Nanoscoping;

Realizar a caracterizacdo das nanoestruturas através de analise de tamanho
de particula, indice de polidisperséo (PDI) e potencial zeta;

Avaliar a estabilidade coloidal do sistema desenvolvido em diferentes valores
de pH;

Avaliar o aumento de disponibilidade da curcumina utilizando o teste de
estabilidade em temperatura ambiente comparando o ativo livre e o
nanoencapsulado;

Determinar o teor de ativo presente nas nanoparticulas e a eficiéncia de
encapsulacgao por utilizando metodologia analitica de Fluorescéncia,
Determinar a atividade antioxidante da nanoemulsdo usando a técnica de
DPPH.
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4. Material e métodos

4.1. Materiais

As amostras da nanoformulagéo do tipo SNEDDS de curcumina foram cedidas
pela empresa Nanoscoping (NCN), que foram diluidas a 10% em &gua purificada para
formar as nanoemulsdes. Para a obtencdo da curva de calibragdo e os testes de
melhora de solubilidade foi utilizado Extrato de Curcuma longa (Active Pharmaceutica,
95% curcumindides). Os outros insumos e solventes sdo todos de grau analitico e

foram utilizados sem qualquer purificacédo prévia.

4.2. Métodos

4.2.1. Obtencéao da formulagéao

A Formulagéo contendo curcumina (lote: NCN0106/22), base para o estudo e
que possui caracteristicas nanoemulsionaveis foi desenvolvida pela empresa
Nanoscoping, utilizando a tecnologia da prépria empresa, e que foi cedida para
realizacdo das analises deste trabalho.

Para obter as nanoemulsdes, foram feitas dispersdes em agua utilizando 1,0 g
de amostra e 9 mL de &gua destilada em tubo tipo falcon, com agitagdo manual ou
em Vortex até a completa homogeneizacdo do sistema. Apdés o preparo das
dispersdes, as amostras foram armazenadas em geladeira durante o estudo, com o
intuito de evitar a degradacdo da amostra. Para cada tipo de analise, uma nova

disperséo foi preparada.

4.2.2. Determinacdo do tamanho de particula e indice de polidispersao

O tamanho médio de particula, a distribuicdo de tamanho e o indice de
polidispersdo das nanoparticulas foram determinados por espalhamento de luz
dindmico (DLS) em um Zetasizer Nano Series modelo SZ (Malvern Instruments, Reino
Unido), (utilizando angulo de 173°) disponivel no laboratério do grupo de estudos de
materiais poliméricos (Polimat). As dispersdes da formulacdo em agua foram feitas
conforme descrito em 4.2.1, e posteriormente foram analisadas em triplicata pelo
equipamento de DLS em temperatura ambiente utilizando uma cubeta DTS1070

(Malvern Instruments, Reino Unido).
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4.2.3. Determinagéo do potencial Zeta

O potencial Zeta foi avaliado por anemometria laser-doppler usando um
equipamento Zetasizer Nano Series modelo SZ (Malvern Instruments, Reino Unido),
operando em 4,0 mW, disponivel no laboratério do grupo de estudos de materiais
poliméricos (Polimat). As dispersdes da formulacdo em agua foram feitas conforme
descrito em 4.2.1, e posteriormente colocadas na célula eletroforética onde foi
estabelecido um potencial de 150 mV e foram analisadas em triplicata em

temperatura ambiente.

4.2.4. Determinacdo do teor de ativo e eficiéncia de encapsulacdo das
nanoparticulas

A concentracdo de ativo nas nanoemulsdes foi determinada por
espectrofotometria de fluorescéncia, elaborando uma curva de calibragcéo, de acordo
com o método descrito por Mazzarino et al.,?*. Primeiramente foi produzida uma
solucédo estoque de 1,0 mg mL! de extrato de Curcuma longa (Active Pharmaceutica,
95% curcumindides) em Acetonitrila P.A. (Vetec), e a partir desta solucédo estoque foi
obtida a solucéo trabalho 10ug mL1. A partir desta solugédo, foram feitas diluicdes de
0,1 a0,6 ug mL*, todas em acetonitrila, que foram analisadas em triplicata usando um
Espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian), disponivel no laboratério de catélise e
fendmenos interfaciais (LACFI). A amostra foi analisada em uma célula de quartzo
padrdo de 1 cm. Ambas as fendas de monocromadores de excitacdo e emissdo foram
ajustadas para 5,0 nm. As amostras foram excitadas a 397 nm e os espectros de
emissao foram registrados de 440 a 600 nm.

A eficiéncia de encapsulacéo (%) foi estimada como sendo a diferenca entre a
concentracéo total de curcumina encontrada nas suspensodes de nanoparticulas apés
sua completa dissolugédo em acetonitrila e a concentracdo do ativo no sobrenadante
obtida pelo procedimento de ultrafiltracdo/centrifugacdo usando filtros de
centrifugacdo Amicon com membrana ultracel 100 kDa (Merck) e uma mini centrifuga
miniSpin plus (Eppendorf), onde a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 15
minutos. O teor de ativo foi expresso em mg de curcumina por mL de suspensédo (mg
mL-1).
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EE % = ((Cr - Cs)/C1) X 100

Sendo C1 = concentragéo total de curcumina no sistema; Cs = concentracao de

curcumina no sobrenadante; EE % = eficiéncia de encapsulacao.

4.2.5. Estudo de estabilidade do sistema coloidal em diferentes pH’s

Foram separados aproximadamente 60 mL da nanoemulséo e colocados em 6
tubos falcon de 15 mL (10mL em cada tubo). Utilizando um pHmetro de bancada
modelo W3B (Bel engineering), foram feitos 6 ajustes de pH nas nanoemulsdes, na
faixa de pH 3 até 8, utilizando solucdes de HCI e NaOH 0,1 mol.Lt. Apds este
procedimento, as amostras foram analisadas utilizando o Zetasizer Nano Series
modelo SZ (Malvern Instruments, Reino Unido) para avaliar o tamanho médio das
particulas e o potencial zeta como é descrito em 4.2.1 e 4.2.2, respectivamente. As
mesmas amostras foram analisadas novamente em diferentes periodos de tempo (7,
15, 21, 28 e 35 dias), em termos de aspecto visual, tamanho de particula e potencial

zeta das nanoestruturas, a fim de caracterizar a estabilidade coloidal.

Nos sistemas mantidos a pH 7,0 e maiores que pH 8,0 foi realizada uma anélise
espectroscopica utilizando um espectrofotdbmetro UV-vis modelo NOVA 1800UV
(Nova instrument) com uma lampada de W e usando um intervalo de 400 a 600 nm
no espectro, disponivel laboratorio do grupo de estudos de materiais poliméricos
(Polimat), para avaliar o deslocamento do comprimento de onda de absor¢cdo maximo

da curcumina e comparar com a amostra sem a alteragéo do pH.

4.2.6. Determinagéo da capacidade antioxidante do ativo

A avaliagéo da capacidade do ativo livre e nanoemulsionado de sequestrar o
radical 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH+) foi determinada utilizando a metodologia
descrita por Dumore e Mukhopadhyay?? com algumas modificagdes. Primeiramente
foi preparada uma solucéo estoque de DPPH 0,008 mol.L'* em metanol PA, e a partir
desta foi feita uma solugéo trabalho de DPPH 0,000077 mol.L'* em metanol 80%, de
modo que a absorbéncia do DPPH ficasse entre 0,5 e 0,6. Para as amostras, primeiro
foi feita uma dispersdo da formulacdo em &gua purificada utilizando a proporgéo

mencionada em 4.2.1, e a partir dessa solucao foram feitas diluicées de 0,001, 0,0025,
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0,005, 0,01, 0,025, 0,05 e 0,1% considerando a concentracdo de curcumina na
formulacédo. Para o ativo livre, foi pesada a mesma quantidade existente na formulacéo
e colocado na mesma propor¢cdo de &agua, esse sistema foi agitado por
aproximadamente 30 minutos e posteriormente foi filtrado para a realizag&o do teste.

Para o teste, em eppendorfs de 4,0 mL foi adicionado 2,9 mL da solugao
trabalho de DPPH mais 100 pL de cada amostra, entdo foram mantidos a temperatura
ambiente pelo periodo de 30 min. A absorbancia foi medida a 530 nm por meio de um
espectrofotometro UV-vis modelo UV — 2000A (Instrutherm) disponivel no laboratorio
de Morfogénese e Bioquimica Vegetal do departamento de fitotecnia no Centro de
Ciéncias Agrarias. Primeiro foi feito o branco para zerar o equipamento com a solucao
80% metanol e depois as amostras foram lidas uma a uma.

Os resultados obtidos foram explicitos em percentual de atividade antioxidante
utilizando a equacéao:

%AA = ([AbScontrole—AbSamostra] /AbScontrole)X100

Sendo, Abscontrole = Vvalor de absorvancia do controle (solucéo trabalho de
DPPH) e Absamostra= vValor de absorvancia da amostra (100 puL de amostra e 2,9 mL de
DPPH).

4.2.7. Avaliacéo da estabilidade do ativo livre e nanoencapsulado em
temperatura ambiente

Inicialmente foi feita a mesma dispersao da formulacdo em agua purificada
como descrito em 4.2.1, e ap0s completa homogeneizacdo do sistema, a
nanoemulsao foi separada em um frasco ambar e um frasco transparente. Para o ativo
livre, foi pesado quantidade equivalente de curcumina na formulacéo e deixado agitar
por 30 minutos aproximadamente, apds isso a mistura também foi separada em um
frasco ambar e um frasco transparente. As amostras foram deixadas em temperatura
ambiente durante 5 dias, onde foi feito um estudo de estabilidade, avaliando o aspecto
da curcumina pura e nanoemulsionada, e fazendo a quantificacéo diaria da curcumina
no sistema coloidal usando o Espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian), através da
curva de calibragdo descrita em 4.2.4. A mistura com curcumina e agua foi
previamente filtrada, usando papel filtro e um funil de vidro, e entéo foi separada uma
aliquota de 300 uL e diluida em 2,7 mL de acetonitrila PA para posterior analise. Nas

amostras contendo o sistema nanoestruturado, foram separadas aliquotas que foram
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diluidas aproximadamente 7000 vezes, com o intuito de ter o sinal dentro da curva de
calibracdo. Os resultados foram expressos em mg mL* de concentracéo de curcumina

nos sistemas.

4.2.8. Seguranca no laboratorio e destino dos residuos gerados

Todos os procedimentos que foram realizados nos laboratdrios seguiram as
condutas internas dos mesmos e o manual de regras basicas de seguranca para
laboratorio de quimica do DQ-UFSC. Todos os experimentos foram administrados
seguindo os principios gerais da quimica verde, de forma a gerar menor quantidade
de residuo possivel. Os residuos que foram gerados durante o desenvolvimento do
projeto foram em maioria liquidos, originados a partir de solucbes orgéanicas ou
aguosas. As solucdes organicas usadas para a curva de calibracéo e quantificagbes
e as solugdes aquosas com pH basico foram devidamente descartadas em recipientes
adequados e identificados e foram separados em: aquosos e organicos. Sabendo que
nenhum residuo € tratado no laboratério onde serd executada a pesquisa, estes
residuos foram recolhidos por pessoas autorizadas da gestao de residuos da UFSC e
depois direcionados a uma empresa especializada, para posterior tratamento. Outros
materiais que foram utilizados durante os experimentos, como tubos falcons,
eppendorfs, papéis filtro, luvas e ponteiras foram devidamente descartados, e
separados desta forma: luvas e papéis contaminados em um recipiente e plasticos em

outro, que também foram recolhidos da mesma maneira que foi citada anteriormente.
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5. Resultados e discussao

5.1. Avaliacdo inicial e caracterizacdo do sistema nanoestruturado com

curcumina

A técnica mais utilizada para fazer caracterizacdo de sistemas como micro e
nanoemulsdes é o espalhamento de luz dindmico (dynamic light scattering — DLS),
que se baseia no principio de que particulas suspensas sofrem movimento browniano
induzido pelo bombardeio de moléculas de solvente que estdo em movimento devido
a energia térmica. Quando o laser ilumina as particulas ou moléculas do sistema em
estudo, a intensidade da luz espalhada flutua a uma velocidade que depende de seu
tamanho. Quanto menor o tamanho, mais rapido elas se movimentam.23 Outra técnica
comumente utilizada na caracterizacdo das nanoparticulas é o indice de polidisperséo
(polydispersity index — PDI), que se baseia na largura da distribuicdo do tamanho das
particulas e, portanto, na homogeneidade da formulacdo. Um PDI pequeno abaixo de
0,2 indica uma distribuicdo de tamanho de gota estreita e, portanto, maior estabilidade
contra fendmenos de desestabilizacdo, como o amadurecimento de Ostwald.?*

Tanto o tamanho médio de particula quanto o PDI estdo associados a
estabilidade de nanoemulsbes, se ambos se manterem praticamente inalterados
durante um certo periodo, a formulacdo geralmente é considerada fisicamente
estavel.?*

Hunter (1981)%’ descreveu o Potencial Zeta como a medida da carga de
superficie da particula em um determinado meio, utilizado para estudar e prever
interacBes entre as particulas em suspensdo. E considerado um sistema estavel
guando o valor de potencial zeta para as particulas € igual a £ 30 mV ou acima disso
(em médulo), pois esses valores indicam que elas tendem a se repelir, e dessa forma
evitam fenbmenos de desestabilizacdo do sistema coloidal como
floculacédo/sedimentacéo.?®

Conforme descrito na metodologia, para fazer a caracterizacdo inicial do
sistema foi pesado 1,0 g da formulacéo e dispersado em 10 mL de agua destilada até
a completa homogeneizacdo. Apos dispersar em agua, foi observado que a amostra
possui um aspecto limpido e transparente com uma coloracdo amarela intensa (Figura
8A). De acordo com Tarik et al (2021)*3, nanoemulsées que sdo transparentes a olho

nu séo caracterizadas por possuirem tamanho médio de particula entre 50 a 200 nm.
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Figura 8. Aspecto inicial do sistema em estudo.
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A) Formulacé@o pura antes de dispersar a esquerda e formulagdo dispersa em agua a direita. B)
Distribuicdo de tamanho de particula do sistema nanoestruturado com curcumina. C) Distribuicdo de

tamanho de particula do sistema nanoestruturado com curcumina que apresentou pequena populagdo
em microescala. Fonte: Autoral.

A partir da disperséo, foi feita entdo andlise do tamanho médio de particula,
indice de polidispersao e potencial zeta da amostra. Através do espalhamento de luz
dindmico, obteve-se um tamanho médio igual a 16,8 nm (Figura 8B). O indice de
polidispersdo para o sistema coloidal em estudo foi de 0,159, indicando que é bem
homogéneo e monodisperso.

Sharma et al (2020)?°® descreveu as microemulsdes como dispersdes claras,
transparentes e termodinamicamente estaveis de dois liquidos imisciveis
estabilizados pela adi¢cao de surfactante e co-surfactante adequados com tamanho de
goticula geralmente na faixa de 10-100 nm. Por serem termodinamicamente estaveis
possuem a vantagem de serem faceis de preparar sem necessidade de energia.?®
Apesar da contradigéo entre o termo “microemulsdo” e sua escala nanométrica, esse

termo vem sendo utilizado na literatura para descrever sistemas coloidais
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termodinamicamente estaveis que possuem tamanho médio menor que 100 nm.
Diferente disso, as nanoemulsdes séo cineticamente estaveis.?®

Observando o aspecto do sistema coloidal deste trabalho, a facilidade de
mistura, seu tamanho e comparando com a literatura € possivel dizer que o sistema
em estudo parece ser uma microemulsdo. O fato de ser termodinamicamente estavel
facilita sua preparacdo, porém da Silva et al (2015)%® expds que fatores como
temperatura e diluicdo afetam mais significativamente as microemulsdes do que as
nanoemulsdes, podendo alterar o tamanho médio das particulas.

Em algumas leituras feitas por espalhamento de luz dinamico, foi observado o
surgimento de uma pequena populacdo com tamanho entre 4000 e 6000 nm (Figura
8C). Essa populacdo em tamanho maior pode estar relacionada ao movimento
browniano das particulas onde uma pequena populacdo forma agregados em
microescala. Mesmo assim os indices de polidispersdo se mantiveram iguais ou
menores que 0,2 em todas as leituras, indicando que o sistema coloidal deste estudo
€ homogéneo em tamanho.

O potencial Zeta apresentou valores negativos, porém muito proximos de zero
para essa amostra, com uma média de - 0,6 mV para as leituras feitas, esses valores
muito pequenos podem estar relacionados ao equilibrio ceto-endlico da curcumina
presente no interior das nanoestruturas, indicando a possibilidade de alguma carga
residual pequena na superficie das particulas, causada pela influéncia deste equilibrio
no comportamento dos surfactantes na superficie. Entretanto, esses valores ndo sédo
significativos para ditarem a estabilidade do sistema. A partir desses valores, pode-se
inferir que o sistema nao possui estabilidade por repulséo eletrostatica, dessa forma
o0 sistema pode estar sendo estabilizado por repulsdo estérica, através da formacao

de uma barreira fisica formada pelos surfactantes sem carga na superficie.

5.2. Teor de ativo e eficiéncia de encapsulacao

5.2.1. Construcéo da Curva de calibracéao

A partir da metodologia descrita por Mazzarino et al,'® foi feita a curva de
calibracdo para a curcumina através da técnica de fluorescéncia (Figura 9). Foram
feitas 6 leituras em triplicata, que variaram de 0,1 a 0,6 pg mL™* do ativo puro (extrato

de clrcuma longa, 95% curcumindides) em acetonitrila. Dessa forma foram obtidos os
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valores de intensidade de emissdo da curcumina, e a partir da média deles, foi

possivel plotar o grafico através da tabela no apéndice I.

Figura 9. Curva de calibracao para o extrato de ciircuma longa (95% curcuminéides)
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Ajuste linear dos pontos: y = 305,9182x + 0,1959, R2 = 0,9977. Fonte: Autoral.

A equacdo obtida para a curva de calibracéo foi: y = 305,9182x + 0,1959, com
um R?=0,9977, indicando que os pontos possuem linearidade. A partir dessa equacgéo

€ possivel entdo quantificar a curcumina e determinar o teor de ativo na formulacéo.

5.2.2. Determinacédo do teor de ativo e efeito da dgua

Partindo do principio de que ha aproximadamente 4% de ativo na formulagéo
cedida pela empresa, foram realizados célculos de diluicdo para se chegar em uma
concentracdo proxima do meio da curva de calibracdo, para assim quantificar e
verificar se o teor de ativo esta conforme a indicagdo. A fim de se utilizar menor
quantidade de solvente, primeiro a formulacédo foi dispersa em &agua (utilizando
proporcao 1:9) e depois uma aliquota dessa solucao foi retirada e diluida novamente
em agua e acetonitrila 1:1, porém a concentracao de curcumina nessa diluicdo ainda
seria alta para cair na curva de calibracdo, por isso foram feitas mais diluicdes para

chegar proximo da concentracdo desejada.
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Entretanto, foi observado que a intensidade da cor nas diluicbes n&o era
compativel com o esperado, e fazendo uma analise no fluorimetro, foi obtido um valor
muito mais baixo do que a concentracdo calculada. Dessa forma, foi pega uma
aliquota da mesma solugéo inicial que possui propor¢ao 1:9 (formulacdo:agua) e feita
a mesma diluicdo de antes, porém apenas em acetonitrila. Neste caso, o sinal obtido
foi bem alto. Essa observacdo mostrou que a agua diminui a emissao da curcumina,
de forma que solu¢cdes com mesma concentracdo possam dar sinais tdo diferentes,
uma apenas com acetonitrila e uma com agua e acetonitrila ha mesma propor¢ao
(Figura 10).

Figura 10. Influéncia da agua na fluorescéncia da curcumina.
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Nesta imagem € possivel ver a fluorescéncia da nanoformulagdo com curcumina em acetonitrila e em
1:1 acetonitrila:agua, ambas com mesma concentracdo. Fonte: Autoral

Esse resultado pode ser confirmado pelo trabalho de Jasim e Ali (1992)°, que
fez uma analise espectral da curcumina em acetona utilizando a técnica de
fluorescéncia e constatou que a adicdo de agua diminui muito a fluorescéncia da
curcumina (Anexo I). Segundo eles, ocorre uma reagéo entre H20 (doador de elétrons
= D) e o complexo fluorescente curcumina-acetona (C*), que resulta na formacao de
um complexo nao fluorescente e mais estavel (C*"D*) com menor nivel So de energia

vibracional e consequentemente intensidade menor da emisséo.
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Essa observacdo também é confirmada pelo trabalho de Enumo Jr (2020)2°,
gue avaliou a fluorescéncia da curcumina em varios solventes e mostrou também a
reducdo da fluorescéncia da curcumina em solu¢cdes aquosas. No estudo dele, foi
mostrado que a diminuicdo da fluorescéncia da curcumina em &gua ocorre
possivelmente por dois fatores, supressdo (causada pela agua nas moléculas de
curcumina) e um processo de auto agregacdo, ocasionado por um equilibrio de
dimerizacdo que a curcumina possui (Figura 11), onde ela forma dimeros do tipo H

(em orientacéo paralela) que sao favorecidos em meio aquoso.

Figura 11. Esquema do equilibrio de dimerizagdo da curcumina.

Fonte: Adaptada de Enumo Jr (2020)2°

Uma outra tentativa de doseamento foi feita, dessa vez diluindo a 10 mg da
formulag&o pura diretamente e apenas em acetonitrila, de forma que a concentracéo
ficasse préxima do centro da curva de calibracdo. Considerando que 10 mg do produto
foram diluidos em 10 mL de acetonitrila, e desta solucao foi retirada uma aliquota de
75 uL que foi diluida em mais 10 mL do solvente, (eliminando qualquer efeito de matriz,
ja que o solvente é capaz de dissolver toda a curcumina presente na quantidade
pesada) a média do sinal obtido para essa amostra foi de 109,483 no
espectrofluorimetro, é possivel entdo fazer o caminho inverso para descobrir a
concentracéo de curcumina na formulagéo.

Sabendo que a equacao da reta para a curva de calibracdo feita corresponde
ay = 305,9182x + 0,1959, temos que:

y = 109,483 = 305,9182x + 0,1959
X =0,35724 pug mL* = 0,0003572 mg mL!
Considerando que a solugéo estava diluida, segue que:
C x (0,075 mL) = (0,0003572 mg mL1) x (10 mL)
C =0,04763 mg mL?
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Deste modo, foi encontrada a quantidade de curcumina nos 10 mg de produto
analisado, que foi igual a 0,4763 mg. Se a curcumina esta presente em 4% da
formulacdo, em 10 mg haveria aproximadamente 0,4 mg. Portanto o resultado esta
em conformidade com o esperado, com um erro relativo de 19,1%. Ha varios fatores
que podem ter culminado nesse erro, podendo estar relacionado com o proprio
equipamento usado para medicdo, ja que o espectrofluorimetro é muito sensivel, ou
pode indicar algum erro de diluicdo ou alguma pipeta mal calibrada. A concentracao
de curcumina na formulacdo poderia também ser um pouco maior ou menor do que
4%, considerando que a cada lote é feita uma nova produgdo com novas pesagens.
Por conseguinte, a concentracao total de curcumina encontrada na formulacdo foi
igual a 4,76%.

5.2.3. Determinacéao da eficiéncia de encapsulacao

Para determinar a eficiéncia de encapsulacéo, foi feita a mesma disperséo do
produto em agua descrito em 4.2.1, onde foi pesado 1,0 g da formulacéo e diluido até
10 mL com agua destilada. Desta solucgéao foi retirado 500 uL e colocado em um filtro
de eppendorf como descrito em 4.2.4, apos a centrifugacao foi colhida uma aliquota
de 50 L do sobrenadante que foi diluida até 4 mL com acetonitrila, posteriormente foi
feita a analise no espectrofluorimetro.

Foi obtido um sinal médio igual a 161,9238, e aplicando a mesma equacao da
reta utilizada em 5.2.2, foi encontrada uma concentracéo igual a x = 0,52866 pug mL?
= 0,00052866 mg mL™.

Sabendo que essa concentracdo é da aliquota diluida, temos que:

C x (0,050 mL) = (0,00052866 mg mL™) x (4 mL)
C =0,04229 mg mL"! no sobrenadante

Considerando que foi pesada 1,0 g de formulacao e o volume completado para
10 mL com agua, e que o teor de ativo encontrado foi de 4,76%, € correto afirmar que
a concentracdo total de curcumina nessa disperséo é igual a 4,76 mg mL™.
Aplicando a férmula de eficiéncia de encapsulacao, segue:
EE % = ((Cr - Cs)/Cr) x 100

EE % = ((4,76 - 0,04229)/ 4,76) x 100

EE % =99,1%
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Esse resultado mostra que o ativo esta praticamente todo presente no interior
das nanoestruturas, jA que quanto mais proximo de 100% mais efetiva é a
encapsulacédo, e neste caso a hidrofobicidade da curcumina faz com que ela fique o
mais afastada possivel da agua, ou seja, no interior lipofilico de uma micela por

exemplo.

5.3. Estudo de estabilidade em diferentes pH’s

5.3.1. Tamanho médio de particula e potencial zeta

Foi avaliado para os sistemas nanoemulsionados a influéncia do pH no
tamanho e carga, onde os dados estdo sumarizados no apéndice Il e os resultados
expressos nas figuras 12 e 13. O tamanho médio de particula e o potencial zeta da
NCUR com ajuste de pH foram avaliados uma vez por semana durante 35 dias, e
durante esse periodo, os tubos falcon foram mantidos em condigcbes de baixa

temperatura (aproximadamente 4° C).

Figura 12. Tamanho de particula em funcdo do pH e do tempo.
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A) Tamanho de particula em funcéo do tempo em todos os pH'’s (3 até 8). B) Distribuicdo de tamanho
de particula do sistema em pH 4 em funcao do tempo. Fonte: Autoral.
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Na Figura 12 A, é possivel observar que o tamanho médio das particulas
independente do pH aumentou gradualmente com o tempo. Em todos os valores de
pH houve esse aumento brando e gradativo, onde todos no comec¢o possuiam valores
proximos de 20 nm e no final ja tinham valores de aproximadamente 40 nm. Portanto
pode-se dizer que a mudanca de pH ndo afetou significativamente o tamanho médio
de particula. Com isso, foi escolhido a NCUR com pH 4 para avaliar a distribuicdo do
tamanho ao longo do tempo, avaliando a Figura 12B observa-se que os picos de
distribuicdo de tamanho mantiveram-se relativamente estreitos, mostrando que o
sistema nanoemulsionado se manteve monodisperso durante o tempo do estudo de
estabilidade, e dessa forma os PDI’s tiveram bons valores durante a avaliagdo nao sé
para o pH 4, mas para todos 0s outros ajustes realizados (< 0,3).

No trabalho de Lin et al (2009)3° foi observado um comportamento similar do
sistema, onde foi feito um estudo de estabilidade durante 60 dias em 4°C de
microemulsdes com curcumina. Eles observaram que houve um aumento gradual do
tamanho médio de particula durante o periodo de 2 meses, e associaram iSSO com a

agregacdao das particulas devido a baixa propor¢éo surfactante:éleo na formulagéo.

Figura 13. Potencial zeta em fun¢éo do pH e do tempo.
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Na figura 13, o potencial zeta no dia 0 para os pH’s 7 e 8 apresentou valores

meédios iguais a -3,1 mV e -4,2 mV, respectivamente. Esses valores pequenos e

negativos podem estar relacionados com a estrutura da curcumina nesses pH’s, ja
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que em pH 7 comeca a ter um deslocamento do equilibrio ceto-endlico para a forma
endlica da curcumina e em pH 8 pode ja ocorrer desprotonacao dela (conforme visto
nos equilibrios poliproticos). Em meio basico, a curcumina € soluvel em agua, e,
portanto, pode ser que nos pH’s em questao parte dela migrou para a superficie das
nanoestruturas, afetando os valores de zeta. Nos outros pH’s os valores foram muito
préximos de zero ou -1, podendo também estar relacionado com o equilibrio ceto-
endlico da curcumina, como foi avaliado também em 5.1, pois como a forma endlica é
soluvel em agua, ela poderia ir para a superficie também vinda do préprio equilibrio,
por ser em quantidade muito menor os valores lidos pelo equipamento também foram
pequenos. Foi observado também que o potencial zeta diminuiu significativamente da
primeira semana para a ultima nos pH’s 7 e 8, podendo acusar que parte do ativo
migrou para o meio, por conta do aumento da solubilidade da curcumina em meio
bésico, diminuindo a influéncia da carga do ativo no comportamento dos surfactantes
na superficie. Entretanto, como foi discutido em 5.1, esses valores de zeta ndo sao
significativos para ditarem a estabilidade do sistema. O sistema deve estar sendo
estabilizado pela repulsdo estérica, através da formacdo de uma barreira fisica
formada pelos tensoativos sem carga na superficie.

N&o houve formacdo de precipitado ou fenbmeno de separacdo de fases
durante o estudo de estabilidade em diferentes pH’s. Portanto, pode-se dizer que a
condi¢éo de baixa temperatura diminuiu os efeitos macroscopicos de desestabilizacao
do sistema. Entretanto, mesmo em baixas temperaturas, o tamanho de particula
aumentou de 20 para 40 nm em 35 dias, 0 que pode indicar que a temperatura baixa

apenas desacelerou o processo de agregacédo ou coalescéncia do sistema.

5.3.2. Ajuste de pH e aspecto das dispersdes

Também foi avaliado para os sistemas nanoemulsionados a influéncia do pH
no aspecto referente a coloragéo e junto a isso 0s maximos de absor¢cédo no UV-vis,
cujos resultados estao representados na Figura 14. Neste estudo primeiramente foi
feita a dispersdo da formulacdo em agua, conforme descrito na metodologia 4.2.1.
Apos isso, a solucao foi separada em 6 tubos falcon que passaram por um ajuste de

pH, na faixa de 3,0 até 8,0.
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Figura 14. Aspecto das nanoemulsdes em funcdo do tempo e efeito do pH na absorgéo.
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A) Aspecto das nanoemulsdes no dia 0 do estudo, da esquerda para a direita estao os pH’s 3, 4, 5, 6,
7 e 8, respectivamente. B) Aspecto das nanoemulsdes depois de 35 dias, da esquerda para a direita

estdo os pH’s 3, 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente. C) Andlise qualitativa espectral da NCUR normal, em
pH 7 e pH entre 9 e 10. Fonte: Autoral

Inicialmente, em meio mais acido (< pH 6,0), a solugdo continuou com a
coloracdo amarela intensa (Figura 14A), indicando que nesses pH’s a forma ceto é
favorecida no equilibrio ceto-endlico da curcumina (Figura 2), a partir de pH 7,0 até
meio basico, a dispersdo coloidal assumiu coloracdo alaranjada e vermelha
respectivamente (Figura 14A). Essa mudanca de coloragdo é caracteristica da
desprotonacdo da curcumina, deslocando o equilibrio (Figura 2) e favorecendo a
forma endlica do ativo.

A fim de se observar essa mudanca de coloragéo no espectro UV-vis, foi feito
um ajuste qualitativo de pH em 3 eppendorfs para mostrar o deslocamento do
comprimento de onda maximo de absorcao da espécie no sistema coloidal NCUR.
Observando a Figura 14C, a NCUR sem ajuste de pH apresentou um comprimento de
onda maximo proximo em 425 nm. Em pH préximo de 7, a NCUR ficou com coloracéo
alaranjada e apresentou um pequeno deslocamento do comprimento de onda maximo
sendo em 427 nm, porém a intensidade da banda diminuiu mesmo a concentracéo
estando mantida, o que pode indicar que o equilibrio ceto-endlico da curcumina esta
sendo deslocado para a forma endlica. JA em pH entre 9 e 10 a NCUR apresentou
coloracdo vermelha intensa, e no espectro o deslocamento do comprimento de onda
maximo de absorcao é evidente, mostrando um novo Amax = 459 nm, indicando que a
curcumina foi desprotonada, sendo a espécie predominante na solugéo.

Este resultado é condizente com o trabalho de Priyadarsini (2014)¢ que

descreveu 0 maximo de absorgcéo no espectro visivel da curcumina de 410 a 430 nm

600
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(coloracdo amarela), e da curcumina desprotonada, em meio basico, como sendo 467
nm, quando ela assume uma cor vermelha intensa.

Com relacao a coloracdo das solu¢cdes NCUR, inicialmente (Figura 14A) pH 7
possuia uma coloragdo alaranjada forte, e pH 8 assumiu uma coloracdo vermelha
intensa. Entretanto, essas solu¢des perderam sua intensidade de cor depois de alguns
dias, como se tivessem “desbotado” (Figura 14B), isso acontece por causa da
degradacédo do ativo em meio basico. A curcumina degrada geralmente em pH acima
de 7, possivelmente ocasionada pela hidrolise da fracéo diceto, resultando em outros
produtos como descreve Priyadarsini (2014)°, e consequentemente a solucdo perde

um pouco da sua coloracéo caracteristica, além de perder sua efetiva acao.

5.4. Avaliacdo da atividade antioxidante

O teste DPPH baseia-se na reducgao do radical livre 1,1-difenil-2-picrilidrazil
(DPPHe+) por um composto antioxidante doador de hidrogénio, o que resulta na
geracdo da forma néo radical do DPPH, expressa pela perda da cor violeta. O grau
de descoloracdo condiz com o potencial de eliminagdo de radicais do antioxidante
estudado.??

Os resultados podem ser expressos em porcentagem de atividade antioxidante
(AA%) calculada pela férmula descrita em 4.2.6, como também podem ser mostrados
em ICso, que corresponde a concentracdo necessaria do ativo antioxidante em reduzir
50% do radical DPPH. Quanto menor o valor de ICso, maior a atividade antioxidante
do farmaco.3?

Para avaliar a atividade antioxidante do ativo nanoestruturado, foi preciso
utilizar concentracdes muito pequenas, pois foi observado que a curcumina possui
uma capacidade muito alta de sequestrar o radical DPPH. As concentragdes utilizadas
foram preparadas utilizando como base o valor obtido para o doseamento em 5.2.2.
Para calcular a atividade antioxidante, foi utilizada a equagéo descrita em 4.2.6. Os
resultados estdo expressos no apéndice lll e apresentados na Figura 15.

A partir da concentragdo proxima a 0,05% de curcumina no sistema coloidal
disperso em agua a atividade antioxidante ficou em 89,8%. Ao tentar aumentar a
concentracéo para 0,1%, a AA% continuou em 89,2%, indicando que talvez esse seja
o valor limite que o ativo consegue sequestrar o radical livre. Entretanto, foi possivel

preparar concentracbes menores para mostrar o aumento da atividade antioxidante
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com o0 aumento da concentracdo de curcumina na disperséo, e dessa forma foi vista
a descoloracéao gradual do DPPH (Figura 15). Por conta do limite minimo da pipeta
analitica utilizada (6,25uL), a concentracdo minima que foi feita para avaliar o teste
DPPH foi de 0,001%, que mesmo pequena, apresentou %AA igual a 11%. O ativo
puro (CUR) foi diluido em &gua purificada em quantidade proporcional ao que h& na
formulacéo, foi agitado por 30 minutos e depois filtrado, e apresentou uma atividade
antioxidante de 6,0%.

Utilizando concentragéo 0,01% de NCUR, foi obtida uma %AA igual a 49,6%,
portanto o valor de ICso para a amostra dispersa estaria proxima desta concentragdo
utilizada. Passando esse valor para mg mL, temos que ICso € aproximadamente
0,119 mg mL* para o sistema nanoestruturado com curcumina deste estudo.

Dokovic¢ et al (2021)% estudou a atividade antioxidante de nanoemulsées com
curcumina. No trabalho, foi determinado o ICso da curcumina pura (fazendo diluicéo
em isopropanol) que foi igual a 0,1195 mg mL?. Também foi notado que as
nanoemulsdes do trabalho obtiveram maior atividade sequestrante (menores ICso)
com valores iguais a 0,0807, 0,0788 e 0,0779 mg mL™, que eles justificaram pela
presenca de BHT nas formulac¢des que pode ter potencializado esse efeito.

Esse resultado esta de acordo com o obtido experimentalmente neste trabalho,
s6 que foi para a NCUR, mostrando que ela pura solubilizada em isopropanol no
trabalho de DPokovi¢ obteve a mesma atividade que a nano dispersa em agua deste
estudo. Fazendo a comparacao utilizando o solvente agua, o valor apresentado de
%AA para a NCUR é muito maior do que para a CUR, justamente pela baixa
solubilidade em &gua do ativo. Isso mostra que a NCUR teve sua disponibilidade

aumentada, pois sua mistura com agua é espontanea.
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Figura 15. Resultado do teste DPPH para a NCUR, considerando a concentracdo de curcumina na
formulacao.
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A ordem no grafico é a mesma mostrada na imagem para a NCUR, onde foram preparadas
concentracdes iguais a 0,001%, 0,0025%, 0,005%, 0,01%, 0,025%, 0,05%, 0,1%. O ativo puro (CUR)
e o controle negativo (C-) que aparecem na foto ndo estéo representados no grafico. Fonte: Autoral.

5.5. Comparacdo e Avaliacdo da estabilidade da curcumina pura e
nanoemulsionada na luz/escuro em temperatura ambiente

Neste teste foi feita a comparacdo da estabilidade do ativo puro e
nanoencapsulado em temperatura ambiente, utilizando frasco ambar e transparente,
para avaliar o efeito da degradacdo da luz no farmaco durante 5 dias. Para isso,
primeiramente foi feita uma dispersdo da formulagdo em agua, como descrito em
4.2.1, e logo depois foi feita uma quantificagdo no fluorimetro, os valores estéo
sumarizados no apéndice IV e os resultados expressos na Figura 16.

Como foi observado em 5.2.2, j4 se sabe que a agua provoca uma diminui¢ao
na fluorescéncia da curcumina, entdo as diluicbes foram feitas em acetonitrila, de
forma a pegar a menor aliquota possivel em agua. Inicialmente foi pego 50 pL da
NCUR, que foi diluido em 5 mL de acetonitrila, e desta solucé&o foi tirada uma aliquota
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de 69 uL que também foi diluida em 5 mL de acetonitrila. Como no primeiro dia nédo
teria diferenca entre a luz e o escuro, foi feita apenas uma quantificacéo, referente a
NCUR, onde foi obtido um valor de concentracdo igual a 3,397 mg mL. Apesar de
ser um valor diferente do que foi obtido no doseamento por conta da influéncia da
agua, isso ndo interfere na visualizacdo da tendéncia de degradag¢do da curcumina
como é possivel notar na Figura 16A.

Na Figura 16A também foi observado que no dia 2 do estudo, a concentracao
aumentou, indicando uma reorganizacéo do sistema que culminou num aumento de
disponibilidade da curcumina. No dia 3, a NCUR que estava exposta a luz ja
apresentou degradacéo. Isso foi observado tanto na Figura 16A quanto no aspecto da
amostra que ja apresentava precipitado no fundo. Entretanto a NCUR que estava no
frasco ambar teve sua concentracdo aumentada, podendo dizer que ela pdde se
reorganizar e como estava protegida da luz, ndo teve sua concentragao real afetada.

No dia 4 foi vista a tendéncia a degradacéo, onde a concentracdo de ambos 0s
testes com NCUR (luz/escuro) diminuiu. Apesar disso, nota-se que mesmo
degradando, a concentracdo da NCUR no escuro se manteve maior do que a mesma
na luz, mostrando que a degradacdo ocorre muito mais rapido quando a amostra esta
exposta. Entdo € correto inferir que uma indicacdo para a formulacdo seria manter
fora do alcance da luz, em frasco ambar.

No ultimo dia de estudo (dia 5), foi obtido um aumento da concentracao de
curcumina tanto no escuro quanto na luz para NCUR, provavelmente ocorreu algum
erro experimental que resultou em uma ressolubilizacdo do ativo no sistema e por
conta disso esses valores foram desconsiderados para o grafico.

Sobre o aspecto da NCUR tanto no escuro quanto na luz, ambas precipitaram
formando um sedimento no fundo dos frascos. Esse tipo de desestabilizacdo do
sistema pode estar relacionado tanto com o equilibrio de dimerizacdo da CUR, que
tem a tendéncia de se auto agregar em agua, quanto a facil degradagéo do ativo,
indicando instabilidade do sistema e podendo ocorrer fendmenos de
floculagéo/sedimentacéo.

Para o ativo puro (CUR) foi feita uma diluicho em &agua purificada em
quantidade proporcional ao que ha na formulacdo, posteriormente agitado por 30
minutos. Apds isso foi armazenado em um frasco ambar transparente, e foi

quantificado no dia 2 e no dia 5 (por conta da baixa solubilidade). Antes da
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quantificacdo no dia, a aliquota retirada dos frascos foi previamente filtrada e depois
diluida em acetonitrila.

Como é possivel observar na Figura 16B, a diferenca no dia 2 ja é nitida, onde
0 ativo livre no escuro apresentou uma concentragdo muito maior do que o ativo livre
exposto a luz, o que reforgca o quéo rapido a curcumina degrada na presenca de luz.
Os valores de concentracdo mostrados também sdo muito menores para o ativo livre
do que para ativo nanoencapsulado, podendo-se afirmar que a curcumina teve sua
disponibilidade aumentada na formulacdo NCUR dispersa em agua. J4 no dia 5 para
os ativos livres, a CUR na presenca de luz manteve uma tendéncia, apresentando um
valor menor que no dia 2, porém a CUR no escuro teve um valor muito alto de
concentracdo, onde possivelmente houve um erro experimental no momento da
filtracdo desse sistema. Pelo aspecto da mistura de ativo puro e agua mostrado nas
figuras 16C e 16D, pode-se afirmar que visualmente ndo houve muita diferenca do dia

2 parao 5.

Figura 16. Resultados do estudo de estabilidade em temperatura ambiente.
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A) Grafico da NCUR dispersa em agua que mostra a concentracdo durante os dias do estudo. B)
Concentracgdo do ativo puro no dia 2 e 5. C) Ativo puro e nanoestruturado no primeiro dia. D) Ativo puro
e nanoestruturado no dltimo dia. Fonte: Autoral.
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6. Conclusao

Foi visto que o sistema pode se tratar de uma microemulsdo, por apresentar
um aspecto limpido, transparente e ser de facil preparacdo. O sistema apresentou
inicialmente tamanho médio de particulaigual a 16,8 nm, e PDI igual a 0,159 indicando
ser monodisperso e homogéneo. Os valores de potencial zeta negativos e muito
proximos de zero indicam a possibilidade do equilibrio ceto-endlico da curcumina estar
influenciando o comportamento dos surfactantes na superficie. Isso parece ser
evidenciado no estudo de estabilidade em diferentes valores de pH, onde foi visto
valores de potencial zeta no comeco do estudo iguaisa—3,1e—-4,2mV parapH7e
8 respectivamente, mostrando que o ativo desprotonado exerceu maior influéncia
ainda, podendo até ter migrado para a superficie por ser solivel em agua em meio
basico. Entretanto, todos os valores de potencial zeta obtidos séo pouco significativos
para indicarem que o sistema € estabilizado por repulsdo eletrostatica, e dessa forma
€ possivel dizer que o sistema possui estabilizacdo causada pela repulsdo estérica
entre as particulas. Além disso, o pH nédo parece ser um fator determinante para o
tamanho de particula, pois em todos os valores da faixa de pH utilizada, os tamanhos
aumentaram de maneira similar e gradual, e esse aumento gradual pode estar
associado a agregacao das particulas. Nota-se também que a agua exerce forte
influéncia sobre a fluorescéncia da curcumina, diminuindo sua intensidade, podendo
estar relacionada com o equilibrio de dimerizacdo da curcumina ou a formacdo de um
complexo néo fluorescente. Obteve-se um valor igual a 4,76 % para o doseamento do
ativo no sistema coloidal, sendo que a referéncia da empresa era de 4%, entdo teve
um erro relativo de 19,1%, que foi considerado como um resultado satisfatorio. A
eficiéncia de encapsulacao do sistema foi igual a 99,1%, indicando que praticamente
toda a curcumina presente no sistema estd encapsulada. Além disso, foi possivel
observar a degradagdo da curcumina nanoemulsionada tanto em pH basico quanto
na luz, através dos dois testes de estabilidade realizados. Em pH ainda foi notado o
deslocamento do comprimento de onda méaximo de absor¢cdo da curcumina, que
passou de 425 nm para 459 nm em meio basico, assumindo coloracdo vermelha
intensa, caracteristica da desprotonagcao do ativo. Tanto no teste DPPH quanto no
teste de estabilidade em temperatura ambiente luz/escuro foi visto o aumento da
disponibilidade da curcumina, ja que o ativo é pouco soluvel em agua, e o sistema

SNEDDS forma uma nanoemulsdo instantdnea em agua, e com isso notou-se o
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aumento da atividade antioxidante e dos valores de concentracdo obtidos em
temperatura ambiente, que mesmo degradando, ainda apresentava concentracéo
muito maior a NCUR do que a CUR.

Para perspectivas futuras, € esperado que a empresa realize um ensaio de
liberacao in vitro, a fim de se determinar o perfil de liberacdo do sistema SNEDDS de
curcumina criado pela mesma, comparando o ativo livre com o nanoencapsulado.
Também se espera mais testes de estabilidade da formulacdo antes e depois de
dispersar em agua, em diferentes temperaturas, para avaliar como o sistema se
comporta em todas as condi¢des previstas, além de avaliar a estabilidade do sistema
frente a ciclos de congelamento e descongelamento com o intuito de estudar
condicbes extremas de armazenamento. Com isso, visando futuramente ser um

produto para administracéo oral que sera comercializado pela empresa Nanoscoping.
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Anexo | - Efeito de varias concentracdes de agua (ml) e poder de fluorescéncia

do sistema curcumina-acetona.

Figura 17. Efeito da agua na fluorescéncia da curcumina avaliado por Jasim e Ali (1992).
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Apéndice | - tabela com dados utilizados para a curva de calibracao

A concentracao corresponde ao ativo utilizando na formulacéo cedida pela empresa
Nanoscoping, que é Extrato de carcuma longa (Active Pharma, 95 % curcumindides).

Tabela 1. Dados utilizados para a curva de calibracdo de extrato de clurcuma longa (95%
curcumindides)

Amostra |Intensidade| [CUR] mg mL"? média |
26,28097
Curc_1 27,20562 0,1 27,45913
28,89079
65,30847
Curc_2 66,78981 0,2 66,09159
66,17648
94,00901
Curc_3 92,37562 0,3 92,73415
91,81783
119,695
Curc_4 120,335 0,4 120,48733
121,432
152,3809
Curc_5 153,824 0,5 152,81327
152,2349
182,8445
Curc_6 184,8084 0,6 184,01820
184,4017
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Apéndice Il — Tabela com resultados dos testes de estabilidade em diferentes

pH

Tabela 2. Variacao dos tamanhos de particula da NCUR em funcéo do pH e do tempo

oH Tamanho de particula (nm)
0 dias 7 dias 15dias | 21 dias | 28 dias | 35dias

pH 3 20,5 25,5 28,3 32,1 32,9 37,8
pH 4 20,9 27,7 29,4 33,9 36,2 40,9
pH5 22,2 26,3 29,2 35,0 36,9 38,7
pH 6 20,6 26,2 29,2 33,2 33,5 37,5
pH 7 20,5 24,6 28,4 33,0 34,0 37,7
pH 8 18,9 23,6 28,7 33,2 33,6 37,0

Tabela 3. Variacdo do potencial zeta da NCUR em func¢&o do pH e do tempo

oH Potencial Zeta (mV)
Odias | 7dias | 15dias | 21 dias | 28 dias | 35 dias

pH 3 0,3 -0,05 -0,2 -0,4 0,09 -0,3
pH4 | -0,9 -0,6 -1,3 -0,7 -0,6 -0,6
pH5 | -0,4 -0,8 -1,7 -1,1 -1,0 -1,3
pH 6 -1,5 -1,3 -1,3 -1,2 -1,4 -1,8
pH7 | -3,1 -2,5 2,1 -3,0 -2,4 -1,5
pH8 | -4,2 -2,5 2,1 -2,2 -2,8 -2,0

Apéndice Ill - Tabela com resultados do teste DPPH

Tabela 4. Resultados obtidos no teste DPPH para a curcumina nanoencapsulada

[CUR] % na Atividade
disperséo antioxidante %
0,001 11,4
0,0025 14,7
0,005 30,3
0,01 49,8
0,025 82,1
0,05 89,6
0,1 89,2
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Apéndice IV — Tabela com resultados do teste de estabilidade em temperatura

ambiente luz/escuro

Tabela 5. Variacdo da concentracdo de ativo livre e nanoencapsulado em temperatura ambiente
exposto a luz e no escuro

Dia [NCUR] LUZ [[NCUR] ESCURO | [CUR]LUZ | [CUR] ESCURO
(mg mL™1) (mg mL1) (mg mL?) (mg mL1)
1 3,397 3,397 - -
2 4,021 4,060 0,00158 0,00340
3 3,841 4,206 - -
4 3,584 3,925 - -
5 3,747 4,154 0,00112 0,00449
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