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RESUMO

A nanotecnologia aplicada para producdo de nanomedicamentos &
considerada uma ferramenta que oferece vantagens em relacao aos seus homoélogos,
principalmente pelo seu tamanho reduzido. Essa técnica tem por objetivo melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas de farmacos ou compostos com atividade terapéutica
ja comprovada, mas que apresentam perfil farmacocinético reduzido, como por
exemplo a curcumina. A curcumina é um composto extraido do rizoma da planta
Curcuma longa Linn, e possui diversas atividades terapéuticas, como agao
antioxidante, antitumoral e antifungica. Porém, em sua forma livre, apresenta elevada
instabilidade quimica em ambiente fisiolégico, reduzida biodisponibilidade e baixa
absorcdo intestinal. Polimeros biodegradaveis utilizados na obtencdo de sistemas
nanoestrututarados sdo interessantes ferramentas para ampliar as propriedades
fisico-quimicas de compostos com limitacbes farmacocinéticas. Entre eles, estd a
caseina, que é um polimero natural, biocompativel, utilizado frequentemente na
producdo de nanoparticulas (Nps) devido as suas estruturas anfipaticas permitirem
boa interacdo com compostos polares e apolares, assim como a curcumina. Diante
disso, o presente trabalho propds o desenvolvimento de nanoparticulas de caseina
contendo curcumina, bem como a sua caracterizacao fisico-quimica e a avaliacao de
suas atividades biolégicas. As nanoparticulas foram obtidas pelo método de
dessolvatacao, caracterizadas quanto ao seu diametro médio, indice de polidispersao,
potencial Zeta, eficiéncia de encapsulacdo, morfologia, espectroscopia na regiao do
infravermelho e difracdo de raios X, ainda foram avaliados, a estabilidade de
armazenamento e o perfil de liberacdo em fluido gastrointestinal das Nps, além de que
foram determinadas as atividades de citotoxidade sobre células normais e sobre uma
linhagem de células tumorais e a acéo antifingica das Nps. A caracterizacao fisico-
quimica demonstrou que o diametro médio das Nps de caseina contendo curcumina
em suspensao foi de 167,8 £ 25,4 nm, e das liofilizadas foi de 232,7 + 25,7 nm. O
indice de polidisperséo, apresentou valor de 0,33 + 0,02 e o valor do potencial Zeta
encontrado foi de -26,4 £ 2,5 mV, sendo que, apos o processo de liofilizacao, o valor
foi de -28,3 + 1,8 mV. A eficiéncia de encapsucao apresentou valor de 70% = 0,8%.
As fotomicrografias realizadas por MEV-FEG mostraram morfologia esférica e regular
das Nps. Com base nos resultados da espectroscopia na regiao do infravermelho, é
possivel sugerir que o método utilizado para obtencdo das Nps de caseina contendo
curcumina ndo causou alterac6es ou mudancas nos grupos funcionais caracteristicos
dos componentes utilizados na obtencédo das Nps. Nos difratogramas de raios X das
Nps de caseina contendo curcumina e das Nps de caseina vazias foi observada
auséncia de picos caracteristicos de cristalinidade apresentados pela curcumina,
sugerindo que houve interacdo da curcumina com a caseina e a amorfizacéo deste
sistema nanoestruturado. Com relacdo a estabilidade das Nps, elas se mantiveram
estaveis quando em suspensao aquosa por 30 dias em temperatura de 8 °C e por 15
dias na condicdo de 25 °C, j& quando estavam na forma liofilizada, mantiveram sua
estabilidade por 150 dias. O perfil de liberacéo nos fluidos gastrointestinais simulados
demonstrou que as Nps apresentaram uma boa estabilidade no fluido gastrico e
intestinal simulado apresentando liberacdo de 4,24% (pH=1,2), mantendo essa
porcentagem em pH=6,8, sendo que ao final de 6 horas, a liberacao total de curcumina
foi de 5,39%. A curcumina nanoencapsulada apresentou baixa toxicidade para células
normais, em comparacdo a curcumina livre, quando testada sobre um modelo de
hemacias e em células Vero. As NPs apresentaram atividade antitumoral in vitro sobre



uma linhagem de células tumorais e atividade antifingica in vitro em a Candida
albicans. O sistema nanoestruturado desenvolvido apresentou caracteristicas fisico-
quimicas que indicam que o processo de nanoencapsulacédo da curcumina melhorou
sua estabilidade e aumentou sua solubilidade em solucbes aquosas. As
nanoparticulas ainda se apresentaram como eficientes carreadores de curcumina
para possiveis aplicacdes bioldgicas.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Nanoparticulas. Curcumina. Caseina.



ABSTRACT

Nanotechnology applied to nanomedicine production is considered a tool that offers
advantages over its counterparts, mainly because of its small size. This technique aims
to improve the physico-chemical characteristics of drugs or compounds with proven
therapeutic activity, but which have a reduced pharmacokinetic profile, such as
curcumin. Curcumin is a compound extracted from the rhizome of the Curcuma longa
Linn plant, and has several therapeutic activities, such as antioxidant, antitumor and
antifungal action. However, in its free form, it presents high chemical instability in
physiological environment, reduced bioavailability and low intestinal absorption.
Biodegradable polymers used to obtain nanostructured systems are interesting tools
to increase the physico-chemical properties of compounds with pharmacokinetic
limitations. Among them is casein, which is a natural, biocompatible polymer often
used in the production of nanoparticles (Nps) because of its amphipathic structures
allowing good interaction with polar and apolar compounds, as well as curcumin.
Therefore, the present work proposed the development of nanoparticles of curcumin-
containing casein, as well as its physico-chemical characterization and evaluation of
its biological activities. The nanoparticles were obtained by the desolvation method,
characterized by their average diameter, polydispersion index, Zeta potential,
encapsulation efficiency, morphology, infrared spectroscopy and ray diffraction X. The
storage stability and the gastrointestinal fluid release profile of the Nps were also
evaluated, besides the cytotoxicity activities were determined on normal cells and on
a tumor cell line and the antifungal action of Nps. The physico-chemical
characterization showed that average diameter of the casein Nps containing curcumin
in suspension was 167.8 £ 25.4 nm and of the lyophilized was 232.7 £ 25.7 nm. The
polydispersity index presented a value of 0.33 = 0.02 and the value of the Zeta potential
found was -26.4 + 2.5 mV, and after the lyophilization process, the value was -28, 3 £
1.8 mV. Encapsulation efficiency presented a value of 70% * 0.8%. The
photomicrographs performed by MEV-FEG showed spherical and regular morphology
of Nps. Based on the results of the infrared spectroscopy, it is possible to suggest that
the method used to obtain casein Nps containing curcumin did not cause changes or
changes in the functional groups characteristic of the components used to obtain Nps.
In X-ray diffractograms of casein Nps containing curcumin and empty casein Nps, there
were no characteristic peaks of crystallinity presented by curcumin, suggesting that
there was interaction of curcumin with casein and amorphization of this nanostructured
system. Regarding the stability of Nps, they remained stable when in aqueous
suspension for 30 days at 8 ° C and for 15 days at 25 ° C, when they were in lyophilized
form, they maintained their stability for 150 days. The release profile in the simulated
gastrointestinal fluids showed that Nps presented good stability in the simulated gastric
and intestinal fluid presenting a release of 4.24% (pH = 1.2), maintaining this
percentage at pH = 6.8. At the end of 6 hours, the total release of curcumin was 5.39%.
Nanoencapsulated curcumin showed low toxicity to normal cells compared to free
curcumin when tested on a red blood cell model and in Vero cells. NPs showed
antitumor activity in vitro on a tumor cell line and antifungal activity in vitro in Candida
albicans. The developed nanostructured system showed physico-chemical
characteristics that indicate that the nanoencapsulation process of curcumin improved
its stability and increased its solubility in agueous solutions. The nanoparticles were
still presented as efficient curcumin carriers for possible biological applications.

Key-words: Nanotechnology. Nanoparticles. Curcumin. Casein.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia € uma area da ciéncia que propde o desenvolvimento de
estruturas e sistemas que se caracterizam por apresentar tamanho em escala
nanomeétrica, ou seja, entre 1 a 1000 ndnometros (nm), essa caracteristica permite a
ampliacdo das propriedades e funcionalidades dos sistemas nanoestruturados
desenvolvidos em relacdo aqueles obtidos em tamanho dentro da escala micro ou
macroscopica (SINGH; LILLARD, 2009; DE OLIVEIRA et al.,, 2013; DIMER et al.,
2013). Na area médica ou farmacéutica, o tamanho dos dispositivos ou sistemas
nanoestruturados, também chamados de nanoparticulas (Nps), desenvolvidos para
uso como nanomedicamentos, sugere-se tamanho médio entre 200 e 300 nm
(WONG; WU; BENDAYAN, 2012; PATEL et al., 2014).

A utlizacdo de nanomedicamentos tem a vantagem de melhorar as
propriedades farmacocinéticas de farmacos e compostos, principalmente pelo seu
tamanho menor e area de superficie maior, melhorando seu indice terapéutico,
diminuindo a toxicidade e a dose terapéutica diaria (KOO; RUBINSTEIN; ONYUKSEL,
2005; DIMER et al., 2013).

O principio basico da nanotecnologia farmacéutica consiste na alteracdo das
caracteristicas fisico-quimicas de um farmaco ou composto, a partir da qual sua
interacdo com um polimero gera a capacidade de melhorar as caracteristicas da
molécula conferindo propriedades especificas ao sistema e permitindo diversas
possibilidades de uso. O polimero ou proteina utilizadados na preparacdo desses
sistemas, funcionard como carreador do farmaco ou composto, sendo assim, alguns
parametros famacocinéticos deste serdo melhorados, tais como biodisponibilidade,
liberacdo controlada, efeito terapéutico, estabilidade e toxicidade (FREIBERG; ZHU,
2004; KAYSER; LEMKE; TREJO, 2005; LEGRAND et al., 2007; SUNDAR; KUNDU;
KUNDU, 2010; WEI et al., 2014).

Dessa forma, a nanotecnologia aplicada a area farmacéutica tem sido
amplamente explorada em termos de aplicacdes médicas, diagnostico, prevencao e
tratamento de doencas, compreendendo uma ferramenta que tem por objetivo
aprimorar farmacos ou compostos com atividade terapéutica ja comprovada, mas que
apresentem perfil farmacocinético comprometido pelas suas caracteristicas fisico-
quimicas (SINGH; LILLARD, 2009; PAL et al., 2011; PARVEEN; MISRA; SAHOO,
2012).



18

Entre os diversos compostos com potencial terapéutico, a curcumina (CUR)
merece consideravel atencao, pois pode ser utilizada na prevengéo e no tratamento
de doencas multigénicas complexas, tais como doencas cardiovasculares, doencas
metabdlicas, cancer, doencas neurologicas e degenerativas, as quais Vém
aumentando significativamente nos ultimos anos (GUPTA; PATCHVA; AGGARWAL,
2013).

A curcumina é um polifenol extraido do rizoma da Curcuma longa Linn, uma
planta conhecida popularmente como acafrdo-da-terra e pertencente a familia
Zingiberaceae, comum em regides tropicais e subtropicais da India e da China
(GHOSH; BANERJEE; SIL, 2015).

Sao diversas as propriedades terapéuticas atribuidas a curcumina, sendo que,
pode atuar na prevencdo na ocorréncia de diversas doencas (MAZZARINO, 2013).
Podem ser citadas as atividades antioxidante (AK; GULCIN, 2008; PRASAD et al.
2014), antitumoral (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008; KOSTEL; BORA-
TATAR; ERDEM-YURTER, 2012) e anti-inflamatéria (YALLAPU et al., 2014).

No entanto, diversos fatores afetam a sua biodisponibilidade, tais como a sua
rapida metabolizacdo e excrecdo e sua baixa absorcdo intestinal (ANAND et al.,
2008). Portanto, algumas pesquisas visam o0 desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados como carreadores da curcumina (YALLAPU et al., 2010, 2014;
MARGULIS et al., 2014; HU et al., 2015; KO et al., 2015; VALEH-E-SHEYDA et al.,
2015).

Nestes sistemas, a escolha do polimero para a producédo das nanoparticulas
esta relacionada ao tipo de farmaco ou composto que se deseja veicular e a via de
administracdo a ser utilizada (KRATZ, 2008; NEHA; TARUN; AJAY, 2012; YUAN et
al.,, 2014). Os materiais utilizados na producdo de Nps devem apresentar as
propriedades de biodegradabilidade e atoxicidade no organismo humano (LEGRAND
et al., 2007; NAIR; LAURENCIN, 2007; SUNDAR; KUNDU; KUNDU, 2010; DASH et
al., 2011).

Os polimeros sintéticos sdo amplamente utilizados na producdo de Nps,
porém, estes materiais apresentam, em geral, custo elevado, por isso, 0s polimeros
naturais, como as proteinas, sdo uma alternativa interessante de escolha na obtencao
de sistemas nanoestruturados. A caseina € uma proteina derivada do leite de vaca,
biocompativel ao organismo humano, além de apresentar baixo custo quando

comparado aos polimeros sintéticos. Essa proteina € composta por varios
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aminoacidos e apresenta estrutura anfipatica, permitindo boa interagdo quimica com
compostos polares e apolares (PAN; ZHONG; BAEK, 2013; PAN et al., 2014; CHANG
et al., 2017).

Diante do exposto, o presente trabalho propde o desenvolvimento de
nanoparticulas de caseina contendo curcumina bem como a sua caracterizagao fisico-

quimica e a avaliagdo das atividades biolégicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar as atividades bioldgicas in vitro de

nanoparticulas de caseina contendo curcumina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um sistema nanoestruturado carreador de curcumina a partir de
caseina;

e Caracterizar as nanoparticulas obtidas quanto as suas caracteristicas fisico-
quimicas: diametro médio, indice de polidisperséo, potencial Zeta, morfologia,
espectroscopia da regiao do infravermelho e difracdo de raios X;

e Determinar a eficiéncia de encapsulagdo da curcumina associada as
nanoparticulas por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Avaliar a estabilidade das nanoparticulas armazenadas sob diferentes
condi¢cBes, como temperatura ambiente, refrigeracdo e congelamento;

e Determinar o perfil de liberacdo e a estabilidades das nanoparticulas em Fluido
Gastrico (FGS) e Fluido Intestinal Simulado (FIS);

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro das nanoparticulas sobre hemacias;

e Avaliar a atividade citotéxica in vitro das nanoparticulas sobre células normais
utilizando células Vero;

e Avaliar a atividade antitumoral in vitro sobre a linhagem celular tumoral de
adenocarcinoma do colo do utero humano (HelLa) e

e Avaliar a atividade antifungica in vitro das nanoparticulas em Candida albicans.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

A nanotecnologia é caracterizada por apresentar uma ampla funcionalidade e
varias formas de uso, sendo aplicada em diversos campos do conhecimento. Na area
farmacéutica, a nanotecnologia comecou a partir do desenvolvimento de lipossomas.
Esses sistemas serviram de base para a ampliacdo de um grande numero de sistemas
nanoestrutuados para a liberacao de farmacos, produzidos na sua grande maioria a
partir de lipidios ou de compostos poliméricos (COUVRER; VAUTHIER, 2006; SINGH,;
LILLARD, 2009; PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012).

Atualmente, a aplicacAo da nanotecnologia na producdo de
nanomedicamentos e sistemas nanoestruturados carreadores de compostos,
compreende uma ferramenta interessante e que tém atraido atencdo dos
pesquisadores, uma vez que esses sistemas desempenham atividades biol6gicas em
uma variedade de processos terapéuticos, além de apresentar maior estabilidade nos
fluidos fisiolégicos e no armazenamento, sendo aplicadas por diversas vias de
administracdo, como a parenteral (KIM et al.,, 2011; WEI et al.,, 2014), oral
(CHELLAMPILLAI; PAWAR, 2011), nasal (SEJU; KUMAR; SAWANT, 2011), topica
(ZHANG et al., 2008), entre outras.

Esses sistemas ainda permitem a liberacdo terapéutica dos farmacos ou
compostos no sitio especifico, a longo prazo e em baixas doses, permitindo eficacia
terapéutica favoravel quando comparado aos medicamentos convencionais (SUN et
al., 2016; KAZEMI; DIVSALAR; SABOURY, 2017).

Na producdo de sistemas nanoestruturados os polimeros utilizados podem
interagir com os compostos ou farmacos de interesse por meio interacfes quimicas,
0 que facilita a encapsulagdo dos mesmos, melhorando sua solubilidade em meio
aguoso. Além de que, em pH fisiolégico, o uso e aplicacdo do polimero adequado,
resulta na prevencao da degradacéo do farmaco ou composto no trato gastrointestinal,
aumentado a absorcéo e, consequentemente, a biodisponibilidade (LI et al., 2012;
SARI; MANN; KUMAR, 2015).

Os primeiros polimeros sintéticos que demonstraram sucesso em Sseu uso
foram os derivados dos acidos latico e glicélico, utilizados para suturas na década de

1960. A classe dos polimeros termoplésticos poli (a-esteres) € a mais antiga,
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investigada e utilizada na nanotecnologia farmacéutica, principalmente pela
caracteristica biodegradavel. Os poliesteres sdo representados pela poli
(caprolactona), poli (D, L-latico) (PLA) e os copolimeros derivados dos acidos latico e
glicdlico (PLGA). Apesar da grande eficiéncia dos polimeros sintéticos, o processo de
nanoencapsulacdo a partir destes materiais ainda apresenta custo elevado (NAIR;
LAURENCIN, 2007; DIMER et al., 2013).

Neste sentido, a liberacdo de compostos e farmacos a partir de sistemas
nanoestruturados é dependente de diferentes fatores, sendo o tipo de polimero
utilizado um dos principais, j& que determina o mecanismo de liberagcdo envolvido.
Assim, estudos vém sendo realizados se baseando na utilizagdo do caseinato de
sédio, que é um biopolimero natural e biodegradavel, que se apresenta na forma de
sal de sédio derivado da caseina, principal proteina existente no leite de vaca (NEHA;
TARUN; AJAY, 2012; CHANG et al., 2017).
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3.2 CASEINA

O leite bovino contém aproximadamente de 3,3 m/v de proteinas totais, e o
conjunto de proteinas conhecidas como caseina representam aproximadamente 80%
desse total (FARRELL et al., 2006). No leite, essas proteinas formam particulas
coloidais hidratadas, como micelas. A micela de caseina € uma associacao de fracoes
composta por quatro parcelas de proteinas anfifilicas aS1, aS2, B e kK caseina
(KJELDSEN et al., 2007; PAN; YAO; JIANG, 2007; GANDHI; ROY, 2019).

As quatro fosfoproteinas constituintes, aS1-, aS2-, B- e k-caseina, existem
aproximadamente em proporc¢des de 4: 1: 4: 1 em peso no leite de vaca, e seu ponto
isoelétrico médio (pl) esta entre 4,6 e 4,8. Todas as caseinas sdo caracteristicamente
anfipaticas (PAN; YAO; JIANG, 2007).

O tamanho da micela de caseina é variado, devido a sua alta polidispersdo. A
distribuicdo de tamanhos pode variar entre 80 a 800 nm, com um diametro médio de
200 nm (DALGLEISH, 2011).

A estrutura da caseina é micelar, sendo esférica e tendo o interior hidrofébico,
cercado por uma camada hidrofilica que estabiliza a micela por meio de efeitos
eletrostaticos, permitindo interacdo com compostos hidrofébicos e hidrofilicos
(FARRELL et al., 2006; DE KRUIF et al., 2012). A k-caseina, presente na superficie
da micela, apresenta caracteristica mais ordenada e estavel, com interacdes
hidrofilicas. As outras caseinas apresentam interacdes hidrofobicas e clusters de
fosfato de célcio (SGARBIERI, 2005; DE KRUIF et al., 2012).

A caseina pode ser utilizada na obtencao de sistemas nanoestruturados, por
exemplo, em varios alimentos, cosméticos e farmacos (DE KRUIF e GRINBERG,
2002; GANDHI; ROY, 2019), principalmente devido a sua grande quantidade de
aminoacidoscom carater hidrofilico e lipofilico, e devido seu perfil estavel, j& que
mesmo apos o leite passar por processamento, a estrutura da caseina é mantida
(HOGAN et al., 2001; SEMO et al.,, 2007; PAN; ZHONG; BAEK, 2013; ZHANG;
ZHONG, 2013; PAN et al., 2014; WANG et al., 2016).

Essa proteina também pode ser utiizada como um agente
emulsionante/estabilizante na producdo de nanoparticulas devido a combinacdo de
estabilizacdo eletrostatica e estérica relatada em alguns estudos (ZHANG et al., 2014,
WANG et al., 2016; SUN; GAO; ZHONG, 2018).
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Segundo Patel e colaboradores (2010), a caseina foi utilizada como um
estabilizante para evitar a agregacéo das nps de zeina em solu¢gées com pH neutro e
condicbes de alta forca idnica. Zhang e colaboradores (2014) demonstraram que a
utilizacao da caseina na formulacéo foi capaz de melhorar a estabilidade das nps de
zeina e evitar a floculagéo durante a formacgé&o do filme.

Li e colaboradores (2012) produziram filmes antimicrobianos a partir de nps de
zeina revestidas com caseina. A caseina atuou como estabilizante na encapsulacao
de timol, principal componente antimicrobiano do 6leo essencial do tomilho (Thymus
vulgaris), apresentando melhora da sua atividade antimicrobiana apos a
nanoencapsulacao.

Ja Pan e colaboradores (2014) realizaram um estudo utilizando apenas a
caseina como polimero para a nanoencapsulacdo do timol, sendo que esse
apresentou atividade antimicrobiana significativamente melhorada quando
nanoencapsulado. Assim, observou-se que as nanodispersoes de timol tém
aplicacdes promissoras para melhorar a seguranca microbiologica e a qualidade dos
alimentos.

A caseina também vem sendo utilizada em sistemas nanoestruturados para a
encapsulacdo de drogas hidrofébicas antitumorais, como a mitoxantrona,
doxurubicina e o paclitaxel, que apresentaram estabilidade termodinamica em
solucbes aquosas desenvolvidas para administracdo oral (SAHU; KASOJU; BORA,
2008; SHAPIRA et al., 2010; NARAYANAN et al., 2015; GANDHI; ROY, 2019).

Portanto, a caseina, um polimero natural obtido do leite de vaca e com baixo
custo, possui caracteristicas que a tornam interessante na obtencdo de sistemas
nanoestruturados. Além disso, pode ter interacdes com compostos hidrofilicos e
hidrofébicos (PENALVA et al., 2018; SUN; GAO; ZHONG, 2018).
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3.3 CURCUMINA

A Curcuma longa é um arbusto perene nativo do sul e sudoeste asiatico e
extensivamente cultivado na india, pertencente a familia das Zingiberaceae, tendo
como parte utilizada o rizoma, que é seco e transformado em pé para sua conservacao
e utilizacdo. O po extraido do rizoma da C. longa., também conhecida como curcuma,
acafrdo-da-india ou acafrdo-da-Terra, tem sido frequentemente utilizado como
especiaria ou condimento (curry), colorante e também como componente da medicina
Ayurvédica pelas suas atividades terapéuticas.

Os componentes extraidos do p6 do rizoma sdo bem variados, compreendendo
proteinas, lipideos, minerais, carboidratos e os curcumindides, que compdem a
mistura de trés pigmentos: a curcumina (curcumina |; 77%), a desmetoxicurcumina
(DMC, curcumina Il, 17%) e a bisdesmetoxicurcumina (BDMC, curcumina Ill, 3%)
(PRASAD et al., 2014; SUETH-SANTIAGO et al., 2015). A curcumina |, ou somente
curcumina, é descrita como 1,7-bis-(hidroxi-3-metoxifenil)1,6-heptadieno-3,5-diona,
possui dois grupos metoxila (OCHs) (Figura 1), e foi isolada inicialmente em 1815
(VOGEL,; PELLETIER, 1815).

Figura 1 - Estrutura quimica da curcumina

OH

O O

FONTE: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c1386?lang=pt&region=BR.

Sao inimeras as propriedades terapéuticas que tém sido atribuidas a
curcumina, como a atividade antioxidante (KHALIL et al., 2012; CORADINI et al.,
2014), antitumoral, anti-inflamatéria (SHARMA; GESCHER, 2005; YALLAPU et al.,
2014), antifungica e antibacteriana (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008),
além da acdo digestiva, antialérgica, imunizante, estimulante e cicatrizante (GOEL;
KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008; AKBIK et al., 2014; PRASAD et al., 2014;
SUETH-SANTIAGO et al., 2015) havendo relagcéo das suas atividades biolégicas com
a sua agao antioxidante (AKBIK et al., 2014).
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Tem-se demonstrado a ag&o antitumoral da curcumina tanto para a prevencao
como para o tratamento do cancer, bem como de outras doengas, muitas inclusive
causadas pela acao nociva de radicais livres (HEATH et al., 2003; GOEL et al., 2008;
KOSTEL et al., 2012).

O efeito antitumoral da curcumina foi descrito sobre varios tipos de tumores
mamarios, sendo que para tais atividades se especulam uma série de mecanismos
envolvidos. A curcumina ainda apresentou protecédo no desenvolvimento do cancer de
mama e metastase pulmonar, comumente descrita em casos de complicacdes do
cancer de mama (HOLY, 2002; ANAND et al., 2008; CHEN et al., 2014).

Porém, devido suas caracteristicas fisico-quimicas, como instabilidade em pH
fisiolégico e em solucdes aquosas, a farmacocinética da curcumina representa um
desafio, uma vez que sua biodisponibilidade e absorcéo intestinal é reduzida (KIM et
al., 2011; KHALIL et al., 2013). Por conta das propriedades acima descritas, grande
parte da curcumina consumida ap6s administracdo oral é excretada inalterada nas
fezes, ou como metabdlitos conjugados excretados na urina, prejudicando assim suas
importantes atividades terapéuticas (SHARMA; GESCHER, 2005).

Portanto, algumas pesquisas tém empregado a nanotecnologia por meio da
obtencéo de sistemas nanoestruturados como carreadores da curcumina (YALLAPU
et al., 2010; MARGULIS et al., 2014; HU et al., 2015; KO et al., 2015; VALEH-E-
SHEYDA et al.,, 2015) a fim de melhorar sua baixa biodisponibilidade, as quais
geralmente conferem ao composto grande instabilidade em solucdo aquosa, apesar
das vérias atividades biol6gicas importantes ja descritas. No entanto, pode ser
observado uma variabilidade nos métodos de obtencdo, polimeros utilizados e
diametro das particulas ou sistemas obtidos (YALLAPU et al., 2014).

De forma geral, se observa na literatura que a curcumina encapsulada
apresenta melhor desempenho quando comparada a curcumina livre, apresentando
variabilidade quanto ao tipo de polimero utilizado, o método de obtencdo, a
caracterizagao fisico-quimica e a aplicagéo bioldgica dos sistemas nanoestruturados

desenvolvidos (Tabela 1).



Tabela 1 - Caracterizacé@o de Sistemas Nanoestruturados contendo Curcumina
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Autores Material Tipo de Caracterizacao Aplicacédo
Particula/ fisico-quimica Bioldgica
Método de
obtencao
Teng et al. Isolado de Dessolvatagéo *CUR 5% N&o especificado
(2012) proteina de soja DM: 286,7 nm
PZ:. -34,5 mV
Yu; Huang Organogel- Nanoemulséo DM: 218 nm Aumento da
(2012) Tween 20 IPD: 0,280 biodisponibilidade
oral
Teng et al. B-lactoglubulina Dessolvatacdo *CUR 15% N&o especificado
(2014) DM: 213,9 nm IPD:
0,202
PZ:. - 42,4 mV
Fares; Salem Inulina N&ao especificado DM: 5-150 nm Aumento da taxa
(2015) Liberagdo CUR: de dissolucdo
90%
Hu et al. Zeinal/ Pectina Core-shell- DM: 250 nm Estudo de
(2015) deposicao IPD: 0,24 desidratacdo das
eletrostatica PZ:-28 mV nanoparticulas
para uso como
ingredientes
funcionais em p6
Wang et al. Zeina hidrolisada Anti-solvente DM: <50 nm N&o especificado
(2015) simples PZ: -45 mV
Aadinath etal. Oxido de ferro/ B- Microemulsao/ DM: 67 nm Ensaio
(2016) ciclodextrina complexo de EE%: 71% antioxidante sobre
incluséo radical DPPH
Harini et al. Silica N&o especificado DM: 100-220 nm Inducdo a morte de
(2017) mesoporosa EE%: 80 a 90% células MCF-7
Guo et al. Oligossacaride Disperséo do DM: 134,5 nm PZ: Encapsulagéo
(2018) de hialuronano filme -29,4 mV simultanea de 2

antioxidantes para
uso como
nutracéuticos

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: CUR — Curcumina; *Concentragdo maxima utilizada de CUR na formulagéo; DM — Diametro
Médio; IPD — indice de Polidispersdo; PZ — Potencial Zeta; mV - milivolts; EE% - Percentual de
Eficiéncia de Encapsulacao.

No estudo de Yu e Huang (2012), foi investigada a biodisponibilidade oral da

curcumina em uma nanoemulsdo a base de organogel, em que, notavelmente, a

concentragdo maxima absorvida da curcumina aumentou, demonstrando que a

formulacdo de nanoemulsdo foi capaz de melhorar a biodisponibilidade oral de

curcumina.

Assim como Fares e Salem (2015), que demonstraram em seu estudo que as

nanoparticulas conjugadas com curcumina-inulina desempenham papel importante no

aprimoramento da dissolugcéo da curcumina, e que a taxa de dissolu¢cdo aumentou a

taxa de absorcao no trato gastrointestinal (TG) e a biodisponibilidade nos tecidos.
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Ja Hu e colaboradores (2015), provaram que as nanoparticulas de zeina-
pectina carregadas com curcumina podem ser desidratadas, permitindo a sua
utilizacado como ingrediente funcional em p6 adicionado em alimentos e bebidas, o que
nao € possivel ao se utilizar a curcumina livre, visto seus problemas de degradacéao.

Ainda, de acordo com Aadinath e colaboradores (2016), os
nanomagnetoliposomas de B-ciclodextrina contendo curcumina apresentaram maior
atividade de eliminacdo de radicais de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), em
comparacao com lipossomas de curcumina e curcumina livre, 0 que aumenta a
chance dessa nanoformulacéo ser utilizada em estudos in vivo contra o cancer.

Harini e colaboradores (2017) sugeriram que a conjugacdo de curcumina com
as nanoparticulas de silica mesoporosa aumentou sua hidrofilicidade e dispersidade,
resultando no aumento da inducédo a morte de células MCF-7.

E por fim, Guo e colaboradores (2018), realizaram uma pesquisa sobre
sistemas nanoestruturados para encapsular curcumina e  resveratrol
simultaneamente, sendo que o0s autores sugeriram que a formulacdo desenvolvida
pode ser usada como um sistema promissor de fornecimento de nutracéuticos
antioxidantes, podendo ser incluido em sucos, iogurtes e suplementos nutricionais.

Os produtos naturais hd muito tempo sdo considerados alternativas
interessantes no desenvolvimento de novas terapias contra doencas graves e
emergentes. Além disso, com a aplicacdo da nanotecnologia, também vem sendo
estudada a melhoria das caracteristicas desses compostos (DOTA et al.,, 2011;
FRANCHIN et al., 2016; AFROUZAN et al., 2012).

A fim de melhorar caracteristicas como solubilidade e biodisponibilidade,
compostos como a curcumina, vém sendo estudados em modelos nanoestruturados
com caseina, e os resultados demonstram melhora na estabilidade desses sistemas
(PAN; ZHONG e BAEK, 2013; WANG et al., 2016; MENG et al., 2018; RAZI et al.,
2018, ZHANG et al., 2019).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes

Acido Acético 99,9% - Vetec, Brasil;

Agar Sabouraud

Agua ultrapura - sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, resistividade de 18,2
MQ/cm;

3 - [4,5-dimetil-2-il] -2,5-brometo de difenil tetrazélio

Caseina de Sdédio a partir do leite bovino — Sigma Aldrich, EUA,

Candida albicans 0546 Vitroids'™

Agar Saboraud-Dextrose

Curcumina — Sigma Aldrich, EUA;

D (+) Sacarose P.A. - Vetec, Brasil,

Dimetilsuférico (DMSO) Quimica Moderna®

Etanol 99,5% - Biotec Brasil;

Etanol Grau HPLC — J.T. Baker, EUA

Glutaraldeido 25% - Vetec, Brasil;

Metanol Grau HPLC — J.T. Baker, EUA;

RPMI-1640 (Himedia®)

4.1.2 Equipamentos

Balanca analitica M214A - Tecnal®;

Banho ultra termostatico - Solab®;

Bomba a vacuo TE 058 - Tecnal®;

Capela para exaustéo de gases - Lucadema®;

Coluna C18 fase reversa (4,6 mm x 250 mm; 5 um) (Vertical®)

Cromatdégrafo Liquido de Alta Eficiéncia - Waters® Alliance a um detector de
Arranjo de Diodo (PAD) e coluna Xterra C18 (125mm x 4mm; 5 ym) Waters®;

Difratdmetro de Raio X - Ultima IV - Rigaku®;

Equipamento para analise do potencial zeta - ZetaSizer ZS, Malvern®

Equipamento para medida do espalhamento dinamico da luz (Dynamic Light
Scattering) - Brookhaven 90 Plus®;
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Espectrometro de Infravermelho FT-IR - IRPrestige-21 com acessoério de
refletdncia difusa, DRS-8000 - Shimadzu®;

Espectrofotdmetro UV-Vis (Jasco®)

Incubadora de Bancada com Agitacdo Orbital Q816M22 — Quimis®;

Liofilizador. LD1500 (Terroni ®)

Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 ym e PTFE 0,45 pym) -
Millipore®;

Microscopio eletrénico de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) -
MIRA3LM - Tescan®;

Pipetas monocanal - Labmate®;

Placa magnética de aquecimento com agitacao (Go-Stirrer®)

Sistema de ultrapurificacdo de agua - MilliQ Gradiente Millipore®;

Ultracentrifuga refrigerada Hermle® - Z36HKI.

4.2 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento das nanoparticulas

4.2.1.1 Obtencéao

As nanoparticulas de caseina contendo curcumina foram obtidas em
quadriplicata utilizando o método de dessolvatacdo com base na metodologia descrita
por WEBER e colaboradores (2000). A fase aquosa foi preparada com a caseina
solubilizada em agua ultrapura sob agitacdo em placa magnética em temperatura
ambiente. A fase organica foi composta por 8mL de etanol (99,5%) contendo 5mg de
curcumina. Essa solucéo etandlica foi adicionada, gota a gota, com auxilio da bureta
a solucdo aquosa, que era composta por 2mL de agua ultrapura e 100mg de caseina,
até a completa opalescéncia do sistema, proporcionando 0 processo de
dessolvatagdo. Posteriormente, 30uL de uma solucdo de glutaraldeido 8%,
recentemente preparada, foi acrescentada para induzir a reticulacdo das particulas,
permanecendo o sistema sob constante agitacao (200 rpm, 21°C) em incubadora de
bancada com agitacéo orbital por 2h.

Apbs o periodo de incubacao, a dispersdo de nanoparticulas foi submetida ao
processo de ultracentrifugagéo por 30 minutos a 17000 rotagbes por minuto (rpm) e
temperatura de 4°C. Com esse processo, houve a separacdo das nanoparticulas de
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caseina contendo curcumina recém-formadas da curcumina livre ndo encapsulada ao
sistema, ficando presente no sobrenadante da solugdo. O volume do sobrenadante
proveniente da ultracentrifugacdo foi acondicionado em tubos, do tipo Falcon, e
estocado em freezer (-5°C), sendo posteriormente utilizado para analise do percentual
de encapsulacao da curcumina por método indireto.

As nanoparticulas foram entdo: (1) ressuspensas em agua ultrapura, e
acondicionadas sob diferentes condicbes de armazenamento (temperatura ambiente,
refrigeracdo e congelamento) e (2) ressuspensas em solucao crioprotetora (sacarose
15%) e congeladas a -10°C para posterior liofilizagdo. A Figura 2 representa o
processo utilizado na preparacao das nanoparticulas de caseina vazias e/ou contendo
curcumina.

Figura 2 - Representa¢do esquematica do processo de obtencdo de nanoparticulas pelo método de
dessolvatacdo
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4. Incubagdo

[
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FONTE: O autor (2019).

4.2.1.2 Liofilizagc&o

Inicialmente, para avaliar o comportamento da caseina em solugédo
crioprotetora, a liofilizagdo das nanoparticulas de caseina vazias foi testada para duas
concentracdes diferentes de solucao crioprotetora (solucdo de sacarose a 5% e 15%).
Para este processo, as nanoparticulas de caseina, recém-obtidas, foram
ressuspensas em solugdo de sacarose nas concentracoes de 5% e 15%, e

congeladas a uma temperatura de -10°C por 12 horas, sendo posteriormente
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liofilizadas por 24 horas. Assim, foi possivel determinar a concentracdo da solugdo
crioprotetora utilizada para proteger as nanoparticulas durante o processo de
congelamento. O p6 obtido para as duas concentracfes de solucao crioprotetora foi

avaliado quanto ao diametro médio, indice de polidispersao e potencial Zeta.

4.2.2 Caracterizagdo das nanoparticulas

4.2.2.1 Caracterizacéo do Diametro Médio (DM) e do indice de Polidisperséo (IP)

A avaliacdo do diametro médio (DM) das nanoparticulas de caseina contendo
curcumina, bem como sua distribuicéo, foi determinada por meio da metodologia de
espalhamento dindmico da luz com correlacédo de fétons - Dynamic Light Scattering
(DLS) apoés a dispersdo de 20uL das nanoparticulas recém-obtidas em agua ultrapura.
As medidas foram realizadas em triplicata, em um angulo de espalhamento de luz de
90°, temperatura de 25°C e comprimento de onda 660nm, utilizando corridas de 3min.
Para cada amostra foram avaliados a média do didmetro da particula, o indice de

polidispersao (IPD) e o desvio padrao (DP).

4.2.2.2 Caracterizacao do Potencial Zeta (P2)

O potencial Zeta (PZ) foi avaliado pelo rastreamento do movimento de
particulas carregadas em um campo de tensdo, mobilidade eletroforética, utilizando
equipamento Zetasizer Nano S90. Para o ensaio, 10uL das nanoparticulas de caseina
contendo curcumina foram dispersas em solucdo de KCI 1mM, a fim de manter a forca
ibnica do meio, e colocadas em célula eletroforética a 25°C sob o potencial de

+150mV. As medidas foram realizadas em triplicata, com calculo da média e do DP.
4.2.2.3 Determinacgéo da Eficiéncia de Encapsulacéo (EE)

A quantificacdo da curcumina foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodo (PDA). A fase mdvel consistiu de
uma mistura de metanol, etanol e acido acético 0,5% (70: 27,5: 2,5, v/v/v), com elui¢do
isocratica, taxa de fluxo de 0,8mL/min. Como diluente da amostra foi utilizada uma

proporcdo de metanol, etanol e &cido aceético 0,5% (70:29,6:0,4, v/viv),
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respectivamente. O volume de inje¢cdo da amostra foi de 60yuL e o detector foi ajustado
para o comprimento de onda de 417nm.

Inicialmente, foi construida uma curva analitica, para a qual foram analisadas
triplicatas de 7 concentracbes diferentes de curcumina (5, 10, 20, 25, 30, 40 e
50ug/mL) derivadas de uma solugéo estoque preparada em etanol com concentracao
de 10mg/mL. A partir da curva analitica, foi avaliado o coeficiente de correlacéo (r?).
A determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE), ou seja, a quantidade de
curcumina incorporada as nanoparticulas, foi determinada por método indireto, que
quantifica o composto livre que ndo foi associado as nanoparticulas por meio da
andlise do sobrenadante resultante do processo de ultracentrifugacao.

Portanto, uma aliquota da quadriplicata do sobrenadante anteriormente
estocado foi diluida na proporcao de 1:10 em diluente, filtrada em membrana de poro
0,22um e analisada por CLAE. A quantidade de curcumina encapsulada foi calculada
utilizando a Equacédo 1 (KHALIL et al., 2013) e os valores do percentual da eficiéncia

de encapsulacéo (%EE) foram expressos em média e DP.

%EE = Massa analitica - Massa tedrica / Massa teorica x 100 1)

Sendo:

» Massa analitica é a quantidade de curcumina (em mg) mensurada no sobrenadante
pelo método de CLAE.

* Massa tedrica é a quantidade (em mg) de curcumina pesada e utilizada no inicio do

experimento.

4.2.2.4 Caracterizagdo da morfologia por Microscopia Eletronica de Varredura com
Emisséo de Campo (MEV-FEG)

A analise morfologica das nanoparticulas de caseina contendo curcumina foi
observada por microscopia eletronica de varredura por emissao de campo (MEV —
FEG) com uma tensdo de aceleracdo de 15Kv. Para esta andalise, uma gota da
dispersdo das nanoparticulas foi distribuida em um suporte metalico (stub). Apés a
secagem, a amostra foi metalizada com ouro coloidal sob vacuo. As micrografias

foram realizadas com aumentos de 35 e 80 mil vezes
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4.2.2.5 Caracterizagdo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR)

Para este ensaio, as nanoparticulas liofilizadas sem crioprotetor foram
preparadas em pastilhas de KBr. A razdo de escaneamento usada foi de 400 a
4000cm™ com 64 scans e a resolucédo foi de 4cm™. Os espectros das nanoparticulas
de caseina contendo curcumina foram analisados e comparados frente aos espectros
obtidos da caseina, da curcumina, de uma mistura fisica caseina e curcumina e das

nanoparticulas de caseina vazias.

4.2.2.6 Caracterizacgao por Difragdo de Raios X (DRX)

As medidas de DRX foram realizadas utilizando radiacdo Cu Ka em
comprimento de onda de 1,54A & temperatura ambiente. A tensdo e a corrente
aplicada foram de 40kV e 30mA, respectivamente. As amostras foram acondicionadas
em um suporte de amostras e digitalizados entre 5 e 70° em um angulo de 268. Os
difratogramas das nanoparticulas de caseina contendo curcumina foram analisados e
comparados frente aos difratogramas obtidos da caseina, da curcumina, de uma

mistura fisica caseina e curcumina e das nanoparticulas de caseina vazias.

4.2.3 Avaliagdo da estabilidade de armazenamento das nanoparticulas

Ap6s a obtencdo das nanoparticulas de caseina contendo curcumina, as
mesmas foram ressuspensas em agua ultrapura e armazenadas a temperatura de
25°C e 8°C para se avaliar a estabilidade fisico-quimica em relacdo ao DM, IPD e PZ
em intervalos de 7, 15 e 30 dias.

A cada intervalo de tempo citado, foram retiradas aliquotas de cada amostra
armazenada para analisar os parametros descritos anteriormente, sendo que essa
analise foi realizada em triplicata.

Também foi avaliada a estabilidade das nanoparticulas de caseina contendo
curcumina apos o processo de liofilizacdo, ou seja, na forma de pd. As amostras
liofilizadas foram analisadas no tempo 0 e em intervalos de 30 dias, tendo sido
avaliado até o periodo de 150 dias. Nesses intervalos, foram retiradas aliquotas do pé

armazenado para se avaliar o DM, IPD e PZ das nanopatrticulas.
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4.2.4 Determinacao do perfil de liberagdo e estabilidade das nanoparticulas em Fluido
Gastrico (FGS) e Fluido Intestinal Simulado (FIS)

Por meio desse ensaio foi possivel avaliar a estabilidade e o perfil de liberacao
da curcumina encapsulada nas nanoparticulas obtidas nos fluidos gastrico (FGS) e
intestinal (FIS) simulados.

Primeiramente, foram preparados os fluidos simulados de acordo com a
metodologia proposta na Farmacopéia Brasileira (ANVISA, 2010), sendo utilizado o
FGS em pH1,2 e o FIS em pH6,8, com adicdo das enzimas pepsina e pancreatina
para FGS e FIS, respectivamente.

Uma aliquota de nanoparticulas em suspensdo que contivesse 100ug de
curcumina encapsulada foi diluida para 1mL de solucéo final de FGS (pH1,2), em
triplicata. Essas suspensdes foram mantidas em incubadora de bancada com agitagcéo
orbital sob as condi¢gbes de 37°C, 150rpm, e, em intervalos de tempo determinados
(30 minutos; 1; 2; 3; 4; 5 e 6 horas), foram retiradas da agitacao para ultracentrifugacao
por 30minutos, 17000rpm e 4°C. Os precipitados restantes apés a ultracentrifugacdes
foram ressuspensos em 1mL do fluido utilizado, sendo que, até o tempo de 2h se
utilizou o FGS e apds 2h as suspensfes de nanoparticulas foram ressuspensas com
FIS (pH6,8) por mais 4h.

Os sobrenadantes resultantes das ultracentrifugacdes foram armazenados
para quantificar a curcumina liberada no fluido em cada tempo determinado. Para se
obter o perfil de liberacdo, os sobrenadantes armazenados em cada intervalo de
tempo, foram filtrados em filtro de 0,22um e analisados pelo método CLAE para
quantificar a concentracdo de curcumina liberada durante o tempo analisado, sendo o

resultado expresso considerando o DP.

4.2.5 Avaliacao biologica das nanoparticulas

4.2.5.1 Avaliagdo da atividade citotdxica in vitro das nanoparticulas sobre hemacias

4.2.5.1.1 Preparacdo das hemacias

As hemacias utilizadas neste ensaio, foram obtidas por meio do sangue total
coletado de um individuo voluntario saudavel. A abordagem ao participante foi

efetuada no Campus CEDETEG — Guarapuava, Parana. A coleta foi efetuada por
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puncao venosa periférica de acordo com as normas de biosseguranca (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA/MEDICINA LABORATORIAL, 2010), na
Farmacia Escola da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO). Foram
coletados 5mL de sangue total que foi colocado em tubo de vidro contendo 10uL de
heparina, homogeneizado e entdo centrifugado (5min e 1200g). Foram retirados por
aspiracdo o plasma e a camada de leucécitos. Em seguida, a suspensao de hemécias
foi lavada com solucéo gelada de tampédo PBS 10mM, pH7,4 por trés vezes, sendo
entdo finalmente ressuspensas em PBS 10mM, pH7,4 para se atingir um volume
globular final de 3% (KHATIK et al., 2016) e o0 presente ensaio possui parecer
favoravel do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (COMEP) da
UNICENTRO n° 113.217 conforme Anexo 1.

4.2.5.1.2 Avaliacado da atividade citotdxica sobre hemécias

Uma concentracdo de 50ug/mL de curcumina presente nas nanoparticulas de
caseina contendo curcumina e de curcumina livre solubilizada tanto em etanol, quanto
em PBS 10mM, pH7,4, assim como os controles de tampao, etanol e hemolise
completa, além das nanoparticulas de caseina vazias, foram incubadas nos tempos
de 24, 48 e 72h com a solucdo de hemécias 3% (m/v) contendo 1,08g/L de glicose,
0,3g/L de penicilina e 0,5g/L de estreptomicina, preparadas segundo Khatik et al.
(2016), com algumas modificacbes, sob homogeneizacdo constante. O ensaio foi
finalizado pela centrifugacdo das solugcbes (3min, 4°C, 2500rpm). O contetdo de
hemoglobina liberado devido a acdo citotoxica das solugBes avaliadas, foi
determinado por meio do sobrenadante transferido para microplaca através da

absorbancia em espectrofotdmetro (A=540 nm).

4.2.5.2 Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro das nanoparticulas sobre células
normais utilizando células Vero e avaliacdo da atividade antitumoral in vitro sobre a

linhagem celular tumoral de adenocarcinoma do colo do utero humano (HelLa)

4.2.5.2.1 Cultura celular

As ceélulas Vero (epitélio renal do macaco verde africano) e Hela

(adenocarcinoma do colo do utero humano) foram mantidas em Dulbecco’s Modified
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Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) a 37°C

sob uma atmosfera de 5% de CO:..

4.2.5.2.2 Avaliacao das atividades citotoxica e antitumoral

A citotoxicidade e a atividade antitumoral das nanoparticulas de caseina
contendo curcumina, das nanoparticulas de caseina vazias e da curcumina livre,
foram avaliadas frente as células Vero e Hela, respectivamente, utilizando o ensaio
de viabilidade celular por meio do teste colorimétrico de reducéo de (3 - [4,5-dimetil-
2-il] -2,5-brometo de difenil tetrazolio) (MTT). Este método baseia-se na capacidade
das células com capacidade mitocondrial integrada converter o MTT que apresenta
cor amarela em um composto azul, denominado formazan. A quantidade de formazan
€ determinada espectroscopicamente apds a solubilizacdo em Dimetilsulféxido
(DMSO) (GRELA et al., 2018). As linhagens de células (Vero/HelLa) foram plaqueadas
a uma densidade de 5 x 10° células/mL em uma placa de cultura de células de 96
pocos durante 24h a 37°C, sob uma atmosfera com 5% de CO2. Em seguida, as
nanoparticulas de caseina contendo curcumina, as nanoparticulas de caseina vazias
e a curcumina livre, foram adicionadas em concentracdes crescentes (3,9 - 250ug/mL)
por 72h. Ap6s o tratamento, as células foram incubadas na presenca de MTT
(2mg/mL) durante 4h a 37°C. O sobrenadante foi removido, sendo adicionado DMSO,
e com a completa solubilizacdo dos cristais de formazan, a leitura da absorbancia foi
realizada a A=570nm em um espectrofotdbmetro de microplacas (Power Wave XS -
Bio-Tek). A porcentagem que inibiu a absorbéancia de 50% em relagéo ao controle
(CC50 ou IC50) foi determinada por um grafico relacionado com a concentracdo das

amostras avaliadas.

4.2.5.3 Atividade antifingica in vitro em C. albicans

A determinacdo da atividade antifungica das nanoparticulas foi realizada
conforme o documento M27-A2 (2002) do Clinical and Laboratory Satandards Institute
(CLSI, 2008), com modificagcOes, utilizando a cepa de Candida albicans 0546
Vitroids™ cultivada em agar Saboraud-dextrose.

Para a preparacao do inoculo, a cepa de C. albicans foi incubada por 24h antes

do ensaio, em agar Sabouraud-dextrose. Uma suspenséo de células foi preparada em
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3mL de solucdo salina estéril 0,85%. A densidade celular foi ajustada em
espectrofotdbmetro a 530nm até obter uma absorbéancia entre 0,08 e 0,1. A suspensao
do in6culo foi diluida em meio RPMI-1640, nas concentracfes de 1:50 e 1:20.

Neste ensaio foram avaliadas as nanoparticulas de caseina contendo
curcumina, as nanoparticulas de caseina vazias e a curcumina livre nas
concentracdes de 15, 30 e 45ug/mL. Tanto as nanoparticulas, quanto a curcumina
livre foram diluidas previamente em meio RPMI-1640 até atingirem a concentracao
desejada.

Um volume de 100uL das solu¢Bes das nanoparticulas de caseina contendo
curcumina, das nanoparticulas de caseina vazia e da curcumina livre foram
adicionadas aos pocos da microplaca, além do in6culo diluido em RPMI-1640 até um
volume final de 200uL. O ensaio foi realizado em triplicata, e a microplaca incubada a
35°C por 24h.

Também foram incluidos no ensaio o controle positivo (100uL RPMI-1640 +
100pL do in6éculo), controle negativo (200uL de RPMI-1640) e o controle dos solventes
(100pL de etanol/ agua e do 100uL inéculo).

A eficacia in vitro dos compostos foi verificada pela concentracéo inibitoria
minima (CIM) por meio da observacéo visual do crescimento fangico apds 24 horas
de semeadura em Agar Sabouraud Dextrose e a realizacdo da contagem das UFC/mL

das concentracdes testadas.

4.2.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos dos ensaios experimentais realizados em triplicata ou
quadriplicata foram expressos em média e desvio padrdo (xDP). Estes dados foram
analisados estatisticamente por meio de Analise de Variancia (ANOVA), para se
determinar as diferencas estatisticas entre amostras por meio do programa estatistico

Origin versao 8. O nivel de significancia estatistica adotado foi de 5% (p < 0,05).



39

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTICULAS

5.1.1 Obtencéo das Nanoparticulas

Visando a otimizagdo e reprodutibilidade no desenvolvimento do sistema
nanoestruturado, a formulagédo pretendida foi testada quanto a algumas variaveis,
como descrito a seguir.

Devido a instabilidade da caseina em agua, foram testadas além da agua,
outras solugcbes aquosas, como tampdao fosfato pH6,0 (10mM) e &gua contendo a
lisina como agente estabilizante, para melhorar a solubilizacdo e estabilidade deste
polimero. Além disso, também foram testadas diferentes propor¢cées na quantidade
de polimero/composto e de agua/etanol e o uso de dois tipos de agentes reticuladores,
glutaraldeido e cloreto de célcio, em diferentes quantidades e concentracdes.
Também foi realizado estudo de tempo de incubacéo para o processo de obtencdo
das nanoparticulas.

As Tabelas do Apéndice 1, mostram as variacfes experimentais realizadas na
formulacdo de nanoparticulas de caseina vazias, na formulacdo das nanoparticulas
de caseina contendo curcumina e o estudo de tempo de incubacéo, respectivamente.
No presente estudo, se optou por utilizar a formulagéo representada pela sigla CC37
na tabela B do apéndice 1, a qual apresentou os melhores resultados em relacéo ao
diametro médio e ao indice de polidispersdo, considerando o tempo total de
preparacao das nanoparticulas, bem como o volume de solvente organico e do agente
reticulador utilizado para a obtencédo de um sistema estavel e reprodutivel.

O tempo total de preparo das nanoparticulas em quadriplicata foi de
aproximadamente 5h, sendo utilizado um volume de 8mL de etanol como nao
solvente, que foi vagarosamente adicionado a fase aquosa, em uma razao padrao de
1 mL/min, sendo suficiente para permitir a opalescéncia do sistema. Também se optou
pelo uso do glutaraldeido 8% como agente reticulador, que foi acrescentado a solugéo
de forma gradativa, ou seja, o volume total de 30uL foi aliquotado em 3 vezes, sendo
adicionado 10uL a cada 10 segundos, para permitir a maxima condensacéao entre o

glutaraldeido e os residuos de aminoacidos presentes na caseina.
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A metodologia utilizada para a obtencdo de sistemas nanoestruturados foi
estabelecida a partir das caracteristicas do polimero e do composto a ser
encapsulado. No presente estudo, o processo de dessolvatacéo foi utilizado como
método para a obtencdo das nanoparticulas de caseina contendo curcumina, ja
descrito na literatura como método utilizado para encapsular compostos com
caracteristica hidrofébica, assim como a curcumina (WEBER; KREUTER; LANGER,
2000; TENG et al. 2012; TENG et al., 2014).

Esse método se baseia na diferenca de solubilidade da caseina, que é soluvel
em agua e insoluvel em etanol, usada nesse estudo como agente dessolvatador.
Assim, quando o etanol € adicionado a solucdo aquosa de caseina, diminui sua
solubilidade em agua e se formam agregados de caseina que tornam a solucéo turva
(ELZOGHBY; EL-FOTOH; ELGINDY, 2011). Esse dessolvatado apresenta interacdes
quimicas fracas, sendo, necesséaria a adicdo de um agente reticulador ao sistema,
como por exemplo o glutaraldeido, que promovera as interacfes quimicas,
aumentando a estabilidade do sistema (KRATZ, 2008, 2014; ROHIWAL et al., 2015).

Comparativamente aos estudos que obtém nanoparticulas por métodos, cuja a
quantidade de solventes organicos toxicos € alta, a metodologia de dessolvatacao,
utiliza menor quantidade de solvente organico, que também € removido no processo
de lavagem das nanoparticulas por interagir com a agua, possibilitando menor
toxicidade do sistema (WEBER; KREUTER; LANGER, 2000).

Em relacdo ao agente reticulador utilizado, embora o glutaraldeido apresente
elevada toxicidade, sua condensa¢cdo com os residuos de aminoéacidos reduzem a
toxicidade do mesmo (ROHIWAL et al., 2015). Além disso, a concentragao final de
glutaraldeido utilizada neste experimento foi pequena em relacdo ao que se observa
na literatura, e o volume excedente de glutaraldeido nédo utilizado no processo de
reticulacdo foi removido durante o processo de lavagem das nanoparticulas,

reduzindo também a toxicidade.

5.1.2 Liofilizacdo das nanopatrticulas

Para liofilizacdo das nanoparticulas de caseina contendo curcumina foi
utilizada solucao crioprotetora de sacarose em uma concentracdo de 15%, na qual se

obteve 0 p6 de nanoparticulas com aspecto fisico mais homogéneo, além de
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apresentar coloracao laranja. Os resultados referentes aos testes com o crioprotetor
estdo descritos no Apéndice 1.

As nanoparticulas de caseina contendo curcumina liofilizadas néo
apresentaram diferenca significativa (p=0,096) em seu diametro médio, o indice de
polidispersao (p=0,123) e potencial Zeta (p=0,461) comparadas as nanoparticulas em
suspensao (Tabela 2), indicando que a liofilizagcdo pode ser uma promissora forma de
armazenamento das formulacdes.

A liofilizacdo é um processo de sublimacao no qual a 4gua ou outro solvente
passa diretamente do estado solido para o estado gasoso, sob condi¢des de baixa
pressao (vacuo) e baixa temperatura, sem ter que passar pelo estado liquido. O
resultado permite obter um produto estavel, em que a maior parte da estrutura é
conservada sendo possivel 0 seu posterior armazenamento a temperatura e pressao
ambientes (EZHILARASI et al., 2013; LAVAKUMAR, 2013).

Os crioprotetores conferem protecdo durante o congelamento para as
nanoparticulas, e, sdo adicionados as suspensdes coloidais antes da liofilizacdo para
amenizar o estresse nas particulas durante o processo de congelamento. Dentre os
crioprotetores mais comuns citados na literatura estdo os agucares, tais como glucose
(KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002) e sacarose (HIRSJARVI; PELTONEN;
HIRVONEN, 2009) que sao utilizados para melhorar a qualidade dos parametros dos

pos liofilizados.

5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes ao diametro médio, indice de
polidispersao, potencial Zeta e a eficiéncia de encapsulacdo da formulacao definida
das nanoparticulas de caseina contendo curcumina e das nanoparticulas de caseina
vazias, ambas em suspensao e liofilizadas.

O tamanho, sua distribuicdo e a carga superficial da particula sdo parametros
gue determinam nédo sé a estabilidade fisica das nanoparticulas como também, seu
destino apds administracdo, sua interagcdo com a membrana bioldgica, a penetragédo
do composto através das barreiras fisiologicas, sua permanéncia na corrente
sanguinea e sua subsequente liberacdo (FENG, 2004; WU; ZHANG; WATANABE,
2011).
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Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas de caseina contendo curcumina e das
nanoparticulas de caseina vazias (n=4)

Formulacéao Diametro indice de Potencial Eficiéncia de
Médio (nm) Polidisperséao (IPD) Zeta (mV) Encapsulacéo (%EE)
Nps CC 167,8 £ 25,4 0,33+ 0,02 -26,4+25 70+0,8
Nps Cv 179,4 +51,3 0,42 £ 0,10 -28,8+2,4 -
Nps CCI 232,7 + 25,7 0,33+ 0,02 -28,3+1,8 -
Nps Cvl 208,31+ 10,5 0,35+ 0,01 -25,2+4,9 -
p 0,096 0,123 0,461 -

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: Nps (Nanoparticulas); CC (caseina e curcumina); Cv (caseina vazias); CCI (caseina e
curcumina liofilizadas); Cvl (caseina vazias liofilizadas); nm (nanémetros); mV (milivolts); %
(percentual); p (ANOVA).

5.2.1 Diametro Médio (DM) e indice de Polidisperséo (IPD)

O didmetro médio das nanoparticulas de caseina contendo curcumina em
suspensao foi de 167,8 £ 25,4nm, sendo que as liofilizadas apresentaram diametro
meédio de 232,7 + 25,7nm (Tabela 2). Para as nanoparticulas serem utilizadas como
carreadores de compostos, estas devem apresentar média de diametro entre 100 a
1000nm (ELSADEK e KRATZ, 2012), no entanto, o tamanho da particula pode variar
de acordo com a aplicabilidade do sistema nanoestruturado. De acordo com Gupta e
Kompella (2006), sistemas nanoestruturados com diametro entre 100 a 300nm,
apresentam maior estabilidade por ndo serem facilmente sequestrados pelo sistema
reticulo endotelial.

O indice de polidispersao das particulas esta associado com a distribuicdo do
tamanho das nanoparticulas obtidas, e apresentou valor de 0,33 + 0,02 (Tabela 2),
corroborando com os valores descritos para a curcumina na literatura (PATRAVALE;
DATE; KULKARNI, 2004; YALLAPU; JAGGI; CHAUHAN, 2012). Valores de IPD de
0,1 a 0,25 indicam uma estreita distribuicdo de diametro, e valores de IPD superiores
a 0,5 indicam uma ampla distribuicdo de diametro. A distribuicdo de diametro de
particula deve ser o mais estreito possivel a fim de manter a homogeneidade e
estabilidade do produto (CHO; HOLBACK; LIU, 2013).

O didmetro das particulas e a distribuicdo delas entre familias sdo importantes
propriedades para determinar a biocompatibilidade e a farmacocinética de
nanoparticulas utilizadas para a distribuicdo de farmacos e compostos (KIM et al,
2011). Sendo assim, o perfil das nanoparticulas obtidas no presente estudo estdo em
acordo com os estudos previamente publicados (PAN; ZHONG; BAEK, 2013; PAN et
al., 2014).
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Embora, neste estudo, o perfil de distribuicAo das particulas apresente
caracteristica bimodal (Figura 3), com a presenca de duas familias, compostas por
18% das particulas com diametro entre 33,8 - 51,7nm e 82% das particulas entre

184,3 - 281,6 nm, o maior diametro de particula ainda se encontra entre 100 e 300nm.

Figura 3 - Distribuicdo de tamanho de uma amostra representativa de nanoparticulas de caseina
contendo curcumina. Diametro médio de 204 nm e indice de polidisperséo de 0,32

T T T T 100
100 -

{80 &
80 - g
o k-
3 {60 2
S 60 S
[7/] o
g P
‘ [0
- 440 c
40 - “g’_
o
|18

20 4 / 120

0- 0

v 1 v 1 v 1 v 1
50 100 150 200 250 300 350
Diametro (nm)

FONTE: O autor (2019).
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Considerando que a quantidade de solvente utilizado na obtencdo das
nanoparticulas estd diretamente relacionada com o tamanho das particulas, é
importante ressaltar que a quantidade de etanol e sua taxa de gotejamento
apresentam forte influéncia na média do diametro das particulas obtidas. Volumes de
etanol superiores a 10mL podem resultar no aumento de tamanho médio e do indice
de polidisperséao, e a razado desse aumento varia com a velocidade de adi¢do do etanol
(KRATZ, 2008; KRATZ 2014).

5.2.2 Potencial Zeta (PZ2)

A medida do potencial Zeta é uma técnica que caracteriza a forga e a polaridade
da dupla camada elétrica formada por conta do processo de nanoencapsulacao,

sendo um parametro usado em varios estudos para a avaliacdo da estabilidade
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eletrostatica de sistemas nanoparticulados (RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR; BAKERI,
2012; LI; GE; WAG, 2017).

No presente estudo, o valor do potencial Zeta encontrado apds obtencéo das
nanoparticulas de caseina contendo curcumina foi de -26,4 + 2,5mV, sendo que apés
0 processo de liofilizagdo o valor foi de -28,3 + 1,8mV (Tabela 2), sugerindo
estabilidade fisica, com menor agregacdo entre as particulas, por estabilizacao
eletrostatica (RAHIMNEJAD, NAJAFPOUR, BAKERI, 2012).

O valor do potencial Zeta indica que as forcas de atracao e repulsdo permitem
que as nanoparticulas se agreguem ou ndo e, com isso, formem precipitados
insoltveis ou ndo. Valores proximos de + 30mV conferem ao sistema coloidal maior
estabilidade. O sistema coloidal perde a estabilidade fisica quando os valores se
afastam de + 30mV, sendo esse parametro fortemente influenciado pelas variacdes
de pH (GALISTEO-GONZALEZ, MOLINA-BOLIVAR, 2014; WEI et al., 2014).

Quanto aos valores serem negativos, isso pode ser explicado devido ao pH da
formulacédo estar acima do pl (6,8) da caseina. Alguns estudos obtiveram resultados
de potencial zeta similares ao presente estudo (PATEL et al., 2010; ZHANG et al.,
2014). Assim, é possivel perceber que a caseina na formulagdo torna a carga
superficial das nanoparticulas negativa (PATEL et al., 2012).

5.2.3 Eficiéncia de Encapsulacéo (EE)

A avaliacdo da EE pode ser obtida pelo método direto, onde a matriz polimérica
€ degradada e entdo se extrai o composto que foi encapsulado ou, pelo método
indireto, onde o0 composto que nao foi incorporado a matriz polimérica, presente no
sobrenadante apés a ultracentrifugacdo, é quantificado. Este € um parametro
importante, especialmente para se estabelecer o volume de nanoparticulas que sera
utilizado nos ensaios biolégicos (WU; ZHANG; WATANABE, 2011; LINDNER et al.,
2015).

A guantificacdo da curcumina foi realizada por CLAE, em triplicata, pelo método
indireto, a partir da curva analitica da curcumina (Figura 4) que apresentou coeficiente
de correlacdo (r?) de 0,99751. O valor do r? apresentado se encontra dentro do
parametro minimo estabelecido pela ANVISA (minimo de 0,99) (ANVISA, 2003). Ainda
foi aplicado o teste f de regresséo que apresentou valor de 2372,03, considerando o f

critico de 3,87, este apresentou valor significantemente maior (p<0,001), indicando
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assim a linearidade do método analitico no intervalo proposto.

Figura 4 - Curva analitica de curcumina solubilizada em fase movel (70:27,5:2,5, v/v/iv) metanol,
etanol e acido aceético 0,5%, fluxo 0,8 mL.min", cumprimento de onda A= 417 nm, volume
de injecéo 60puL (Area do pico vs concentragdo ug/mL) (n=3)
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FONTE: O autor (2019).

O resultado obtido da EE das nanoparticulas de caseina contendo curcumina,
apresentou valor de 70% * 0,8% (Tabela 2), representado também na Figura 5, sendo
superior aos valores encontrados na literatura (SHARMA; GESCHER; STEWARD,
2005; GOEL, KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008; RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR;
BAKERI, 2012). Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Shaikh
e colaboradores (2009) e Luo e colaboradores (2013), que também obtiveram
nanoparticulas contendo curcumina com eficiéncia de encapsulagcdo com valores
aproximados ao do presente estudo.

A partir da comparagdo dos cromatogramas do padrdo da curcumina
(10pg/mL), avaliado por meio da curva analitica, com o0s sobrenadantes da
nanoparticulas de caseina contendo curcumina e das nanoparticulas de caseina
vazias, ndo se observou nenhum outro pico que interferisse nho mesmo tempo de

retencdo da curcumina e que dificultasse sua quantificagao (Figura 5).
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Figura 5 - Cromatograma do padrdo da curcumina, comparado ao sobrenadante de uma amostra das
nanoparticulas de caseina contendo curcumina e de uma amostra das nanoparticulas de
caseina vazias
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FONTE: O autor (2019).

Estudos mostram que a EE de compostos nanoencapsulados podem variar
dependendo do composto que se deseja encapsular, do polimero utilizado e da
metodologia empregada. Valores de EE superiores a 80% s&o comumente
encontrados em processos de obtencdo de nanoparticulas que utilizam polimeros
sintéticos, como PLA e PLGA, pelo método de emulsificacdo e evaporacdo de
solvente. No entanto, essa metodologia utiliza surfactantes e solventes organicos
toxicos na obtencdo das nanoparticulas e, além disso, os polimeros sintéticos
agregam um alto custo ao processo de nanoencapsulacdo (KHALIL et al., 2013;
LINDNER et al., 2015).

5.2.4 Morfologia por Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo
(MEV-FEG)

A andlise de MEV-FEG se faz necessaria para a confirmacdo de diametro e
morfologia das nanoparticulas. Essa analise é de grande utilizacdo por fornecer
imagens de alta resolugdo das amostras (WU; ZHANG; WATANABE, 2011).

As fotomicrografias das nanoparticulas de caseina contendo curcumina

apresentaram carateristica esférica e estdo mostradas na Figura 6.
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Figura 6 - Fotomicrografias das nanoparticulas de caseina contendo curcumina observadas por
MEV-FEG
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As fotomicrografias realizadas por MEV-FEG mostram morfologia esférica
regular das nanopatrticulas de caseina contendo curcumina, como pode ser observado
na Figura 6(A), sugerem também a confirmacédo do resultado de tamanho obtido por
DLS, com particulas com tamanho entre 65,61 e 91,29nm como mostra a Figura 6(B),
caracterizando a obtencéo de particulas de diametro reduzido.

A confirmacgéo do didametro reduzido e morfologia regular das particulas por
meio de imagens compreende resultado de grande importancia, ja que a forma
esférica é responsavel pela facilitacdo da marginacédo, adesao e transmigracdo das
particulas do endotélio vascular para os tecidos, devido a elevada superficie de
contato (CHO; HOLBACK; LIU, 2013; CARBONI et al., 2014).

5.2.5 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-
IR)

A técnica de FT-IR foi realizada para monitorar qualquer mudanca estrutural
relacionada aos grupos funcionais caracteristicos, tanto nas nanoparticulas quanto no

composto livre. Os espectros na regido do infravermelho da curcumina, caseina,
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mistura fisica de caseina e curcumina, nanoparticulas de caseina contendo curcumina

e nanoparticulas de caseina vazias, respectivamente, sdo mostradas na Figura 7

Figura 7 - Espectros na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) das,
nanoparticulas de caseina vazias, nanoparticulas de caseina contendo curcumina,
mistura fisica de caseina e curcumina, caseina e curcumina livres
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Os espectros obtidos por meio da técnica FT-IR permitem caracterizar

polimeros, farmacos, em funcdo da deteccdo de grupos funcionais, assim como

identificar a presenca de interacdes moleculares que ocorrem entre 0s componentes

utilizados durante o processo de obtencdo das nanoparticulas pela comparacdo de

deslocamentos, variacdes de intensidade, alargamento ou aparecimento de novas

bandas que absorvem e transmitem energia em certa frequéncia, conforme a
composicdo dos atomos envolvidos (SANGEETHA; PHILIP, 2012; HUANG et al.,

2013).

Nas bandas caracteristicas da curcumina se observa uma banda larga de

deformacéo axial do grupo hidroxila presente na estrutura, na regido entre 3584-3650

cm, bandas de deformaces axiais dos fendis, que absorvem na regiéo entre 1330-

1390 cm?, e a deformacdo angular de O-H e axial de C-O entre 1180-1260 cm?,
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respectivamente. Uma banda intensa desloca na regido dos 1600 a 1700 cm,
associada a uma banda de deformacao axial C=0 da cetona, pode ser observada,
banda essa que varia de posicao dependendo do tipo de grupamento. Também se
observa que a banda larga entre 1580-1640 cm™ pode ser descrita devido a
caracteristica da formacéo das ligagcbes de hidrogénio intramoleculares estabilizadas
pela ressonancia das B dicetonas. Ainda é observado préximo de 1601 cm, pico
referente a deformacédo axial de C=C das vibracdes das duplas ligacGes carbono-
carbono do anel aromatico, alongamento da ligacdo C-O e as vibracGes aromaticas
préximas a 3000 cm™* (MANGOLIN et al., 2014; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2015; AKL, 2016).

Os espectros na regido do infravermelho para a caseina apresentam a
absorcdo de deformacao axial de O-H dos dimeros de acidos carboxilicos nédo tao
intensa préxima de 3000 cm™. As bandas de deformagédo axial de C=0 dos acidos
carboxilicos, presentes na composicdo dos aminocidos proteicos, sao
consideravelmente mais intensas do que as bandas C=0 das cetonas, absorvendo
em aproximadamente 1760 cm. As amidas em estado sélido apresentam bandas
préoximas de 3400 cm™ que provém das deformacdes axiais assimétricas e simétricas
de N-H. A absorcédo de C=0 das amidas ocorre em comprimentos de onda superior
ao observado para a carbonila normal devido o efeito de ressonancia, apresentando-
se a banda de amida | em estado sélido em 1650 cm (SANGEETHA; PHILIP, 2012;
HUANG et al., 2013; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2015).

Para as nanoparticulas de caseina contendo curcumina, jA& ndo sdo mais
observadas as bandas caracteristicas da curcumina, e outras estariam sobrepostas
as bandas da caseina. Embora ambos os compostos, curcumina e caseina,
apresentarem coincidéncia com sobreposi¢cdo de bandas e picos comuns aos dois
compostos, é observada uma alteracdo no padréo do espectro obtido pela curcumina
em relagdo a caseina e as nanoparticulas de caseina contendo curcumina,
corroborando com o trabalho de Mangolin e colaboradores (2014).

Com base nos resultados obtidos, € possivel sugerir que o método utilizado
para obtencdo das nanoparticulas ndo causou alteracées ou mudancas nos grupos
funcionais caracteristicos dos componentes utilizados, ja que ndo se observou

presenca de bandas que indicassem o contrario.
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5.2.6 Difratometria de Raios X (DRX)

A técnica de DRX tem por finalidade diferenciar compostos cristalinos dos
compostos amorfos. Por esse motivo é muito utilizada para caracterizar os sistemas
nanoestruturados, e compostos envolvidos no processo de obtencao desses sistemas
(BUNJES; UNRUH, 2007; DHIRENDRA et al., 2009).

A Figura 8 mostra os difratogramas da curcumina, caseina, mistura fisica de
caseina e curcumina, nanoparticulas de caseina vazias e nanoparticulas de caseina

contendo curcumina, respectivamente.

Figura 8 - Difratogramas das nanoparticulas de caseina contendo curcumina, nanoparticulas de
caseina vazias, mistura fisica de caseina e curcumina, caseina e curcumina livres
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FONTE: O autor (2019).

O perfil de DRX da curcumina apresenta uma série de picos agudos de 10° a
30°, os quais se destacam os picos acentuados em 8,78° e 17,16°, evidenciando a
caracteristica altamente cristalina (WANG et al., 2012; CHEN et al., 2013; PAN et al.,
2013; ADITYA et al., 2014) que reflete também em sua baixa solubilidade em solucéo
aguosa (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008).
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Os atributos de solubilidade e estabilidade sdo fortemente influenciados pelas
caracteristicas de cristalinidade ou amorfizagcdo que as particulas sélidas apresentam
(DHIRENDRA et al., 2009). O estado cristalino do composto é um dos parametros que
influencia altamente a estabilidade, solubilidade, dissolucéo e eficacia do mesmo (WU;
ZHANG; WATANABE, 2011).

A caracteristica cristalina de compostos sélidos é representada pela
estruturacdo de suas moléculas seguindo uma ordem definida, a qual se repete ao
longo da particula, sendo o ponto de fusdo, importante propriedade dos compostos
cristalinos, representado pela temperatura de desestruturacdo da rede cristalina.
Diferentemente, os compostos amorfos apresentam sua molécula distribuida de forma
aleatéria, sendo que nédo apresentam ponto de fuséo definido pela inexisténcia de rede
cristalina (YU, 2001).

Com relacdo aos difratogramas obtidos da caseina, observou-se que ela
apresentou caracteristica amorfa, tipico deste tipo de proteina (PATEL et al., 2013).

A caseina € uma proteina natural, que apresenta, além das propriedades de
biocompatibilidade e biodegradabilidade requeridas, seguranca, atoxicidade, elevada
solubilidade em &gua, varios sitios de ligacdo a compostos hidrofébicos e
farmacocinética favoravel (ELZOGHBY; EL-FOTOH; ELGINDY, 2001). O uso de
biopolimero protéicos para a nanoencapsulacdo da curcumina foi citada no estudo de
Tapal e Tiku (2012), que descreve que a interacdo entre a curcumina e as proteinas
se da pela ligacdo da curcumina nas regides apolares da proteina por meio de
interag6es hidrofébicas, tornando o sistema hidrossoluvel.

O sistema nanoestruturado obtido deve assumir a caracteristica amorfa comum
ao polimero. Compostos que assumem caracteristicas amorfas apresentam maior
solubilidade em solventes aquosos, no entanto, essa caracteristica confere aos
compostos maior instabilidade termodinamica, podendo afetar o processo de
armazenamento (HANCOCK; ZOGRAFI, 1997; KANAUJIA et al., 2015).

Analisando a mistura fisica de caseina e curcumina, percebe-se um padréo de
cristalinidade nos difratogramas, ou seja, a simples mistura dos compostos nao é
capaz de desempenhar o processo de encapsulamento e amorfizar o sistema.

Nos difratogramas obtidos a partir das nanoparticulas de caseina vazias e das
nanoparticulas de caseina contendo curcumina, é observada auséncia dos picos

caracteristicos de cristalinidade apresentados pela curcumina, sugerindo que houve
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interacdo da curcumina com a caseina e a amorfizagdo deste sistema
nanoestruturado.

Embora o estado amorfo seja termodinamicamente instavel, o mesmo confere
um incremento na solubilidade de compostos, pois a auséncia dos cristais tri-
dimensionais presentes na superficie do estado cristalino, pode ser responsavel pela
grande chance do aumento de interacdo entre a superficie dos compostos e o
solvente, devido a ampliacdo da area de superficie (KANAUJIA et al., 2015).

A alteracdo na caracteristica de solubilidade da curcumina faz parte dos
objetivos deste estudo, uma vez que a baixa solubilidade em solu¢des aquosas e a
manutencdo das atividades terapéuticas da curcumina em meio fisioldgico s&o
desafios a serem superados (ANAND et al., 2008; MANGOLIN et al., 2014).

5.3 ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO DAS NANOPARTICULAS

bY

Os resultados em relacdo a estabilidade das nanoparticulas de caseina
contendo curcumina ressuspensas em agua foram obtidos submetendo-as ao ensaio
de estabilidade por um periodo de 30 dias, e mantidas sob duas condic¢des diferentes
de armazenamento, sendo temperaturas de 25°C e 8°C. Os parametros avaliados
foram: didametro médio, indice de polidispersao e potencial Zeta.

Em suspenséo, foi observado que os parametros avaliados nas nanoparticulas
de caseina contendo curcumina se mantém apenas na temperatura de 8°C, sendo
gue nas condi¢cdes de temperatura de 25°C, as amostras apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) a partir do 152 dia, indicando a agregacdo das particulas,
demonstrando uma perda de estabilidade nessas condigdes.

No processo de suspensao supersaturada, a amostra permanece na solucao
em que foi obtida. No entanto, com esse processo pode-se observar precipitacao,
aglomeracao, cristalizacdo ou até mesmo reacdes quimicas (WU; ZHANG,;
WATANABE, 2011).

Em geral, suspensdes de sistemas coloidais, como as nanoparticulas nao
costumam separar fases durante alguns meses ap0s sua obtencéo, pois 0 processo
de sedimentacdo € desacelerado para particulas nanométricas pelo movimento
Browniano. Porém, apos algum tempo é possivel as particulas comecarem a se

aglomerar, levando a formagé&o de precipitados insollveis (ALCANZARE et al., 2017).
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Desse modo, dificuldades relacionadas a estabilidade fisico-quimica das
nanoparticulas podem ser diminuidas ou mesmo evitadas por meio da utilizagdo da
liofilizacdo desses sistemas nanoestruturados em suspenséo (KESENCI et al., 2001).

Quanto as nanoparticulas de caseina contendo curcumina liofilizadas, ou seja,
na forma de po, sua estabilidade foi analisada também sob duas condi¢des diferentes
de temperaturas de armazenamento, sendo elas, 25°C e 8°C, com analises realizadas
a cada 30 dias pelo periodo de 150 dias.

Observando os resultados obtidos referentes as nanoparticulas de caseina
contendo curcumina liofilizadas, com base no DM, IPD e PZ foi possivel observar que
as nanopatrticulas liofilizadas armazenadas tanto a temperatura de 25°C quanto a 8°C
apresentam uma estabilidade maior do que em suspenséo, pois foi nessa condi¢ao
de armazenamento que as nanoparticulas se mantiveram estaveis todos o0s
parametros avaliados, sob as duas diferentes condi¢gbes de temperatura.

Houve diferencas significativas (p<0,05) quando analisados estatisticamente,
nos parametros do DM e IPD, a partir do 60° dia. Porém, apesar dessas diferencas,
nao houve valores que indicassem alguma alteracdo em nenhum desses parametros
que descaracterizassem a estabilidade, ou valores que indicassem agregacao das
nanoparticulas.

Portanto, para fins de acondicionamento no presente estudo, optou-se por
manter as nanoparticulas de caseina contendo curcumina em solucédo na temperatura
de refrigeracao (8°C) com agua ultrapura e em forma de p6, por meio do processo de
liofilizagdo, para manter suas caracteristicas fisico-quimicas e evitar contaminacao

fungica ou bacteriana.

5.4 PERFIL DE LIBERACAO E ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS EM
FLUIDO GASTRICO (FGS) E FLUIDO INTESTINAL SIMULADO (FIS)

A Figura 9 mostra o perfil de liberacdo da curcumina encapsulada pelas
nanoparticulas de caseina em FGS e FIS, em funcéo do tempo. Foi demonstrado que
as nanoparticulas de caseina contendo curcumina resistiram as variacdes de pH,
sendo que a liberagdo da maior quantidade do composto ocorreu nas primeiras duas
horas (4,24%), nas 4h restantes foi liberado apenas 1,15% do composto, sendo o valor

total de liberacéo da curcumina de 5,39% de, demostrando perfil lento de liberagéo.
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Figura 9 - Perfil de liberacdo das nanoparticulas de caseina contendo curcumina no FGS (pH=1,2)
por 2h, e apds, no FIS (pH=6,8) por 4h, a 37 °C e 150 Rpm. Resultados expressos em
média e DP (n=3)
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FONTE: O autor (2019)

No entanto, ap0s esse periodo, e mesmo apoés a alteracdo de meio gastrico
para intestinal (pH=6,8), a quantidade de curcumina liberada se manteve constante,
até completar o tempo da analise. Com base nesses resultados, € possivel afirmar a
estabilidade das nanoparticulas de caseina contendo curcumina mesmo em
alteracdes de pH, sendo isso de grande valia para pressupor que as mesmas se
comportariam da mesma maneira no trato gastrointestinal, tornando a via oral uma
candidata a via de administracdo dessas nanoparticulas, permitindo um aumento na
biodisponibilidade da curcumina.

Muitos fatores podem influenciar no processo de liberacdo, como a
solubilidade, dessorcdo e difusdo do composto assim como a biodegradacdo dos
componentes da matriz das nanoparticulas. A taxa de liberacdo também pode ser
afetada por interag6es quimicas entre 0 composto e os componentes da formulacao
(SINGH; LILLARD, 2009; WEI et al., 2014; FARES; SALEM, 2015). Desta forma, a
escolha dos componentes da formulacao vai influenciar diretamente no processo de

liberacao.
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55 AVALIA(;AO BIOLOGICA DAS NANOPARTICULAS
5.5.1 Atividade citotdxica in vitro sobre hemacias

A curcumina, embora seja um composto fenolico com variadas atividades
biol6gicas (SHARMA; GESCHER; STEWARD, 2005; YALLAPU et al., 2014), em
doses elevadas (superiores a 25 pg/mL) pode apresentar toxicidade por atividade pro-
oxidativa (SCHERSTUHL et al., 2009; PEDROSO et al., 2013; KHATIK et al., 2016).

Portanto, este ensaio avaliou a capacidade de protecdo que a curcumina
nanoencapsulada confere as heméacias frente ao processo hemolitico induzido por
elevadas doses de curcumina. O resultado do ensaio de hemdlise pode ser
visualizado nas Figuras 10 e 11.

Figura 10 - Perfil de hemolise de uma solugdo de hemécias 3% tratadas com curcumina livre
solubilizada em PBS 10 mM, pH 7,4 e em etanol, nanoparticulas de caseina
contendo curcumina e nanoparticulas de caseina vazias, nos tempos de 24, 48 e
72h, sob agitacdo em 150rpm e 37°C (n=3)
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FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: A — Controle 100% hemdlise; B - Controle de tampé&o; C - Controle de Etanol; D -
Curcumina em Tampéo; E - Curcumina em Etanol; F - Nanoparticulas carregadas; G -Nanoparticulas
vazias. 1,2,3 — 24h; 5,6,7 — 48h; 9,10,11 — 72h.

Na Figura 10 se observa a presenca de hemolise, ocorrida quando a solucéo
de hemécias (3%) foi incubada com a curcumina livre solubilizada tanto em PBS
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10mM, pH 7,4 (linha D), quanto em etanol (linha E), na concentracéo de 50ug/mL.

Observou-se a aparente auséncia de hemolise quando a solugdo de hemacias
foi tratada com a mesma concentracdo de curcumina presente nas nanoparticulas de
caseina contendo curcumina (linha F), e com as nanoparticulas de caseina vazias
(linha G) na mesma proporgdo. Ainda, ndo foi observada hemolise aparente por parte
dos solventes utilizados na preparagdo do sistema nanoestruturado, demonstrados
nas linhas B e C pelos controles de tampao e etanol, respectivamente. Isso mostra
que o processo de nanoencapsulacdo protegeu as hemacias da toxicidade da
curcumina, mesmo em uma alta concentragao.

Quando as amostras ilustradas nos pogos da microplaca (Figura 10) foram
mensuradas espectrofotometricamente a A=540nm, obteve-se a absorbancia
correspondente a quantidade de hemoglobina liberada pela atividade citotoxica dos

compostos utilizados neste ensaio (Figura 11).

Figura 11 - Citotoxidade sobre um modelo de hemacias (3%), da curcumina livre (50 pg/mL), quando
comparada as nanoparticulas de caseina contendo curcumina (50 pg/mL) e as
nanoparticulas de caseina vazias, representada em absorbancia (A=540 nm) de
hemoglobina em 24, 48 e 72h. Os resultados sdo apresentados em média e DP (n=3)
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FONTE: O autor (2019).

Observa-se que a hemolise causada pelas nanoparticulas de caseina contendo

curcumina é proporcional aos tempos avaliados neste ensaio, sendo que em todos 0s
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tempos ocorreu hemolise semelhante aos controles. Comparativamente quando as
hemécias foram incubadas com a curcumina livre sob as duas condi¢des, observou-
se hemolise ja nas primeiras 24h de ensaio (Figura 11).

Uma vez que o perfil de liberacdo da curcumina a partir das nanoparticulas se
da de forma baixa em relacdo ao tempo (item 5.4), considera-se sua utilizacdo segura
em relacdo as células normais, representadas pelas hemécias nesse ensaio, quando
comparadas a curcumina livre.

Sendo assim, se evidencia a importancia de que 0S compostos com
comprovada atividade antitumoral e com capacidade de atuar sobre variados alvos
moleculares, apresentem baixa toxicidade em células normais, uma vez que a terapia
tradicional apresenta elevada toxicidade, contribuindo para a baixa adeséo por parte

dos pacientes, o que prejudica a terapia antitumoral.

5.5.2 Atividade citotoxica in vitro células Vero, atividade antitumoral in vitro sobre a

célula tumoral de adenocarcinoma do colo do Utero humano (HeLa)

No momento que se define o uso de sistemas nanoestruturados como
carreador de compostos para o tratamento do cancer, é importante que estes
apresentem efetividade sobre células tumorais e pouca toxicidade sobre células
normais, uma vez que a promoc¢ao da adesao ao tratamento terapéutico € necessaria
(MARTIN, SILVA, 2011; WHO, 2015; MOUKAYED; GRANT, 2017).

Os farmacos disponiveis para o tratamento quimioterapico ndo apresentam
especificidades suficiente para atingir apenas as células com crescimento neoplasico,
apresentando elevada toxicidade sobre células normais, com ciclo celular rapido.
Estas especificidades causam problemas aos pacientes, como a perda dos cabelos
(SEGAERT; VAN CUTSEM, 2005), alteracdes hormonais (ANDERSON; THEMMEN;
AL—-QAHTANI, 2006) e neurotoxicidade (MARTIN; SILVA, 2011) que séo fatores que
limitam a adesao dos pacientes, prejudicando significativamente o tratamento.

A citotoxidade sobre as células saudaveis das nanoparticulas de caseina
contendo curcumina foi avaliada por meio de um modelo celular in vitro frente a
linhagem de células Vero, que sédo derivadas do epitélio renal do macaco verde
africano. Este € um dos modelos in vitro mais utilizados para prever a toxicidade nos
rins, considerando a elevada nefrotoxicidade que o tratamento quimioterapico

proporciona sobre as células renais.
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Os resultados de toxicidade celular obtidos para as nanoparticulas de caseina
contendo curcumina, nanoparticulas de caseina vazias e curcumina livre sobre a
linhagem de células Vero sdo apresentados na Tabela 3 e sdo corroborados por
estudos que utilizaram sistemas nanoestruturados para carreamento de curcumina
apresentados na literatura (SUBRAMANIAN; FRANCIS; DEVASENA, 2014; FACCHI
et al., 2016; MOGHARBEL et al., 2018). Nesses estudos, 0s autores descreveram
maior biocompatibilidade em relacdo as células Vero para as nanoparticulas

carregadas com curcumina.

Tabela 3 - Valores CC50 de curcumina livre, das nanoparticulas de caseina contendo curcumina e
das nanoparticulas de caseina vazias sobre células Vero as 72h. Valores IC50 de
curcumina livre, das nanoparticulas de caseina contendo curcumina e das nanoparticulas
de caseina vazias em linhagem de células HelLa as 72h

Linhagem celular Curcumina livre Nps carregadas Nps vazias
CCso (ug/mL) CCso (ug/mL) CCso (ug/mL)
Vero 1254+ 1,70 > 250 > 250
Curcumina livre Nps carregadas Nps vazias
ICso (ug/mL) ICso (Ug/mL) ICso (ug/mL)
HelLa 5,03+ 0,24 38,04 £ 2,62 > 250

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: CCso — concentragdo necessaria para viabilizar a toxicidade de 50% das células saudaveis;
ICso — concentragdo necessaria para inibir o crescimento de 50% das células tumorais.

Ao ser analisado o efeito da curcumina livre sobre células Vero, observou-se
gue na concentracdo de 12,54 + 1,70ug/mL esse composto apresentou citoxicidade
em 50% das células, quando se comparou esse efeito utilizando as nanoparticulas de
caseina contendo curcumina e as nanoparticulas de caseina vazias. Essas somente
apresentaram toxicidade em 50% das células Vero em uma concentragdo >250ug/mL,
gue foi a concentracdo maxima utilizada neste ensaio, demostrando que o processo
de nanoencapsulacdo da curcumina em nanoparticulas de caseina, que é uma
proteina biocompativel, protegeu as células saudaveis da toxicidade relatada na
literatura para a curcumina.

O potencial terapéutico da curcumina como um agente antitumoral tem sido
amplamente discutido na literatura. Recentemente, varios estudos tém reportado que
a curcumina apresenta perfis distintos, conforme o tecido celular e a concentragcéo
deste composto. A curcumina apresenta atividade sobre um grande numero de alvos
moleculares envolvidos na mutacdo e promocéo dos tumores (ANAND et al., 2008 e
GOEL, KUNNUMAKKARA, AGARWAL, 2008). Por conta disso, inUmeros sdo 0s

modelos tumorais sobre 0s quais a curcumina tem sido testada, tanto sobre a forma
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de sistemas coloidais, nanoestruturados ou ndo, sendo modelos de tumores mamarios
(BERGER, BUSCHLER, MUNA, 2012), prostaticos (NARAYANAN et al., 2009;
YALLAPU et al., 2014) renais (OKAZAKI et al., 2005), entre outros.

No presente estudo foi utilizada uma linhagem especifica para a avaliacdo da
atividade antitumoral das nanoparticulas de caseina contendo curcumina e das
nanoparticulas de caseina vazias comparadas a curcumina livre. Os resultados estao
demonstrados na Tabela 3.

Foi observado que a curcumina livre em uma concentracdo de 5,03 +
0,24ug/mL foi capaz de inibir o crescimento de 50% das células HeLa. Em relacdo as
nanoparticulas de caseina contendo curcumina, observou-se que foi necesséaria uma
concentracdo de 38,04 + 2,62ug/mL para causar a inibicdo do crescimento de 50%
das células HelLa. Ja as nanoparticulas de caseina vazias, somente apresentaram
essa capacidade em uma concentracdo >250ug/mL, ou seja, com este resultado é
possivel confirmar que a atividade antitumoral foi atribuida a curcumina (Tabela 3).

Alguns estudos realizados com células Hela, estdo de acordo com o0s
resultados encontrados no presente ensaio. Das e colaboradores (2019) verificaram
que a absorcdo celular da curcumina foi notavelmente aumentada por
nanoconjugados magnéticos carregados com curcumina, em comparacdo a
curcumina livre. Patwa e colaboradores (2018) comprovaram sua citotoxicidade contra
células de cancer do colo do utero humano. Wang e colaboradores (2019),
apresentaram capacidade melhorada do nanomedicamento obtido para inibir o
crescimento de células HelLa.

As nanoparticulas de caseina contendo curcumina apresentaram atividade
antitumoral em uma concentracdo maior quando comparadas a atividade da
curcumina livre, esse comportamento € justificado pelo perfil de liberacdo das
nanoparticulas, que ao longo do tempo aumenta a entrega de curcumina ao
organismo, diferente do composto livre que tem acdo rapida e logo se degrada.
Estudos in vitro tém demonstrado que mais de 90% da curcumina é rapidamente
degradada em condicdes fisiolégicas (tampéo fosfato, pH 7,2 a 37°C) (TONNESEN,;
MASSON; PFEIFFER, 2002; ANSARI et al.,, 2005; TOMREN et al.,, 2007; ZEBIB;
MOULOUNGUI; NOIROT, 2010).

Esses resultados sdo de grande importancia devido a capacidade desse
sistema nanoestruturado melhorar a eficacia do composto utilizado em relacdo a

inibicAo do crescimento das células tumorais resistentes a determinados
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quimioterapicos e ainda reduzir lesdes a células saudaveis devido sua baixa
toxicidade (LIMTRAKUL et al., 2007; GOEL, KUNNUMAKKARA, AGARWAL, 2008).
Neste sentido, 0 sistema nanoparticulado desenvolvido seria uma alternativa
como sistema de carreamento da curcumina para o tratamento do céancer, ja que
apresentou baixa toxicidade frente as células saudaveis e comprovada atividade de

inibicdo de crescimento sobre células tumorais.
5.5.3 Atividade antifungica in vitro frente a Candida albicans

Nos ultimos anos as infeccdes fungicas aumentaram a taxa de morbidade e
mortalidade em 40%, se tornando um problema de saude publica. Essas infec¢des
podem ser tanto superficiais, afetando a pele, membranas e mucosas, ou sistémica
envolvendo alguns 6rgdos do corpo (RUPING; VEHRESCHILD; CORNELY, 2008).

Assim, estudos com produtos naturais que apresentam propriedade
antioxidante estdo sendo desenvolvidos incluindo a investigagdo de sua atividade
antifangica (WU; LUO; WANG, 2012). Atualmente o potencial antifingico esta sendo
visado por estar presente na maioria dos compostos naturais, como por exemplo, em
compostos fitoterdpicos (KALEMBA; KUNICKA, 2003).

Existem mais de 150 espécies do fungo Candida, sendo as mais frequentes em
humanos: Candida albicans, C. guilliermondii, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis
e C. krusei, C. pseudotropicalis, C. lusitaniae, C. dubliensis. Essas leveduras s&o
patdgenos que acometem principalmente pacientes imunocomprometidos das
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), incluindo também aqueles que sédo submetidos
a terapia imunossupressora para tratamento de cancer e transplante de 6rgaos
(OLIVEIRO, 2011; PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

Nesse contexto, uma das atividades biologicas descritas na literatura para a
curcumina €& a atividade antifuingica (BRUZELL et al., 2005; GOEL;
KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008; PRIYADARSINI, 2011; KHALIL et al., 2012;
MOGHADAMTOUSI et al., 2014), sendo que alguns estudos mostram sua utilizacéo
na inativacéo de espécies do fungo Candida sp. (SHARMA et al., 2010; DOVIGO et
al.,, 2011a; DOVIGO et al., 2011b).

O fato dos farmacos disponiveis para o tratamento das infec¢des fungicas
invasivas apresentarem efeitos colaterais e toxicidade ao organismo humano, se

reforca a importancia do estudo de produtos naturais para esta finalidade. A curcumina
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foi um antifingico mais potente do que o fluconazol contra P. brasiliensis e inibiu a
adesao de Candida sp. em pacientes com Sindrome da Imunodefiéncia Adquirida -
AIDS (MARTINS et al., 2009), esse composto ainda demonstrou significativa atividade
em 38 cepas diferentes de Candida sp, incluindo algumas resistentes ao fluconazol
(KHAN et al., 2012).

Deste modo, os resultados do ensaio da atividade antifingica in vitro das
nanoparticulas de caseina contendo curcumina, das nanoparticulas de caseina vazias

e da curcumina livre estdo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - UFC de C. albicans ap6s 24h, a 35°C, frente o controle negativo, o controle positivo,
controle de etanol, o controle de agua, a curcumina livre, as nanoparticulas de caseina
contendo curcumina e as nanoparticulas de caseina vazias nas concentra¢des de 15,
30 e 45ug/mL/mL. Os resultados sdo apresentados em média e DP (n=3)

2800 c

2800
2400 ] ac ac

ab

Cur 15ug
Cur 30ug
Cur 45ug
M 15ug
MG 30ug
MC 4509
MY 1 50g
MY 30ug
MY 4 5ug

Controle Megativa
Controle Positivo

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: UFC (Unidade Formadoras de Col6nias); Cur (Curcumina), NC (Nanoparticulas
carregadas); NV (Nanopatrticulas vazias); Letras diferentes indicam diferenca estatistica significante
(One-way ANOVA com pos-teste de Tukey e p<0,05).

Observa-se que as nanoparticulas de caseina contendo curcumina nas
concentracbes de 30 e 45ug/mL foram capazes de reduzir significativamente o
numero UFC frente ao crescimento da cepa de C. albicans, quando comparados ao
controle positivo. Observou-se também que em relacdo as nanoparticulas vazias,
apenas a concentracdo de 45ug/mL apresentou atividade antifungica significante para

a cepa de C. albicans comparado ao controle positivo.
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Quando se comparou as nanoparticulas de caseina contendo curcumina as
nanoparticulas de caseina vazias, foi observado que houve diferenca para as
concentracbes de 15 e 30pug/mL em relacdo ao numero de UFC (Figura 12),
demonstrando que a atividade antifUngica apresentada pelas nanoparticulas de
caseina contendo curcumina quando em concentra¢cdes menores é caracteristica da
curcumina nanoencapsulada, o que também pode ser observado nas fotos do
plagueamento das UFC (Figura 13).

Figura 13 - UFC de C. albicans apos 24h, a 35 °C, frente a curcumina livre, as nanoparticulas de

caseina contendo curcumina, as nanoparticulas de caseina vazia, controle positivo,
controle negativo, controle de etanol e controle de agua

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: UFC (Unidade Formadoras de Col6nias); Cur (Curcumina), NC (Nanopaticulas
carregadas); NV (Nanoparticulas vazias).

Dados da literatura apresentam que a curcumina encapsulada € um eficaz
agente terapéutico para infeccdo fungica. Xue e colaboradores (2019) apresentaram
em seu estudo a solubilidade em agua melhorada e a atividade antifiingica aumentada
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em nanoparticulas poliméricas contendo curcumina, quando comparadas a curcumina
livre. Ainda, Arunraj e colaboradores (2014) descreveram em seu estudo que
nanoesferas de curcumina eram muito mais eficazes que a curcumina livre contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e C. albicans.

No entanto, no presente estudo, a eficacia antifingica da curcumina presente
nas nanoparticulas de caseina carregadas nao foi superior quando comparada as trés
concentracGes da curcumina livre (Figura 12) (Figura 13). Este resultado pode ser
explicado devido ao reduzido perfil de liberacdo apresentado pelas nanoparticulas de
caseina contendo curcumina como demonstrado no item 5.4. Isso pode ter reduzido
a eficacia antifungica das nanopatrticulas carregadas com curcumina na concentracao
mais baixa. Ressalta-se também, que ao longo tempo, a liberacdo do composto seria
maior, aumentando sua eficacia antifingica.

Mesmo a curcumina presente nas nanoparticulas ndo demonstrando atividade
superior as amostras de curcumina livre, este sistema nanoparticulado mostrou-se
menos citotdxico, como observado nos ensaios frente as hemacias e as células Vero,
itens 5.5.1 e 5.5.2. Esse é um fator relevante, uma vez que um ajuste nas doses das
nanoparticulas contendo curcumina, de forma a obter a eficiéncia terapéutica, poderia
ser realizado sem causar toxicidade ao paciente.

Ressalta-se que apesar da eficAcia da curcumina livre na inibicdo do
crescimento flngico observado no ensaio in vitro, em meio fisiolégico a eficiéncia
terapéutica desse composto pode ser limitada devido sua baixa biodisponibilidade
quando administrada por via oral, devido a m& absorcao e rapida metabolizacéo e
eliminacdo (DUDHATRA et al., 2012; GUPTA et al., 2012).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O sistema nanoestruturado desenvolvido, apresenta reprodutibilidade nas
caracteristicas fisico-quimicas analisadas, demonstrando que o método selecionado
é eficiente para o composto (curcumina) e a matriz proteica (caseina) escolhida para
a formulacao.

A caracterizacdo fisico-quimica realizada demonstrou nanoparticulas com
didmetro médio em escala nanométrica, indice de polidispersdo, potencial Zeta e
eficiéncia de encapsucéo de acordo com o preconizado na literatura para sistemas
nanoestruturados, além de morfologia esférica.

Os difratogramas de raios X, demonstraram a alteracdo no estado cristalino da
curcumina apés a encapsulacéo, indicando a amorfizagdo do sistema e aumentando
sua solubilidade em solventes aquosos.

As nanoparticulas apresentaram estabilidade no fluido gastrico e intestinal
simulado, possibilitando a utilizacdo das mesmas na administracao por via oral.

A curcumina nanoencapsulada apresentou baixa toxicidade para células normais,
em comparacdo a curcumina quando testada sobre um modelo de hemacias e de
células Vero, mesmo quando em elevada concentracdo

As nanoparticulas, apresentaram atividade antitumoral in vitro sobre uma
linhagem de célula tumoral e atividade antifingica in vitro frente a C. albicans.

De acordo com os resultados obtidos e aqui demonstrados, € possivel afirmar que
as nanoparticulas de caseina contendo curcumina apresentam caracteristicas fisico-
quimicas apropriadas, tornando-as potenciais sistemas nanoestruturados para

liberacdo controlada e possiveis candidatas para administracao por via oral.
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APENDICE 1 - TABELAS

Tabela A - Otimizacdo de parametros para obtencdo das nanoparticulas de caseina

Nps Fase Agente Revestimento Diametro IPD Pz
Aquosa Reticulador Médio (mV)
(nm)
CAS 100 mgde 50 pL de - 135,5 0,164 -27,4
01 caseina glutaraldeido
2 mL de 8%
H20
CAS 100 mg de 50 pL de - 232,8 0,192 -38,3
02 caseina glutaraldeido
2mL de 8%
H20
CAS 100 mgde 50 pL de 200 pL de Quitosana a 225,8 0,206 -28
03 caseina glutaraldeido 0,05% em Ac. Acético
2 mL de 8% 0,2%
H20
CAS 150 mgde 50 pL de 200 pL de Quitosana a 252,3 0,222 -27,6
04 caseina glutaraldeido 0,05% em Ac. Acético
2 mL de 8% 0,2%
H20
CAS 100 mg de - 200 pL de Quitosana a DESNATUROU
05 caseina 0,5% em Ac. Acético
2 mL de 0,15%
H20
CAS 100 mg de - 200 pL de Quitosana a DESNATUROU
06 caseina 0,4% em Ac. Acético
2 mL de 0,12%
H20
CAS 100 mg de - 200 pL de Quitosana a DESNATUROU
07 caseina 0,5% em Ac. Acético
2 mL de 1%
H20
CAS 100 mg de - 200 pL de Quitosana a DESNATUROU
08 caseina 0,2% em Ac. Acético
2 mL de 0,06%
H20
CAS 100 mg de - 200 pL de Quitosana a DESNATUROU
09 caseina 0,25% em Ac. Acético
2 mL de 0,5%
H20
CAS 100 mg de - 200 pL de Quitosana a DESNATUROU
10 caseina 0,13% em Ac. Acético
2 mL de 0,04%
H20
CAS 100 mgde - 500 pL de Quitosana a DESNATUROU
11 caseina 0,4% em Ac. Acético
2 mL de 0,12%
H20
CAS 100 mg de - 1000 pL de Quitosana a DESNATUROU
12 caseina 0,4% em Ac. Acético
2 mL de 0,12%
H20
CAS 100 mg de 75 uL de - 703,8 0,368 -
13 caseina glutaraldeido
2 mL de 8%

H-O
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CAS
14

CAS
15

CAS
16

CAS
17

CAS
18

CAS
19

CAS
20

CAS
21

CAS
22

CAS
23

CAS
24

CAS
25

CAS

26

CAS
27

50 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

CaHPOs3

10% M

100 mg de
caseina
2 mL de

H20

CaHPO3

10% M

100 pL de
glutaraldeido
8%

50 uL de
glutaraldeido
8%

50 pL de
glutaraldeido
8%

50 pL
CaHPO?® 107
M

50 pL
CaHPO? 10
M

100 pL
CaHPO?® 106
M

150 pL
CaHPO? 10
M

200 pL
CaHPO? 10
M

50 pL de
glutaraldeido
8%

200 pL de Quitosana a
0,13% em Ac. Acético
0,04%

200 pL de Quitosana a
0,13% em Ac. Acético
0,04% adicionado antes
do solvente
200 pL de Quitosana a
0,13% em Ac. Acético
0,04% adicionado antes
do solvente
300 pL de Quitosana a
0,13% em Ac. Acético
0,04% adicionado antes
do solvente
200 pL de Quitosana a
0,13% em Ac. Acético
0,04% adicionado antes
do solvente

2856,1 0,430 -
DESNATUROU
392,7 0,303 -50
410,7 0321  -27,1
127 0,106 -47
170 0,415  -28,1
264 0462  -24,7
2873 0478 22,4
2239 0354  -147
268,6 0368  -17,6
2314 0460  -31,2
1504 0,100  -47,0
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CAS 100 mg de 25 uL de - 160,6 0,230 -30,5
28 caseina glutaraldeido
2 mL de 8%
H20
CAS 100 mgde 50 uL de - 151,2 0,19 -30,7
29 caseina glutaraldeido
2 mL de 8%
H20

LEGENDA: Nps (Nanoparticulas); IPD (indice de Polidispersdo); PZ (Potencial Zeta); CAS (caseina);
nm (nanométros); mV (milivolts).
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Tabela B - Otimizacdo de parémetros para obtencdo das nanoparticulas de caseina contendo

curcumina
Nps Fase Fase Agente Diametro IPD Pz
Aquosa Orgénica Reticulador Médio (nm) (mV)
CCo1 100 mg de caseina 10 mg de 25 pL de 506,9 0,83 -27,5
2 mL de H20 adicionados  curcumina glutaraldeido
no inicio da agitagéo + 2 10 mL de 8%
mL adicionados ao final EtOH
da agitacéo
CC02 100 mg de caseina 10 mg de 25 uL de 170,5 0,34 -28,7
2 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 8%
EtOH
CCo3 100 mg de caseina 10 mg de 35 L de 191,0 0,49 -26,3
2 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 8%
EtOH
CCo04 100 mg de caseina 10 mg de 50 pL de 177,1 0,42 -30,8
2 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 8%
EtOH
CCO05 100 mg de caseina 10 mg de 100 pL de 150,3 0,34 -24,7
2 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 2%
EtOH
CCO06 100 mg de caseina 10 mg de 100 pL de 163,8 0,38 -225
1,5 mL de H20 curcumina glutaraldeido
0,5 mL de NaOH 10 mL de 2%
EtOH
Cccov 100 mg de caseina 10 mg de 25 uL de 1451 0,31 -22,6
1,5 mL de H20 curcumina glutaraldeido
0,5 mL de NaOH 10 mL de 8%
EtOH
CCO08 100 mg de caseina 10 mg de 25 L de 304.7 0,67 -
2 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 8%
EtOH
CC09 100 mg de caseina 10 mg de 25 pL de 177,7 0,52 -
1,5 mL de H20 curcumina glutaraldeido
0,5 mL de NaOH 10 mL de 8%
EtOH
CcC10 100 mg de caseina 10 mg de 25 uL de 305,8 0,83 -
2 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 8%
EtOH
CC11 100 mg de caseina 10 mg de 25 pL de 396,5 0,32 -
3 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 8%
EtOH
CC12 100 mg de caseina 10 mg de 25 uL de 586,9 1,00 -
4 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 8%
EtOH
CC13 100 mg de caseina 10 mg de 50 pL de 291,7 0,67 -32,2
2 mL de H20 curcumina glutaraldeido
10 mL de 8%

EtOH
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CC14

CC15

CC1le6*

CC17

CC18

CC19

CC20

CcC21

CC22

CcC23

CcC24

CC25

CC26

ccz7

cC28

100 mg de caseina
2 mL de H20

50 mg de caseina
2 mL de H20

100 mg de caseina
2 mL de H20

100 mg de caseina
2 mL de H20

100 mg de caseina
2 mL de H20

100 mg de caseina
2 mL de H20

50 mg de caseina
4 mL de lisina 0,8% (m/v)

50 mg de caseina
4 mL de lisina 0,8% (m/v)

50 mg de caseina
4 mL de lisina 0,8% (m/v)

50 mg de caseina
5 mL de lisina 0,8% (m/v)

50 mg de caseina
5 mL de lisina 0,8% (m/v)

50 mg de caseina
5 mL de lisina 0,8% (m/v)

50 mg de caseina
2 mL de lisina 0,8% (m/v)

50 mg de caseina
2 mL de lisina 0,8% (m/v)

50 mg de caseina
2 mL de H20

12 mg de
curcumina
10 mL de
EtOH
10 mg de
curcumina
10 mL de
EtOH
10 mg de
curcumina
12 mL de
EtOH
10 mg de
curcumina
12 mL de
EtOH
10 mg de
curcumina
14 mL de
EtOH
10 mg de
curcumina
14 mL de
EtOH
10 mg de
curcumina
2 mL de
EtOH
10 mg de
curcumina
4 mL de
EtOH
10 mg de
curcumina
6 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
6 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
6 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
6 mL de
EtOH
5 mgde
curcumina
6 mL de
EtOH
5 mgde
curcumina
6 mL de
EtOH
5mg de
curcumina
6 mL de
EtOH

50 uL de
glutaraldeido
8%

50 pL de
glutaraldeido
8%

50 uL de
glutaraldeido
8%

75 L de
glutaraldeido
8%

50 pL de
glutaraldeido
8%

75 uL de
glutaraldeido
8%

10 pL de CacClz

1% (m/v)

25 uL de
glutaraldeido
8%

10 pL de CacClz

1% (m/v)

10 pL de CacClz

1% (m/v)

289,3 0,68
562,6 0,89
258,5 0,21
198,9 0,23
DESNATUROU
212,6 0,27
227,4 0,32
143,2 0,32
259,6 0,26
DESNATUROU
DESNATUROU
DESNATUROU
DESNATUROU
NAO TURVOU

-23,5
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CC29

CC30

CC31

CC32*

CC33

CC34

CC35

CC36

CC37**

CC38

CC39

50 mg de caseina
2 mL de H20

50 mg de caseina

2 mL de lisina 0,8% (m/v)

100 mg de caseina
2 mL de tampdao fosfato
ph 6,0

100 mg de caseina
2 mL de tampé&o fosfato
ph 6,0

100 mg de caseina
2 mL de tampé&o fosfato
ph 6,0

100 mg de caseina
2 mL de tampéo fosfato
ph 6,0

100 mg de caseina
2 mL de tampé&o fosfato
ph 6,0

100 mg de caseina
2 mL de H20

100 mg de caseina
2 mL de H20

100 mg de caseina
2 mL de lisina 2%

100 mg de caseina
2 mL de lisina 2%

5 mg de
curcumina
6 mL de
EtOH
5mg de
curcumina
6 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
8 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
7 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
7 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
7 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
7 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
8 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
8 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
8 mL de
EtOH
5 mg de
curcumina
8 mL de
EtOH

25 pL de
glutaraldeido
8%

25 L de
glutaraldeido
8%

10 pL de CacCl
1% (m/v)

20 pL de CaCl:
1% (m/v)

25 uL de
glutaraldeido
8%

1 mL de CaCl;
10 mM

10 pL de
glutaraldeido
8%

1 mL de CaCl;
10 mM

30 uL de
glutaraldeido
8%

500 pL de
CaCl> 10 mM

NAO TURVOU
NAO TURVOU
452,4 0,40
168,3 0,31
DESNATUROU
181,0 0,27
275,0 0,31
138,4 0,31
135,4 0,27
160,3 0,25
DESNATUROU

NOTA: *Formulacéo realizada em triplicata que ndo demonstrou reprodutibilidade.
**Eormulacéo realizada em triplicata que demonstrou reprodutibilidade
LEGENDA: Nps (Nanoparticulas); IPD (indice de Polidispers&o); PZ (Potencial Zeta); CC (caseina e
curcumina); nm (nanométros); mV (milivolts).
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Tabela C - Tempo de incubacéo para obtencdo de nanoparticulas de caseina contendo curcumina

Tempo de Incubagéo Diametro Médio (nm) indice de
Polidispersao
Oh 316 0,392
1h 205,4 0,288
2h 145,4 0,259
4h 197,5 0,334
5h 162,6 0,372
6h 183,2 0,420
8h 136,4 0,357
24h 1115 0,366

LEGENDA: nm (nanométros); h (horas).
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Tabela D - Concentracdo de solucéo crioprotetora para liofizacdo das nanoparticulas de caseina

Cadigo Fase Aquosa Agente reticulador Didmetro IPD Pz
Médio (mV)
(nm)
CGlu25-5%_1 100 mg de caseina 25 uL 159,4 0,24 -34,2
2 mL de H20 glutaraldeido 8%
CGlu25-5%_2 100 mg de caseina 25 uL 145,2 0,24 -35
2 mL de H20 glutaraldeido 8%
CGlu50-5%_1 100 mg/2 mL H20 50 pL 148,7 0,31 -27,2
glutaraldeido 8%
CGIlu50-5%_2 100 mg de caseina 50 pL 136,8 0,20 -29,9
2 mL de H20 glutaraldeido 8%
CGlu25-15% 1 100 mg de caseina 25 uL 153,0 0,19 -28,6
2 mL de H20 glutaraldeido 8%
CGlu25-15%_2 100 mg de caseina 25 pL 158,4 0,45 -21,7
2 mL de H20 glutaraldeido 8%
CGIlu50-15%_1 100 mg/2 mL H20 50 pL 143,5 0,28 -8,18
glutaraldeido 8%
CGIlu50-15%_2 100 mg de caseina 50 pL 160,0 0,30 -25,6
2 mL de H20 glutaraldeido 8%

LEGENDA: IPD (indice de Polidispersdo); PZ (Potencial Zeta); nm (nanométros); mV (milivolts).



ANEXO 1 — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
COM SERES HUMANOS

UNINERSIDADE ESTADUAL DO - Plﬁmrrp
CENTRO QESTE - UNICENTRO

PRCUETCO DE PESGIUISA

Thuls: Esiudo de sinergismo entre poifendis, vitaminas & composios derfvedos do s=dnk para
afvidade antfUngica am determinadas espécies de fungos.
Arsy Tematioa:

Area 9 A orfikrio do CEF.

Vercdo: 2

CAAE: O7TTTE312.2.0000.0108
Pecguicador:  Cankel Snesholin Ludwig

inctitulplioc  Universidedes Estadual do Centro Desie -
UKICENTRC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Huomesra do Parsosr: 113217
Dxta da Relatora: O 2
&precantaglo do Frojefo:

Serdo uflizadss cepas clinkcas de Cryplococous spp, Candida spp & Trichosponon spp Dutivadas e Agar
Saboraud-devirose. & suspensio do Indculo serd preparada pela adegusda diiglo dxs coidnlas em salina
esiérl seguida pela diulglo final em meic RPMI adidonads 20% de glicose. A suspensio do Indculo serd
adiclonada aos pogos da micopiaca. A coroaming serd dikuida em stanol a partir da solugic mie (10 mgiml) &
o Addo asoorbion em solurlo salina esbirl a partir da solup8o mie (25 mgémL). Em seguids serdo addonadas
205 pogos ontende o Intouo, Tendo oomo conceniraples finals: 250 mp'ml a 15,525 mgimil para a oartumina
B E2E mp'mil 3 39 mgimlL para o dddo asoirbico. A N-ac=ficksisina, a ghiationa, o disssienetn: d= difenlla = o
#ddo galico serfio preparados da mesma maneia e nas mesTas concentracles do Addo asodebion. O volume
final d= 200 mL serd scerfsdo oom KPA adiclonado 20% de glcos=. A microplaca serd inoubads a 35 "C por
24dh. A eficada n vito da curoamina assocksds com Acdo ascirbion, M-acetidsi=na, glutabions, dsssensio de
di=nila & Acide galoo serd dei=rminada pela medida da ipibicio do orescmenio de Cryplococcus spe, Candida
spp & Trichosponon spp. A Inlbigio do crescimento fol medida peio deoéscimo na densidade dptica a S00 nm
utiizarco leftor de microplaca (CLE] - Clinical for Laborafiory ESandands Insftube]). Cs ensaics foram realizados
em triplcata. Berdo colsiado SmL d= sangue folal d= rés individuos woluniarics sadios, &m fubo d= ensako
conteEndo 10mL de Feparina. O sangue serd cenbifugedo por & minuios a £5C & 1200g = entlo serd refiado o
plasma = a camada de leuctckos por aspirapdo. Em ss=guida, a suspensio de hemddas serd lavada com
soluglo gelada de tampdo SosTaio SOmBA, 0,15k de MaCl pH 7.2 por trés venes Ax hemacias serko
ressuspensas em tampde fosfylo de sodlo S0miM, pH 7,4, acefando-se o volume globulyr d= 0,33% & 5%
Diterentes concentragles de curcumina assocladas com Ackdo ascdrbico, M-aceflcist=ina, glutationa,
disselenesin de difenilis & dcldo gallco serfo Incubadas com a :nlu-;-ln de fiemacias por & horas a
I7C, com constante homogensizacho. Apds, a soluplo ser centritegada & 12009 a 4°C por S minuios. O
conieado de Femogiobing [berado serd delemminado mo schrenadantes afravés da medida da absorbdncla =m
40 mer

Objetive da Pecquica:

O objefive desbe projeto & 0 desepvolvimento de estudo do simergismo enine polfendls, vEaminas & oomposos
derivados do selénlo para determinagio da atividade ant®ingica =m algumas espédes de fungos.

Avallar a atividsds anbfungica dos polFendls, das vilamins. & oos composios dervados 0o seiEnio;

Agaliar o efelo siérgico dos polfendls com as vEaminas & composios derfvados do s=inio ey alividade

antEongica.

Endewgo  Hom Srslc Camargo Vessie cos 58, 0

Bales Canirc Follsoies CEPT = Cane

e Nunlogk: CLURIAPUSYE

Talwlone: 42 EREa 1T P - PE0E100 E-mal: comep usiosniefyston om br



UMNIVERSIDADE ESTADUAL DO ma
CENTRO OESTE - UNICENTRO

O objefvo deshe projeio & 0 deservoivimento de estudo do sieergismo entne poifendls, vEsminas & oomposios

derivados do seiénio para determinaglo da atwidade antifUngica =m algumas espédes de fungos.
Anvaltar a atividsde antfangica dos polFemdis, dys viminos & dos composics. dertvados oo sednko;
Apvallar o =feio siedrgico dos polf=ndls com as wEaminas = composios. derfvaedos do seidnio na abvidade=

antfirgica.

Avallagho doc Ricooc & BaneNokoc:

Benefichos

Pozshildade de desarmmivimenio de rowas produins com afvidsde antfangica frente 3 cepas clinicas.

Rizons-

Utiizando-se de maneir oometa as bonices. de biosseguranca, as crances de contamiragio sio mikimas. &
coletn do sangue harans serd realzyds no laboraidric de Bloquimica Clinica da UNICENTRCy, omde haverd os
devidos culdados para a mesma, ubizsnds spuihas & serngas

descartivels & assepsia oo Soool TO%, semdo entlo senbdo por parts do voluntno um peguenc desoonforio
peia Introdupio da aguiha. Mo caso da formaclo de hemaloma ow abscesso cutdnes, o pesquisador lomard
madas as providénciss pars minimizar os ef=ios da plcada. Mo snvolve rscos para 3 saode fsics ou
psicoldgica. Serd coletsdo aprovimadamente S mL de samgue de cada participani=.

Comentarios & Conclderagbos obre a Pecguica:

Serdo ulllizydss cepas clinkcas de Cryplococous spp, Candida spp & Trichosporon spp outivadas e Agar
Saboraud-dewirose. A suspenslo do Indculo serd preparads pela adegquada dikulgdo das coldnias em salina
esidrl seguids pela -:Ilull;iu final =m mesic RPMI adicionado 209% de glicose. A suspensdo do Indculo serd

adiciorasda sos pogos da microplaca.
Conclderagles cobre o6 Termos de aprecentagdo obrigatoria:

Carta d= anu#nila carimbada & assimads, folha de roshio assinada & carimbada. TCLE em foma de convie,
porém deve spontar of posshels fsoos com a pesguisa.

Feoomendagdec:

Projehy d= pesquisa que anfsriommenbs snoonirava-se =M pendenda, porém o pesquisatdor stendey odas as
recomendagles e fez bodas as aiteragles necessarias.

Conolusdes ou Pendénolac & Licta de Inadeguapies:
O proponenie Aerded a5 mudanpas solkcizadas.

3 Huagdo do Parsosr:
Aprovads

Heoscoha &preclagdo da CONER:
gt 0

Conclderagles Finale a crftério do CEP:
AFROAADD.
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