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RESUMO 

 

A nanotecnologia aplicada para produção de nanomedicamentos é 
considerada uma ferramenta que oferece vantagens em relação aos seus homólogos, 
principalmente pelo seu tamanho reduzido. Essa técnica tem por objetivo melhorar as 
características físico-químicas de fármacos ou compostos com atividade terapêutica 
já comprovada, mas que apresentam perfil farmacocinético reduzido, como por 
exemplo a curcumina. A curcumina é um composto extraído do rizoma da planta 
Curcuma longa Linn, e possui diversas atividades terapêuticas, como ação 
antioxidante, antitumoral e antifúngica. Porém, em sua forma livre, apresenta elevada 
instabilidade química em ambiente fisiológico, reduzida biodisponibilidade e baixa 
absorção intestinal. Polímeros biodegradáveis utilizados na obtenção de sistemas 
nanoestrututarados são interessantes ferramentas para ampliar as propriedades 
físico-quimicas de compostos com limitações farmacocinéticas. Entre eles, está a 
caseína, que é um polímero natural, biocompatível, utilizado frequentemente na 
produção de nanopartículas (Nps) devido às suas estruturas anfipáticas permitirem 
boa interação com compostos polares e apolares, assim como a curcumina. Diante 
disso, o presente trabalho propôs o desenvolvimento de nanopartículas de caseína 
contendo curcumina, bem como a sua caracterização físico-química e a avaliação de 
suas atividades biológicas. As nanopartículas foram obtidas pelo método de 
dessolvatação, caracterizadas quanto ao seu diâmetro médio, índice de polidispersão, 
potencial Zeta, eficiência de encapsulação, morfologia, espectroscopia na região do 
infravermelho e difração de raios X, ainda foram avaliados, a estabilidade de 
armazenamento e o perfil de liberação 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 ação antifúngica das Nps. A caracterização físico-
química demonstrou que o diâmetro médio das Nps de caseína contendo curcumina 
em suspensão foi de 167,8 ± 25,4 nm, e das liofilizadas foi de 232,7 ± 25,7 nm. O 
índice de polidispersão, apresentou valor de 0,33 ± 0,02 e o valor do potencial Zeta 
encontrado foi de -26,4 ± 2,5 mV, sendo que, após o processo de liofilização, o valor 
foi de -28,3 ± 1,8 mV. A eficiência de encapsução 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 região do infravermelho, é 
possível sugerir que o método utilizado para obtenção das Nps de caseína contendo 
curcumina não causou alterações ou mudanças nos grupos funcionais característicos 
dos componentes utilizados na obtenção das Nps. Nos difratogramas de raios X das 
Nps de caseína contendo curcumina e das Nps de caseína vazias foi observada 
ausência de picos característicos de cristalinidade apresentados pela curcumina, 
sugerindo que houve interação da curcumina com a caseína e a amorfização deste 
sistema nanoestruturado. Com relação à estabilidade das Nps, elas se mantiveram 
estáveis quando em suspensão aquosa por 30 dias em temperatura de 8 °C e por 15 
dias na condição de 25 °C, já quando estavam na forma liofilizada, mantiveram sua 
estabilidade por 150 dias. O perfil de liberação nos fluídos gastrointestinais simulados 
demonstrou que as Nps apresentaram uma boa estabilidade no fluido gástrico e 
intestinal simulado apresentando liberação de 4,24% (pH=1,2), mantendo essa 
porcentagem em pH=6,8, sendo que ao final de 6 horas, a liberação total de curcumina 
foi de 5,39%. A curcumina nanoencapsulada apresentou baixa toxicidade para células 
normais, em comparação à curcumina livre, quando testada sobre um modelo de 
hemácias e em células Vero. As NPs apresentaram atividade antitumoral in vitro sobre 



 
 

uma linhagem de células tumorais e atividade antifúngica in vitro em à Candida 
albicans. O sistema nanoestruturado desenvolvido apresentou características físico-
químicas que indicam que o processo de nanoencapsulação da curcumina melhorou 
sua estabilidade e aumentou sua solubilidade em soluções aquosas. As 
nanopartículas ainda se apresentaram como eficientes carreadores de curcumina 
para possíveis aplicações biológicas. 

 

Palavras-chave: Nanotecnologia. Nanopartículas. Curcumina. Caseína. 



 
 

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 aqueous 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 INTRODUÇÃO 

 A nanotecnologia é uma área da ciência que propõe o desenvolvimento de 

estruturas e sistemas que se caracterizam por apresentar tamanho em escala 

nanométrica, ou seja, entre 1 a 1000 nânometros (nm), essa característica permite a 

ampliação das propriedades e funcionalidades dos sistemas nanoestruturados 

desenvolvidos em relação aqueles obtidos em tamanho dentro da escala micro ou 

macroscópica (SINGH; LILLARD, 2009; DE OLIVEIRA et al., 2013; DIMER et al., 

2013). Na área médica ou farmacêutica, o tamanho dos dispositivos ou sistemas 

nanoestruturados, também chamados de nanopartículas (Nps), desenvolvidos para 

uso como nanomedicamentos, sugere-se tamanho médio entre 200 e 300 nm 

(WONG; WU; BENDAYAN, 2012; PATEL et al., 2014). 

  A utilização de nanomedicamentos tem a vantagem de melhorar as 

propriedades farmacocinéticas de fármacos e compostos, principalmente pelo seu 

tamanho menor e área de superfície maior, melhorando seu índice terapêutico, 

diminuindo a toxicidade e a dose terapêutica diária (KOO; RUBINSTEIN; ONYUKSEL, 

2005; DIMER et al., 2013).  

 O princípio básico da nanotecnologia farmacêutica consiste na alteração das 

características físico-químicas de um fármaco ou composto, a partir da qual sua 

interação com um polímero gera a capacidade de melhorar as características da 

molécula conferindo propriedades específicas ao sistema e permitindo diversas 

possibilidades de uso. O polímero ou proteína utilizadados na preparação desses 

sistemas, funcionará como carreador do fármaco ou composto, sendo assim, alguns 

parâmetros famacocinéticos deste serão melhorados, tais como biodisponibilidade, 

liberação controlada, efeito terapêutico, 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 à área farmacêutica tem sido 

amplamente explorada em termos de aplicações médicas, diagnóstico, prevenção e 

tratamento de doenças, compreendendo uma ferramenta que tem por objetivo 

aprimorar fármacos ou compostos com atividade terapêutica já comprovada, mas que 

apresentem perfil farmacocinético comprometido pelas suas características físico-

químicas (SINGH; LILLARD, 2009; PAL et al., 2011; PARVEEN; MISRA; SAHOO, 

2012). 
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 Entre os diversos compostos com potencial terapêutico, a curcumina (CUR) 

merece considerável atenção, pois pode ser utilizada na prevenção e no tratamento 

de doenças multigênicas complexas, tais como doenças cardiovasculares, doenças 

metabólicas, câncer, doenças neurológicas e degenerativas, as quais vêm 

aumentando significativamente nos últimos anos (GUPTA; PATCHVA; AGGARWAL, 

2013).  

 A curcumina é um polifenol extraído do rizoma da Curcuma longa Linn, uma 

planta conhecida popularmente como açafrão-da-terra e pertencente à família 

Zingiberaceae, comum em regiões tropicais e subtropicais da Índia e da China 

(GHOSH; BANERJEE; SIL, 2015). 

São diversas as propriedades terapêuticas atribuídas à curcumina, sendo que, 

pode atuar na prevenção na ocorrência de diversas doenças (MAZZARINO, 2013). 

Podem ser citadas as atividades antioxidante (AK; GÜLÇIN, 2008; PRASAD et al. 

2014), antitumoral (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008; KÖSTEL; BORA-

TATAR; ERDEM-YURTER, 2012) e anti-inflamatória (YALLAPU et al., 2014). 

 No entanto, diversos fatores afetam a sua biodisponibilidade, tais como a sua 

rápida metabolização e excreção e sua baixa absorção intestinal (ANAND et al., 

2008). Portanto, algumas pesquisas visam o 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 polímero para a produção das nanopartículas 

está relacionada ao tipo de fármaco ou composto que se deseja veicular e a via de 

administração a ser utilizada (KRATZ, 2008; NEHA; TARUN; AJAY, 2012; YUAN et 

al., 2014). Os materiais utilizados na produção 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 polímeros sintéticos são amplamente utilizados na produção de Nps, 

porém, estes materiais apresentam, em geral, custo elevado, por isso, os polímeros 

naturais, como as proteínas, são uma alternativa interessante de escolha na obtenção 

de sistemas nanoestruturados. A caseína é uma proteína derivada do leite de vaca, 

biocompatível ao organismo humano, além de apresentar baixo custo quando 

comparado aos polímeros sintéticos. Essa proteína é composta por vários 
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aminoácidos e apresenta estrutura anfipática, permitindo boa interação química com 

compostos polares e apolares (PAN; ZHONG; BAEK, 2013; PAN et al., 2014; CHANG 

et al., 2017). 

 Diante do exposto, o presente trabalho propõe o desenvolvimento de 

nanopartículas de caseína contendo curcumina bem como a sua caracterização físico-

química e a avaliação das atividades biológicas. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL 

 Desenvolver, caracterizar e avaliar as atividades biológicas in vitro de 

nanopartículas de caseína contendo curcumina. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Desenvolver um sistema nanoestruturado carreador de curcumina a partir de 

caseína;  

 Caracterizar as nanopartículas obtidas quanto às suas características físico-

químicas: diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial Zeta, morfologia, 

espectroscopia da região do infravermelho e difração de raios X; 

 Determinar a eficiência de encapsulação da curcumina associada às 

nanopartículas por meio de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE); 

 Avaliar a estabilidade das nanopartículas armazenadas sob diferentes 

condições, como temperatura ambiente, refrigeração e congelamento; 

 Determinar o perfil de liberação e a estabilidades das nanopartículas em Fluido 

Gástrico (FGS) e Fluido Intestinal Simulado (FIS); 

 Avaliar a atividade citotóxica in vitro das nanopartículas sobre hemácias; 

 Avaliar a atividade citotóxica in vitro das nanopartículas sobre células normais 

utilizando células Vero;  

 Avaliar a atividade antitumoral in vitro sobre a linhagem celular tumoral de 

adenocarcinoma do colo do útero humano (HeLa) e 

 Avaliar a atividade antifúngica in vitro das nanopartículas em Candida albicans. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA  

3.1 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS 

 A nanotecnologia é caracterizada por apresentar uma ampla funcionalidade e 

várias formas de uso, sendo aplicada em diversos campos do conhecimento. Na área 

farmacêutica, a nanotecnologia começou a partir do desenvolvimento de lipossomas. 

Esses sistemas serviram de base para a ampliação de um grande número de sistemas 

nanoestrutuados para a liberação de fármacos, produzidos na sua grande maioria a 

partir de lipídios ou de compostos poliméricos (COUVRER; VAUTHIER, 2006; SINGH; 

LILLARD, 2009; PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012). 

 Atualmente, a aplicação da nanotecnologia na produção de 

nanomedicamentos e sistemas nanoestruturados carreadores de compostos, 

compreende uma ferramenta interessante e que têm atraído atenção dos 

pesquisadores, uma vez que esses sistemas desempenham atividades biológicas em 

uma variedade de processos terapêuticos, além de apresentar maior estabilidade nos 

fluídos fisiológicos e no armazenamento, sendo aplicadas por diversas vias de 

administração, como a parenteral (KIM et al., 2011; WEI et al., 2014), oral 

(CHELLAMPILLAI; PAWAR, 2011), nasal (SEJU; KUMAR; SAWANT, 2011), tópica 

(ZHANG et al., 2008), entre outras.  

 Esses sistemas ainda permitem a liberação terapêutica dos fármacos ou 

compostos no sítio especifico, a longo prazo e em baixas doses, permitindo eficácia 

terapêutica favorável quando comparado aos medicamentos convencionais (SUN et 

al., 2016; KAZEMI; DIVSALAR; SABOURY, 2017).   

 Na produção de sistemas nanoestruturados os polímeros utilizados podem 

interagir com os compostos ou fármacos de interesse por meio interações químicas, 

o que facilita a encapsulação dos mesmos, melhorando sua solubilidade em meio 

aquoso. Além de que, em pH fisiológico, o uso e aplicação do polímero adequado, 

resulta na prevenção da degradação do fármaco ou composto no trato gastrointestinal, 

aumentado a absorção e, consequentemente, a biodisponibilidade (LI et al., 2012; 

SARI; MANN; KUMAR, 2015). 

 Os primeiros polímeros sintéticos que demonstraram sucesso em seu uso 

foram os derivados dos ácidos lático e glicólico, utilizados para suturas na década de 

1960. A classe dos polímeros termoplásticos poli (α-esteres) é a mais antiga, 
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investigada e utilizada na nanotecnologia farmacêutica, principalmente pela 

característica biodegradável. Os poliésteres são representados pela poli 

(caprolactona), poli (D, L-lático) (PLA) e os copolímeros derivados dos ácidos lático e 

glicólico (PLGA). Apesar da grande eficiência dos polímeros sintéticos, o processo de 

nanoencapsulação a partir destes materiais ainda apresenta custo elevado (NAIR; 

LAURENCIN, 2007; DIMER et al., 2013).  

Neste sentido, a liberação de compostos e fármacos a partir de sistemas 

nanoestruturados é dependente de diferentes fatores, sendo o tipo de polímero 

utilizado um dos principais, já que determina o mecanismo de liberação envolvido. 

Assim, estudos vêm sendo realizados se baseando na utilização do caseinato de 

sódio, que é um biopolímero natural e biodegradável, que se apresenta na forma de 

sal de sódio derivado da caseína, principal proteína existente no leite de vaca (NEHA; 

TARUN; AJAY, 2012; CHANG et al., 2017). 
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3.2 CASEÍNA 

O leite bovino contém aproximadamente de 3,3 m/v de proteínas totais, e o 

conjunto de proteínas conhecidas como caseína representam aproximadamente 80% 

desse total (FARRELL et al., 2006). No leite, essas proteínas formam partículas 

coloidais hidratadas, como micelas. A micela de caseína é uma associação de frações 

composta por quatro parcelas de proteínas anfifílicas αS1, αS2, β e κ caseína 

(KJELDSEN et al., 2007; PAN; YAO; JIANG, 2007; GANDHI; ROY, 2019). 

As quatro fosfoproteínas constituintes, αS1-, αS2-, β- e κ-caseína, existem 

aproximadamente em proporções de 4: 1: 4: 1 em peso no leite de vaca, e seu ponto 

isoelétrico médio (pI) está entre 4,6 e 4,8. Todas as caseínas são caracteristicamente 

anfipáticas (PAN; YAO; JIANG, 2007).  

O tamanho da micela de caseína é variado, devido a sua alta polidispersão. A 

distribuição de tamanhos pode variar entre 80 a 800 nm, com um diâmetro médio de 

200 nm (DALGLEISH, 2011).  

A estrutura da caseína é micelar, sendo esférica e tendo o interior hidrofóbico, 

cercado por uma camada hidrofílica que estabiliza a micela por meio de efeitos 

eletrostáticos, permitindo interação com compostos hidrofóbicos e hidrofílicos 

(FARRELL et al., 2006; DE KRUIF et al., 2012). A κ-caseína, presente na superfície 

da micela, apresenta característica mais ordenada e estável, com interações 

hidrofílicas. As outras caseínas apresentam interações hidrofóbicas e clusters de 

fosfato de cálcio (SGARBIERI, 2005; DE KRUIF et al., 2012).  

A caseína pode ser utilizada na obtenção de sistemas nanoestruturados, por 

exemplo, em vários alimentos, cosméticos e fármacos (DE KRUIF e GRINBERG, 

2002; GANDHI; ROY, 2019), principalmente devido a sua grande quantidade de 

aminoácidoscom caráter hidrofílico e lipofílico, e devido seu perfil estável, já que 

mesmo após o leite passar por processamento, a estrutura da caseína 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 proteína também pode ser utilizada como um agente 

emulsionante/estabilizante na produção de nanopartículas devido à combinação de 

estabilização eletrostática e estérica relatada em alguns estudos (ZHANG et al., 2014; 

WANG et al., 2016; SUN; GAO; ZHONG, 2018). 



24 
 

 Segundo Patel e colaboradores (2010), a caseína foi utilizada como um 

estabilizante para evitar a agregação das nps de zeína em soluções com pH neutro e 

condições de alta força iônica. Zhang e colaboradores (2014) demonstraram que a 

utilização da caseína na formulação foi capaz de melhorar a estabilidade das nps de 

zeína e evitar a floculação durante a formação do filme.  

 Li e colaboradores (2012) produziram filmes antimicrobianos a partir de nps de 

zeína revestidas com caseína. A caseína atuou como estabilizante na encapsulação 

de timol, principal componente antimicrobiano do óleo essencial do tomilho (Thymus 

vulgaris), apresentando melhora da sua atividade antimicrobiana após a 

nanoencapsulação. 

 Já Pan e colaboradores (2014) realizaram um estudo utilizando apenas a 

caseína como polímero para a nanoencapsulação do timol, sendo que esse 

apresentou atividade antimicrobiana significativamente melhorada quando 

nanoencapsulado. Assim, observou-se que as nanodispersões de timol têm 

aplicações promissoras para melhorar a segurança microbiológica e a qualidade dos 

alimentos. 

 A caseína também vem sendo utilizada em sistemas nanoestruturados para a 

encapsulação de drogas hidrofóbicas antitumorais, como a mitoxantrona, 

doxurubicina e o paclitaxel, que apresentaram estabilidade termodinâmica em 

soluções aquosas desenvolvidas para administração oral (SAHU; KASOJU; BORA, 

2008; SHAPIRA et al., 2010; NARAYANAN et al., 2015; GANDHI; ROY, 2019).  

 Portanto, a caseína, um polímero natural obtido do leite de vaca e com baixo 

custo, possui características que a tornam interessante na obtenção de sistemas 

nanoestruturados. Além disso, pode ter interações com compostos hidrofílicos e 

hidrofóbicos (PEÑALVA 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 asiático e 

extensivamente cultivado na Índia, pertencente à família das Zingiberaceae, tendo 

como parte utilizada o rizoma, que é seco e transformado em pó para sua conservação 

e utilização. O pó extraído do rizoma da C. longa., também conhecida como cúrcuma, 

açafrão-da-Índia ou açafrão-da-Terra, tem sido frequentemente utilizado como 

especiaria ou condimento (curry), colorante e também como componente da medicina 

Ayurvédica pelas suas atividades terapêuticas. 

Os componentes extraídos do pó do rizoma são bem variados, compreendendo 

proteínas, lipídeos, minerais, carboidratos e os curcuminóides, que compõem a 

mistura de três pigmentos: a curcumina (curcumina I; 77%), a desmetoxicurcumina 

(DMC, curcumina II, 17%) e a bisdesmetoxicurcumina (BDMC, curcumina III, 3%) 

(PRASAD et al., 2014; SUETH-SANTIAGO et al., 2015). A curcumina I, ou somente 

curcumina, é descrita como 1,7-bis-(hidroxi-3-metoxifenil)1,6-heptadieno-3,5-diona, 

possui dois grupos metoxila (OCH3) (Figura 1), e foi isolada inicialmente em 1815 

(VOGEL; PELLETIER, 1815). 

 
Figura 1 - Estrutura química da curcumina 

 

 

 

 

 

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

 

São inúmeras as propriedades terapêuticas que têm sido atribuídas à 

curcumina, como a atividade antioxidante (KHALIL et al., 2012; CORADINI et al., 

2014), antitumoral, anti-inflamatória (SHARMA; GESCHER, 2005; YALLAPU et al., 

2014), antifúngica e antibacteriana (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008), 

além da ação digestiva, antialérgica, imunizante, estimulante e cicatrizante (GOEL; 

KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008; AKBIK et al., 2014; PRASAD et al., 2014; 

SUETH-SANTIAGO et al., 2015) havendo relação das suas atividades biológicas com 

a sua ação antioxidante (AKBIK et al., 2014). 
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Tem-se demonstrado a ação antitumoral da curcumina tanto para a prevenção 

como para o tratamento do câncer, bem como de outras doenças, muitas inclusive 

causadas pela ação nociva de radicais livres (HEATH et al., 2003; GOEL et al., 2008; 

KÖSTEL et al., 2012). 

 O efeito antitumoral da curcumina foi descrito sobre vários tipos de tumores 

mamários, sendo que para tais atividades se especulam uma série de mecanismos 

envolvidos. A curcumina ainda apresentou proteção no desenvolvimento do câncer de 

mama e metástase pulmonar, comumente descrita em casos de complicações do 

câncer de mama (HOLY, 2002; ANAND et al., 2008; CHEN et al., 2014).  

 Porém, devido suas características físico-químicas, como instabilidade em pH 

fisiológico e em soluções aquosas, a farmacocinética da curcumina representa um 

desafio, uma vez que sua biodisponibilidade e absorção intestinal é reduzida (KIM et 

al., 2011; KHALIL et al., 2013). Por conta das propriedades acima descritas, grande 

parte da curcumina consumida após administração oral é excretada inalterada nas 

fezes, ou como metabólitos conjugados excretados na urina, prejudicando assim suas 

importantes atividades terapêuticas (SHARMA; GESCHER, 2005). 

 Portanto, algumas pesquisas têm empregado a nanotecnologia por meio da 

obtenção 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 solução aquosa, apesar 

das várias atividades biológicas importantes já descritas. No entanto, pode ser 

observado uma variabilidade nos métodos de obtenção, polímeros utilizados e 

diâmetro das partículas ou sistemas obtidos (YALLAPU et al., 2014). 

 De forma geral, se observa na literatura que a curcumina encapsulada 

apresenta melhor desempenho quando comparada à curcumina livre, apresentando 

variabilidade quanto ao tipo de polímero utilizado, o método de obtenção, a 

caracterização físico-química e a aplicação biológica dos sistemas nanoestruturados 

desenvolvidos (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Caracterização de Sistemas Nanoestruturados contendo Curcumina 

Autores Material Tipo de 
Partícula/ 
Método de 
obtenção 

Caracterização 
físico-química 

Aplicação 
Biológica 

Teng et al. 
(2012) 

Isolado de 
proteína de soja 

Dessolvatação *CUR 5% 
DM:  286,7 nm 
PZ: −34,5 mV 

Não especificado 

Yu; Huang 
(2012) 

Organogel- 
Tween 20 

Nanoemulsão DM: 218 nm 
IPD: 0,280 

Aumento da 
biodisponibilidade 

oral 

Teng et al. 
(2014) 

β-lactoglubulina Dessolvatação *CUR 15% 
DM: 213,9 nm IPD: 

0,202 
PZ: − 42,4 mV 

Não especificado 

Fares; Salem 
(2015) 

Inulina Não especificado DM: 5-150 nm 
Liberação CUR: 

90% 

Aumento da taxa 
de dissolução 

Hu et al. 
(2015) 

Zeína/ Pectina Core-shell- 
deposição 

eletrostática 

DM: 250 nm 
IPD: 0,24 

PZ: -28 mV 

Estudo de 
desidratação das 
nanopartículas 
para uso como 

ingredientes 
funcionais em pó 

Wang et al. 
(2015) 

Zeína hidrolisada Anti-solvente 
simples 

DM: <50 nm 
PZ: −45 mV 

Não especificado 

Aadinath et al. 
(2016) 

Óxido de ferro/ β-
ciclodextrina 

Microemulsão/ 
complexo de 

inclusão 

DM: 67 nm 
EE%: 71% 

Ensaio 
antioxidante sobre 

radical DPPH 

Harini et al. 
(2017) 

Sílica 
mesoporosa 

Não especificado DM: 100-220 nm 
EE%: 80 à 90% 

Indução à morte de 
células MCF-7 

Guo et al. 
(2018) 

Oligossacaríde 
de hialuronano 

Dispersão do 
filme 

DM: 134,5 nm PZ: 
−29,4 mV 

Encapsulação 
simultânea de 2 

antioxidantes para 
uso como 

nutracêuticos 

FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: CUR – Curcumina; *Concentração máxima utilizada de CUR na formulação; DM – Diâmetro 
Médio; IPD – Índice de Polidispersão; PZ – Potencial Zeta; mV - milivolts; EE% - Percentual de 
Eficiência de Encapsulação. 

 

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

curcumina em uma nanoemulsão à base de organogel, em que, notavelmente, a 

concentração máxima absorvida da curcumina aumentou, demonstrando que a 

formulação de nanoemulsão foi capaz de melhorar a biodisponibilidade oral de 

curcumina. 

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

nanopartículas conjugadas com curcumina-inulina desempenham papel importante no 

aprimoramento da dissolução da curcumina, e que a taxa de dissolução aumentou a 

taxa de absorção no trato gastrointestinal (TG) e a biodisponibilidade nos tecidos. 
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 Já Hu e colaboradores (2015), provaram que as nanopartículas de zeína-

pectina carregadas com curcumina podem ser desidratadas, permitindo a sua 

utilização como ingrediente funcional em pó adicionado em alimentos e bebidas, o que 

não é possível ao se utilizar a curcumina livre, visto seus problemas de degradação. 

 Ainda, de acordo com Aadinath e colaboradores (2016), os 

nanomagnetoliposomas de β-ciclodextrina contendo curcumina apresentaram maior 

atividade de eliminação de radicais de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), em 

comparação com lipossomas de curcumina e curcumina livre, o que aumenta a 

chance dessa nanoformulação ser utilizada em estudos in vivo contra o câncer. 

 Harini e colaboradores (2017) sugeriram que a conjugação de curcumina com 

as nanopartículas de sílica mesoporosa aumentou sua hidrofilicidade e dispersidade, 

resultando no aumento da indução à 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 os autores sugeriram que a formulação desenvolvida 

pode ser usada como um sistema promissor de fornecimento de nutracêuticos 

antioxidantes, podendo ser incluído em sucos, iogurtes e suplementos nutricionais. 

 Os produtos naturais há muito tempo são considerados alternativas 

interessantes no desenvolvimento de novas terapias contra doenças graves e 

emergentes. Além disso, com a aplicação da nanotecnologia, também vem sendo 

estudada a melhoria das características desses compostos (DOTA et al., 2011; 

FRANCHIN et al., 2016; AFROUZAN et al., 2012).  

  A fim de melhorar características como solubilidade e biodisponibilidade, 

compostos como a curcumina, vêm sendo estudados em modelos nanoestruturados 

com caseína, 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 MÉTODOS  

4.1 MATERIAIS 

4.1.1 Reagentes 

Ácido Acético 99,9% - Vetec, Brasil; 

Ágar Sabouraud  

Água ultrapura - sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, resistividade de 18,2 

MΩ/cm; 

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

Caseína de Sódio a partir do leite bovino – Sigma Aldrich, EUA; 

Candida albicans 0546 Vitroidstm  

Ágar Saboraud-Dextrose 

Curcumina – Sigma Aldrich, EUA; 

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

Dimetilsufórico (DMSO) Química Moderna® 

Etanol 99,5% - Biotec Brasil; 

Etanol Grau HPLC – J.T. Baker, EUA 

Glutaraldeído 25% - Vetec, Brasil; 

Metanol Grau HPLC – J.T. Baker, EUA; 

RPMI-1640 (Himedia®) 

 

4.1.2 Equipamentos 

Balança analítica M214A - Tecnal®; 

Banho ultra termostático - Solab®; 

Bomba a vácuo TE 058 - Tecnal®; 

Capela para exaustão de gases - Lucadema®; 

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

Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência - Waters® Alliance a um detector de 

Arranjo de Diodo (PAD) e coluna Xterra C18 (125mm x 4mm; 5 μm) Waters®; 

Difratômetro de Raio X - Ultima IV - Rigaku®; 

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

Equipamento para medida do espalhamento dinâmico da luz (Dynamic Light 

Scattering) - Brookhaven 90 Plus®; 
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Espectrômetro de Infravermelho FT-IR - IRPrestige-21 com acessório de 

refletância difusa, DRS-8000 - Shimadzu®; 

Espectrofotômetro UV-Vis (Jasco®) 

Incubadora de Bancada com Agitação Orbital Q816M22 – Quimis®; 

Liofilizador. LD1500 (Terroni ®) 

Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 μm e PTFE 0,45 μm) - 

Millipore®; 

Microscópio eletrônico de varredura com emissão de campo (MEV-FEG) - 

MIRA3LM - Tescan®; 

Pipetas monocanal - Labmate®; 

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

Sistema de ultrapurificação de água - MilliQ Gradiente Millipore®; 

Ultracentrifuga refrigerada Hermle® - Z36HKl. 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Desenvolvimento das nanopartículas 

4.2.1.1 Obtenção  

As nanopartículas de caseína contendo curcumina foram obtidas em 

quadriplicata utilizando o método de dessolvatação com base na metodologia descrita 

por WEBER e colaboradores (2000). A fase aquosa foi preparada com a caseína 

solubilizada em água ultrapura sob agitação em placa magnética em temperatura 

ambiente. A fase orgânica foi composta por 8mL de etanol (99,5%) contendo 5mg de 

curcumina. Essa solução etanólica foi adicionada, gota a gota, com auxílio da bureta 

à solução aquosa, que era composta por 2mL de água ultrapura e 100mg de caseína, 

até a completa opalescência do sistema, proporcionando o processo de 

dessolvatação. Posteriormente, 30μL de uma solução de glutaraldeído 8%, 

recentemente preparada, foi acrescentada para induzir a reticulação das partículas, 

permanecendo o sistema sob constante agitação (200 rpm, 21ºC) em incubadora de 

bancada com agitação orbital por 2h.  

Após o período de incubação, a dispersão de nanopartículas foi submetida ao 

processo de ultracentrifugação por 30 minutos a 17000 rotações por minuto (rpm) e 

temperatura de 4°C. Com esse processo, houve a separação das nanopartículas de 
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caseína contendo curcumina recém-formadas da curcumina livre não encapsulada ao 

sistema, ficando presente no sobrenadante da solução. O volume do sobrenadante 

proveniente da ultracentrifugação foi acondicionado em tubos, do tipo Falcon, e 

estocado em freezer (-5ºC), sendo posteriormente utilizado para análise do percentual 

de encapsulação da curcumina por método indireto.  

As nanopartículas foram então: (1) ressuspensas em água ultrapura, e 

acondicionadas sob diferentes condições de armazenamento (temperatura ambiente, 

refrigeração e congelamento) e (2) ressuspensas em solução crioprotetora (sacarose 

15%) e congeladas a -10°C para posterior liofilização. A Figura 2 representa o 

processo utilizado na preparação das nanopartículas de caseína vazias e/ou contendo 

curcumina. 

 
Figura 2 - Representação esquemática do processo de obtenção de nanopartículas pelo método de 

      dessolvatação 

 
 

FONTE: O autor (2019). 

4.2.1.2 Liofilização  

Inicialmente, para avaliar o comportamento da caseína em solução 

crioprotetora, a liofilização das nanopartículas de caseína vazias foi testada para duas 

concentrações diferentes de solução crioprotetora (solução de sacarose a 5% e 15%). 

Para este processo, as nanopartículas de caseína, recém-obtidas, foram 

ressuspensas em solução de sacarose nas concentrações 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 possível determinar a concentração da solução 

crioprotetora utilizada para proteger as nanopartículas durante o processo de 

congelamento. O pó obtido para as duas concentrações de solução crioprotetora foi 

avaliado quanto ao diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial Zeta. 

 

4.2.2 Caracterização das nanopartículas 

 

4.2.2.1 Caracterização do Diâmetro Médio (DM) e do Índice de Polidispersão (IP) 

 

A avaliação do diâmetro médio (DM) das nanopartículas de caseína contendo 

curcumina, bem como sua distribuição, foi determinada por meio da metodologia de 

espalhamento dinâmico da luz com correlação de fótons - Dynamic Light Scattering 

(DLS) após a dispersão de 20μL das nanopartículas recém-obtidas em água ultrapura. 

As medidas foram realizadas em triplicata, em um ângulo de espalhamento de luz de 

90º, temperatura de 25ºC e comprimento de onda 660nm, utilizando corridas de 3min. 

Para cada amostra foram avaliados a média do diâmetro da partícula, o índice de 

polidispersão (IPD) e o desvio padrão (DP). 

 

4.2.2.2 Caracterização do Potencial Zeta (PZ) 

 

O potencial Zeta (PZ) foi avaliado pelo rastreamento do movimento de 

partículas carregadas em um campo de tensão, mobilidade eletroforética, utilizando 

equipamento Zetasizer Nano S90. Para o ensaio, 10μL das nanopartículas de caseína 

contendo curcumina foram dispersas em solução de KCl 1mM, a fim de manter a força 

iônica do meio, e colocadas em célula eletroforética a 25°C sob o potencial de 

±150mV. As medidas foram realizadas em triplicata, com cálculo da média e do DP. 

4.2.2.3 Determinação da Eficiência de Encapsulação (EE) 

A quantificação da curcumina foi realizada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) com detector de arranjo de diodo (PDA). A fase móvel consistiu de 

uma mistura de metanol, etanol e ácido acético 0,5% (70: 27,5: 2,5, v/v/v), com eluição 

isocrática, taxa de fluxo de 0,8mL/min. Como diluente da amostra foi utilizada uma 

proporção de metanol, etanol e ácido acético 0,5% (70:29,6:0,4, v/v/v), 
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respectivamente. O volume de injeção da amostra foi de 60μL e o detector foi ajustado 

para o comprimento de onda de 417nm.  

Inicialmente, foi construída uma curva analítica, para a qual foram analisadas 

triplicatas de 7 concentrações diferentes de curcumina (5, 10, 20, 25, 30, 40 e 

50μg/mL) derivadas de uma solução estoque preparada em etanol com concentração 

de 10mg/mL. A partir da curva analítica, foi avaliado o coeficiente de correlação (r2). 

A determinação da eficiência de encapsulação (EE), ou seja, a quantidade de 

curcumina incorporada às nanopartículas, foi determinada por método indireto, que 

quantifica o composto livre que não foi associado às nanopartículas por meio da 

análise do sobrenadante resultante do processo de ultracentrifugação.  

Portanto, uma alíquota da quadriplicata do sobrenadante anteriormente 

estocado foi diluída na proporção de 1:10 em diluente, filtrada em membrana de poro 

0,22µm e analisada por CLAE. A quantidade de curcumina encapsulada foi calculada 

utilizando a Equação 1 (KHALIL et al., 2013) e os valores do percentual da eficiência 

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

 

%EE = Massa analítica - Massa teórica / Massa teórica x 100               (1) 

 

Sendo: 

• Massa analítica é a quantidade de curcumina (em mg) mensurada no sobrenadante 

pelo método de CLAE. 

• Massa teórica é a quantidade (em mg) de curcumina pesada e utilizada no início do 

experimento. 

4.2.2.4 Caracterização da morfologia por Microscopia Eletrônica de Varredura com 

Emissão de Campo (MEV-FEG) 

A análise morfológica das nanopartículas de caseína contendo curcumina foi 

observada por microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo (MEV – 

FEG) com uma tensão de aceleração de 15Kv. Para esta análise, uma gota da 

dispersão das nanopartículas foi distribuída em um suporte metálico (stub). Após a 

secagem, a amostra foi metalizada com ouro coloidal sob vácuo. As micrografias 

foram realizadas com aumentos de 35 e 80 mil vezes 
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4.2.2.5 Caracterização por Espectroscopia na Região do Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FT-IR) 

 

Para este ensaio, as nanopartículas liofilizadas sem crioprotetor foram 

preparadas em pastilhas de KBr. A razão de escaneamento usada foi de 400 a 

4000cm-1 com 64 scans e a resolução foi de 4cm-1. Os espectros das nanopartículas 

de caseína contendo curcumina foram analisados e comparados frente aos espectros 

obtidos da caseína, da curcumina, de uma mistura física caseína e curcumina e das 

nanopartículas de caseína vazias. 

 

4.2.2.6 Caracterização por Difração de Raios X (DRX) 

 

As medidas de DRX foram realizadas utilizando radiação Cu Kα em 

comprimento de onda de 1,54Å à temperatura ambiente. A tensão e a corrente 

aplicada foram de 40kV e 30mA, respectivamente. As amostras foram acondicionadas 

em um suporte de amostras e digitalizados entre 5 e 70⁰ em um ângulo de 2θ. Os 

difratogramas das nanopartículas de caseína contendo curcumina foram analisados e 

comparados frente aos difratogramas obtidos da caseína, da curcumina, de uma 

mistura física caseína e curcumina e das nanopartículas de caseína vazias. 

 

4.2.3 Avaliação da estabilidade de armazenamento das nanopartículas  

 

Após a obtenção das nanopartículas de caseína contendo curcumina, as 

mesmas foram ressuspensas em água ultrapura e armazenadas à temperatura de 

25°C e 8°C para se avaliar a estabilidade físico-química em relação ao DM, IPD e PZ 

em intervalos de 7, 15 e 30 dias. 

A cada intervalo de tempo citado, foram retiradas alíquotas de cada amostra 

armazenada para analisar os parâmetros descritos anteriormente, sendo que essa 

análise foi realizada em triplicata. 

Também foi avaliada a estabilidade das nanopartículas de caseína contendo 

curcumina após o processo de liofilização, ou seja, na forma de pó. As amostras 

liofilizadas foram analisadas no tempo 0 e em intervalos de 30 dias, tendo sido 

avaliado até o período de 150 dias. Nesses intervalos, foram retiradas alíquotas do pó 

armazenado para se avaliar o DM, IPD e PZ das nanopartículas. 
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4.2.4 Determinação do perfil de liberação e estabilidade das nanopartículas em Fluido 

Gástrico (FGS) e Fluido Intestinal Simulado (FIS) 

 

Por meio desse ensaio foi possível avaliar a estabilidade e o perfil de liberação 

da curcumina encapsulada nas nanopartículas obtidas nos fluidos gástrico (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 adição das enzimas pepsina e pancreatina 

para FGS e FIS, respectivamente.  

Uma alíquota de nanopartículas em suspensão que contivesse 100μg de 

curcumina encapsulada foi diluída para 1mL de solução final de FGS (pH1,2), em 

triplicata. Essas suspensões foram mantidas em incubadora de bancada com agitação 

orbital sob as condições de 37°C, 150rpm, e, em intervalos de tempo determinados 

(30 minutos; 1; 2; 3; 4; 5 e 6 horas), foram retiradas da agitação para ultracentrifugação 

por 30minutos, 17000rpm e 4°C. Os precipitados restantes após a ultracentrifugações 

foram ressuspensos em 1mL do fluido utilizado, sendo que, até o tempo de 2h se 

utilizou o FGS e após 2h as suspensões de nanopartículas foram ressuspensas com 

FIS (pH6,8) por mais 4h. 

Os sobrenadantes resultantes das ultracentrifugações foram armazenados 

para quantificar a curcumina liberada no fluído em cada tempo determinado. Para se 

obter o perfil de liberação, os sobrenadantes armazenados em cada intervalo de 

tempo, foram filtrados em filtro de 0,22μm e analisados pelo método CLAE para 

quantificar a concentração de curcumina liberada durante o tempo analisado, sendo o 

resultado expresso considerando o DP. 

 

4.2.5 Avaliação biológica das nanopartículas 

 

4.2.5.1 Avaliação da atividade citotóxica in vitro das nanopartículas sobre hemácias 

 

4.2.5.1.1 Preparação das hemácias 

 

As hemácias utilizadas neste ensaio, foram obtidas por meio do sangue total 

coletado de um indivíduo voluntário saudável. A abordagem ao participante foi 

efetuada no Campus CEDETEG – Guarapuava, Paraná. A coleta foi efetuada por 
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punção venosa periférica de acordo com as normas de biossegurança (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLÍNICA/MEDICINA LABORATORIAL, 2010), na 

Farmácia Escola da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO). Foram 

coletados 5mL de sangue total que foi colocado em tubo de vidro contendo 10μL de 

heparina, homogeneizado e então centrifugado (5min e 1200g). Foram retirados por 

aspiração o plasma e a camada de leucócitos. Em seguida, a suspensão de hemácias 

foi lavada com solução gelada de tampão PBS 10mM, pH7,4 por três vezes, sendo 

então finalmente ressuspensas em PBS 10mM, pH7,4 para se atingir um volume 

globular final de 3% (KHATIK et al., 2016) e o presente ensaio possui parecer 

favorável do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos (COMEP) da 

UNICENTRO n° 113.217 conforme Anexo 1. 

 

4.2.5.1.2 Avaliação da atividade citotóxica sobre hemácias 

 

Uma concentração de 50μg/mL de curcumina presente nas nanopartículas de 

caseína contendo curcumina e de curcumina livre solubilizada tanto em etanol, quanto 

em PBS 10mM, pH7,4, assim como os controles de tampão, etanol e hemólise 

completa, além das nanopartículas de caseína vazias, foram incubadas nos tempos 

de 24, 48 e 72h com a solução de hemácias 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 modificações, sob homogeneização constante. O ensaio foi 

finalizado pela centrifugação das soluções (3min, 4ºC, 2500rpm). O conteúdo de 

hemoglobina liberado devido à ação citotóxica das soluções avaliadas, foi 

determinado por meio do sobrenadante transferido para microplaca através da 

absorbância em espectrofotômetro (λ=540 nm). 

 

4.2.5.2 Avaliação da atividade citotóxica in vitro das nanopartículas sobre células 

normais utilizando células Vero e avaliação da atividade antitumoral in vitro sobre a 

linhagem celular tumoral de adenocarcinoma do colo do útero humano (HeLa)  

4.2.5.2.1 Cultura celular 

 

As células Vero (epitélio renal do macaco verde africano) e HeLa 

(adenocarcinoma do colo do útero 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 CO2.  

 

4.2.5.2.2 Avaliação das atividades citotóxica e antitumoral 

 

A citotoxicidade e a atividade antitumoral das nanopartículas de caseína 

contendo curcumina, das nanopartículas de caseína vazias e da curcumina livre, 

foram avaliadas frente às células Vero e HeLa, respectivamente, utilizando o ensaio 

de viabilidade celular por meio do teste colorimétrico de redução de (3 - [4,5-dimetil-

2-il] -2,5-brometo de difenil tetrazólio) (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 

é determinada espectroscopicamente após a solubilização em Dimetilsulfóxido 

(DMSO) (GRELA et al., 2018). As linhagens de células (Vero/HeLa) foram plaqueadas 

a uma densidade de 5 x 105 células/mL em uma placa de cultura de células de 96 

poços durante 24h a 37°C, sob uma atmosfera com 5% de CO2. Em seguida, as 

nanopartículas de caseína contendo curcumina, as nanopartículas de caseína vazias 

e a curcumina livre, foram adicionadas em concentrações crescentes (3,9 - 250μg/mL) 

por 72h. Após o tratamento, as células foram incubadas na presença de MTT 

(2mg/mL) durante 4h a 37°C. O sobrenadante foi removido, sendo adicionado DMSO, 

e com a completa solubilização dos cristais de formazan, a leitura da absorbância foi 

realizada a λ=570nm em um espectrofotômetro de microplacas (Power Wave XS - 

Bio-Tek). A porcentagem que inibiu a absorbância de 50% em relação ao controle 

(CC50 ou IC50) foi determinada por um gráfico relacionado com a concentração das 

amostras avaliadas. 

 

4.2.5.3 Atividade antifúngica in vitro em C. albicans 

 

A determinação da atividade antifúngica das nanopartículas foi realizada 

conforme o documento M27-A2 (2002) do Clinical and Laboratory Satandards Institute 

(CLSI, 2008), com modificações, utilizando a cepa de Candida albicans 0546 

VitroidsTM cultivada em ágar Saboraud-dextrose. 

Para a preparação do inóculo, a cepa de C. albicans foi incubada por 24h antes 

do ensaio, em ágar Sabouraud-dextrose. Uma suspensão de células foi preparada em 
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3mL de solução salina estéril 0,85%. A densidade celular foi ajustada em 

espectrofotômetro a 530nm até obter uma absorbância entre 0,08 e 0,1.  A suspensão 

do inóculo foi diluída em meio RPMI-1640, nas concentrações de 1:50 e 1:20. 

Neste ensaio foram avaliadas as nanopartículas de caseína contendo 

curcumina, as nanopartículas de caseína vazias e a curcumina livre nas 

concentrações de 15, 30 e 45µg/mL. Tanto as nanopartículas, quanto a curcumina 

livre foram diluídas previamente em meio RPMI-1640 até atingirem a concentração 

desejada.  

Um volume de 100µL das soluções das nanopartículas de caseína contendo 

curcumina, das nanopartículas de caseína vazia e da curcumina livre foram 

adicionadas aos poços da microplaca, além do inóculo diluído em RPMI-1640 até um 

volume final de 200µL. O ensaio foi realizado em triplicata, e a microplaca incubada a 

35ºC por 24h. 

Também foram incluídos no ensaio o controle positivo (100µL RPMI-1640 + 

100µL do inóculo), controle negativo (200µL de RPMI-1640) e o controle dos solventes 

(100µL de etanol/ água e do 100µL inóculo). 

A eficácia in vitro dos compostos foi verificada pela concentração inibitória 

mínima (CIM) por meio da observação visual do crescimento fúngico após 24 horas 

de semeadura em Ágar Sabouraud Dextrose e a realização da contagem das UFC/mL 

das concentrações testadas. 

 

4.2.6 Análise estatística  

 

Os resultados obtidos dos ensaios experimentais realizados em triplicata ou 

quadriplicata foram expressos em média e desvio padrão (±DP). Estes dados foram 

analisados estatisticamente por meio de Análise de Variância (ANOVA), para se 

determinar as diferenças estatísticas entre amostras por meio do programa estatístico 

Origin versão 8. O nível de significância estatística adotado foi de 5% (p < 0,05). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTÍCULAS 

5.1.1 Obtenção das Nanopartículas 

  

Visando a otimização e reprodutibilidade no desenvolvimento do sistema 

nanoestruturado, a formulação pretendida foi testada quanto a algumas variáveis, 

como descrito a seguir.  

Devido à instabilidade da caseína em água, foram testadas além da água, 

outras soluções aquosas, como tampão fosfato pH6,0 (10mM) e água contendo a 

lisina como agente estabilizante, para melhorar a solubilização e estabilidade deste 

polímero. Além disso, também foram testadas diferentes proporções na quantidade 

de polímero/composto e de água/etanol e o uso de dois tipos de agentes reticuladores, 

glutaraldeído e cloreto de cálcio, em diferentes quantidades e concentrações. 

Também foi realizado estudo de tempo de incubação para o processo de obtenção 

das nanopartículas. 

 As Tabelas do Apêndice 1, mostram as variações experimentais realizadas na 

formulação de nanopartículas de caseína vazias, na formulação das nanopartículas 

de caseína contendo curcumina e o estudo de tempo de incubação, respectivamente. 

No presente estudo, se optou por utilizar a formulação representada pela sigla CC37 

na tabela B do apêndice 1, a qual apresentou os melhores resultados em relação ao 

diâmetro médio e ao índice de polidispersão, considerando o tempo total de 

preparação das nanopartículas, bem como o volume de solvente orgânico e do agente 

reticulador utilizado para a obtenção de um sistema estável e reprodutível. 

 O tempo total de preparo das nanopartículas em quadriplicata foi de 

aproximadamente 5h, sendo utilizado um volume de 8mL de etanol como não 

solvente, que foi vagarosamente adicionado a fase aquosa, em uma razão padrão de 

1 mL/min, sendo suficiente para permitir a opalescência do sistema. Também se optou 

pelo uso do glutaraldeído 8% como agente reticulador, que foi acrescentado à solução 

de forma gradativa, ou seja, o volume total de 30μL foi aliquotado em 3 vezes, sendo 

adicionado 10μL a cada 10 segundos, para permitir a máxima condensação entre o 

glutaraldeído e os resíduos de aminoácidos presentes na caseína.  
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 A metodologia utilizada para a obtenção de sistemas nanoestruturados foi 

estabelecida a partir das características do polímero e do composto a ser 

encapsulado. No presente estudo, o processo de dessolvatação foi utilizado como 

método para a obtenção das nanopartículas de caseína contendo curcumina, já 

descrito na literatura como método utilizado para encapsular compostos com 

característica hidrofóbica, assim como a curcumina (WEBER; KREUTER; LANGER, 

2000; TENG et al. 2012; TENG et al., 2014).  

 Esse método se baseia na diferença de solubilidade da caseína, que é solúvel 

em água e insolúvel em etanol, usada nesse estudo como agente dessolvatador. 

Assim, quando o etanol é adicionado à solução aquosa de caseína, diminui sua 

solubilidade em água e se formam agregados de caseína que tornam a solução turva 

(ELZOGHBY; EL-FOTOH; ELGINDY, 2011). Esse dessolvatado apresenta interações 

químicas fracas, sendo, necessária a adição de um agente reticulador ao sistema, 

como por exemplo o glutaraldeído, que promoverá as interações químicas, 

aumentando a estabilidade do sistema (KRATZ, 2008, 2014; ROHIWAL et al., 2015). 

 Comparativamente aos estudos que obtém nanopartículas por métodos, cuja a 

quantidade de solventes orgânicos tóxicos é alta, a metodologia de dessolvatação, 

utiliza menor quantidade de solvente orgânico, que também é removido no processo 

de lavagem das nanopartículas por interagir com a água, possibilitando menor 

toxicidade do sistema (WEBER; KREUTER; LANGER, 2000).  

 Em relação ao agente reticulador utilizado, embora o glutaraldeído apresente 

elevada toxicidade, sua condensação com os resíduos de aminoácidos reduzem a 

toxicidade do mesmo (ROHIWAL et al., 2015). Além disso, a concentração final de 

glutaraldeído utilizada neste experimento foi pequena em relação ao que se observa 

na literatura, e o volume excedente de glutaraldeído não utilizado no processo de 

reticulação foi removido durante o processo de lavagem das nanopartículas, 

reduzindo também a toxicidade.  

 

5.1.2 Liofilização das nanopartículas 

 

 Para liofilização das nanopartículas de caseína contendo curcumina foi 

utilizada solução crioprotetora de sacarose em uma concentração de 15%, na qual se 

obteve o pó de nanopartículas com aspecto físico mais homogêneo, além de 
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apresentar coloração laranja. Os resultados referentes aos testes com o crioprotetor 

estão descritos no Apêndice 1.  

 As nanopartículas de caseína contendo curcumina liofilizadas não 

apresentaram diferença significativa (p=0,096) em seu diâmetro médio, o índice de 

polidispersão (p=0,123) e potencial Zeta (p=0,461) comparadas às nanopartículas em 

suspensão (Tabela 2), indicando que a liofilização pode ser uma promissora forma de 

armazenamento das formulações.  

 A liofilização é um processo de sublimação no qual a água ou outro solvente 

passa diretamente do estado sólido para o estado gasoso, sob condições de baixa 

pressão (vácuo) e baixa temperatura, sem ter que passar pelo estado líquido. O 

resultado permite obter um produto estável, em que a maior parte da estrutura é 

conservada sendo possível o seu posterior armazenamento à temperatura e pressão 

ambientes (EZHILARASI et al., 2013; LAVAKUMAR, 2013). 

 Os crioprotetores conferem proteção durante o congelamento para as 

nanopartículas, e, são adicionados às suspensões coloidais antes da liofilização para 

amenizar o estresse nas partículas durante o processo de congelamento. Dentre os 

crioprotetores mais comuns citados na literatura estão os açúcares, tais como glucose 

(KONAN; GURNY; ALLÉMANN, 2002) e sacarose (HIRSJÄRVI; PELTONEN; 

HIRVONEN, 2009) que são utilizados para melhorar a qualidade dos parâmetros dos 

pós liofilizados. 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

 

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes ao diâmetro médio, índice de 

polidispersão, potencial Zeta e a eficiência de encapsulação da formulação definida 

das nanopartículas de caseína contendo curcumina e das nanopartículas de caseína 

vazias, ambas em suspensão e liofilizadas.  

O tamanho, sua distribuição e a carga superficial da partícula são parâmetros 

que determinam não só a estabilidade física das nanopartículas como também, seu 

destino após administração, sua interação com a membrana biológica, a penetração 

do composto através das barreiras fisiológicas, sua permanência na corrente 

sanguínea e sua subsequente liberação (FENG, 2004; WU; ZHANG; WATANABE, 

2011).  
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Tabela 2 - Caracterização físico-química das nanopartículas de caseína contendo curcumina e das  
    nanopartículas de caseína vazias (n=4) 

Formulação Diâmetro 
Médio (nm) 

Índice de 
Polidispersão (IPD) 

Potencial 
Zeta (mV) 

Eficiência de 
Encapsulação (%EE) 

Nps CC 167,8 ± 25,4 0,33 ± 0,02 -26,4 ± 2,5 70 ± 0,8 
Nps Cv 179,4 ± 51,3 0,42 ± 0,10 -28,8 ± 2,4 - 
Nps CCl 232,7 ± 25,7 0,33 ± 0,02 -28,3 ± 1,8 - 
Nps Cvl 208,3 ± 10,5 0,35 ± 0,01 -25,2 ± 4,9 - 

p 0,096 0,123 0,461 - 

FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: Nps (Nanopartículas); CC (caseína e curcumina); Cv (caseína vazias); CCl (caseína e 
curcumina liofilizadas); Cvl (caseína vazias liofilizadas); nm (nanômetros); mV (milivolts); % 
(percentual); p (ANOVA). 
 

 

5.2.1 Diâmetro Médio (DM) e Índice de Polidispersão (IPD) 

 

O diâmetro médio das nanopartículas de caseína contendo curcumina em 

suspensão foi de 167,8 ± 25,4nm, sendo que as liofilizadas apresentaram diâmetro 

médio de 232,7 ± 25,7nm (Tabela 2). Para as nanopartículas serem utilizadas como 

carreadores de compostos, estas devem apresentar média de diâmetro entre 100 a 

1000nm (ELSADEK e KRATZ, 2012), no entanto, o tamanho da partícula pode variar 

de acordo com a aplicabilidade do sistema nanoestruturado. De acordo com Gupta e 

Kompella (2006), sistemas nanoestruturados com diâmetro entre 100 a 300nm, 

apresentam maior estabilidade por não serem facilmente sequestrados pelo sistema 

retículo endotelial.  

O índice de polidispersão das partículas está associado com a distribuição do 

tamanho das nanopartículas 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 distribuição de diâmetro, e valores de IPD superiores 

a 0,5 indicam uma ampla distribuição de diâmetro. A distribuição de diâmetro de 

partícula deve ser o mais estreito possível a fim de manter a homogeneidade e 

estabilidade do produto (CHO; HOLBACK; LIU, 2013). 

O diâmetro das partículas e a distribuição delas entre famílias são importantes 

propriedades para determinar a biocompatibilidade e a farmacocinética de 

nanopartículas utilizadas para a distribuição de fármacos e compostos (KIM et al, 

2011). Sendo assim, o perfil das nanopartículas obtidas no presente estudo estão 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 distribuição das partículas apresente 

característica bimodal (Figura 3), com a presença de duas famílias, compostas por 

18% das partículas com diâmetro entre 33,8 - 51,7nm e 82% das partículas entre 

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

 

Figura 3 - Distribuição de tamanho de uma amostra representativa de nanopartículas de caseína 
          contendo curcumina. Diâmetro médio de 204 nm e índice de polidispersão de 0,32 
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FONTE: O autor (2019). 
           LEGENDA: nm (nanomêmtros) 

 

 Considerando que a quantidade de solvente utilizado na obtenção das 

nanopartículas está diretamente relacionada com o tamanho das partículas, é 

importante ressaltar que a quantidade de etanol e sua taxa de gotejamento 

apresentam forte influência na média do diâmetro das partículas obtidas. Volumes de 

etanol superiores a 10mL podem resultar no aumento de tamanho médio e do índice 

de polidispersão, e a razão desse aumento varia com a velocidade de adição do etanol 

(KRATZ, 2008; KRATZ 2014).    

5.2.2 Potencial Zeta (PZ) 

A medida do potencial Zeta é uma técnica que caracteriza a força e a polaridade 

da dupla camada elétrica formada por conta do processo de nanoencapsulação, 

sendo um parâmetro usado em vários estudos para a avaliação da estabilidade 
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eletrostática de sistemas nanoparticulados (RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR; BAKERI, 

2012; LI; GE; WAG, 2017). 

No presente estudo, o valor do potencial Zeta encontrado após obtenção das 

nanopartículas de caseína contendo curcumina foi de -26,4 ± 2,5mV, sendo que após 

o processo de liofilização o valor foi de -28,3 ± 1,8mV (Tabela 2), sugerindo 

estabilidade física, com menor agregação entre as partículas, por estabilização 

eletrostática (RAHIMNEJAD, NAJAFPOUR, BAKERI, 2012). 

O valor do potencial Zeta indica que as forças de atração e repulsão permitem 

que as nanopartículas se agreguem ou não e, com isso, formem precipitados 

insolúveis ou não. Valores próximos de ± 30mV conferem ao sistema coloidal maior 

estabilidade. O sistema coloidal perde a estabilidade física quando os valores se 

afastam de ± 30mV, sendo esse parâmetro fortemente influenciado pelas variações 

de pH (GALISTEO-GONZÁLEZ, MOLINA-BOLÍVAR, 2014; WEI et al., 2014). 

Quanto aos valores serem negativos, isso pode ser explicado devido ao pH da 

formulação estar acima do pI (6,8) da caseína. Alguns estudos obtiveram resultados 

de potencial zeta similares ao presente estudo (PATEL et al., 2010; ZHANG et al., 

2014). Assim, é possível perceber que a caseína na formulação torna a carga 

superficial das nanopartículas negativa (PATEL et al., 2012). 

5.2.3 Eficiência de Encapsulação (EE) 

A avaliação  da EE pode ser obtida pelo método direto, onde a matriz polimérica 

é degradada e então se extrai o composto que foi encapsulado ou, pelo método 

indireto, onde o composto que não foi incorporado à matriz polimérica, presente no 

sobrenadante após a ultracentrifugação, é quantificado. Este é um parâmetro 

importante, especialmente para se estabelecer o volume de nanopartículas que será 

utilizado nos ensaios biológicos (WU; ZHANG; WATANABE, 2011; LINDNER et al., 

2015). 

A quantificação da curcumina foi realizada por CLAE, em triplicata, pelo método 

indireto, a partir da curva analítica da curcumina (Figura 4) que apresentou coeficiente 

de correlação (r2) de 0,99751. O valor do r² apresentado se encontra dentro do 

parâmetro mínimo estabelecido pela ANVISA (mínimo de 0,99) (ANVISA, 2003). Ainda 

foi aplicado o teste f de regressão que apresentou valor de 2372,03, considerando o f 

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

 

Figura 4 - Curva analítica de curcumina solubilizada em fase móvel (70:27,5:2,5, v/v/v) metanol, 
                      etanol e ácido acético 0,5%, fluxo 0,8 mL.min-1, cumprimento de onda λ= 417 nm, volume    
                      de injeção 60μL (Área do pico vs concentração μg/mL) (n=3) 

 
 

 
 

FONTE: O autor (2019). 

 

O resultado obtido da EE das nanopartículas de caseína 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 

nanopartículas contendo curcumina com eficiência de encapsulação com valores 

aproximados ao do presente estudo. 

A partir da comparação dos cromatogramas do padrão da curcumina 

(10μg/mL), avaliado por meio da curva analítica, com os sobrenadantes da 

nanopartículas de caseína contendo curcumina e das nanopartículas de caseína 

vazias, não se observou nenhum outro pico que interferisse no mesmo tempo de 

retenção da curcumina e que dificultasse sua quantificação (Figura 5). 
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Figura 5 - Cromatograma do padrão da curcumina, comparado ao sobrenadante de uma amostra das 
              nanopartículas de caseína contendo curcumina e de uma amostra das nanopartículas de  

                 caseína 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 polímero utilizado e da 

metodologia empregada. Valores de EE superiores a 80% são comumente 

encontrados em processos de obtenção de nanopartículas que utilizam polímeros 

sintéticos, como PLA e PLGA, pelo método de emulsificação e evaporação de 

solvente. No entanto, essa metodologia utiliza surfactantes e solventes orgânicos 

tóxicos na obtenção das nanopartículas e, além disso, os polímeros sintéticos 

agregam um alto custo ao processo de nanoencapsulação (KHALIL et al., 2013; 

LINDNER et al., 2015). 

 

5.2.4 Morfologia por Microscopia Eletrônica de Varredura com Emissão de Campo 

(MEV-FEG) 

 

A análise de MEV-FEG se faz necessária para a confirmação de diâmetro e 

morfologia das nanopartículas. Essa análise é de grande utilização por fornecer 

imagens de alta resolução das amostras (WU; ZHANG; WATANABE, 2011).  

As fotomicrografias das nanopartículas de caseína contendo curcumina 

apresentaram caraterística esférica e estão mostradas na Figura 6. 
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Figura 6 - Fotomicrografias das nanopartículas de caseína contendo curcumina observadas por  
                      MEV-FEG 

 
(A)                                                                    (B) 

FONTE: O autor (2019). 
                   LEGENDA: (A) Aumento de 35000x 
                                       (B) Aumento de 80000x 

 

As fotomicrografias realizadas por MEV-FEG mostram morfologia esférica 

regular das nanopartículas de caseína contendo curcumina, como pode ser observado 

na Figura 6(A), sugerem também a confirmação do resultado de tamanho obtido por 

DLS, com partículas com tamanho entre 65,61 e 91,29nm como mostra a Figura 6(B), 

caracterizando a obtenção de partículas de diâmetro reduzido. 

A confirmação do diâmetro reduzido e morfologia regular das partículas por 

meio de imagens compreende resultado de grande importância, já que a forma 

esférica é responsável pela facilitação da marginação, adesão e transmigração das 

partículas do endotélio vascular para os tecidos, devido a elevada superfície de 

contato (CHO; HOLBACK; LIU, 2013; CARBONI et al., 2014).  

 

 

5.2.5 Espectroscopia na Região do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-

IR) 

 

A técnica de FT-IR foi realizada para monitorar qualquer mudança estrutural 

relacionada aos grupos funcionais característicos, tanto nas nanopartículas quanto no 

composto livre. Os espectros na região do infravermelho da curcumina, caseína, 
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mistura física de caseína e curcumina, nanopartículas de caseína contendo curcumina 

e nanopartículas de caseína vazias, respectivamente, são mostradas na Figura 7 

 

Figura 7 - Espectros na região do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) das,  
                   nanopartículas de caseína vazias, nanopartículas de caseína contendo curcumina,  

                         mistura física de caseína e curcumina, caseína e curcumina livres 
 

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

0,0

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

A
b

s

cm
-1

 Nps-Vazias

 Nps-Carregadas

 Mistura Fisica

 Caseina

 Curcumina

 
FONTE: O autor (2019). 

                                              LEGENDA: Nps (Nanopartículas); Abs (Absorbância) 

 

Os espectros obtidos por meio da técnica FT-IR permitem caracterizar 

polímeros, fármacos, em função da detecção de grupos funcionais, assim como 

identificar a presença de interações moleculares que ocorrem entre os componentes 

utilizados durante o processo de obtenção das  nanopartículas pela comparação de 

deslocamentos, variações de intensidade, alargamento ou aparecimento de novas 

bandas que absorvem e transmitem energia em certa frequência, conforme a 

composição dos átomos envolvidos (SANGEETHA; PHILIP, 2012; HUANG et al., 

2013).    

Nas bandas características da curcumina se observa uma banda larga de 

deformação axial do grupo hidroxila presente na estrutura, na região entre 3584-3650 

cm-1, bandas de deformações axiais dos fenóis, que absorvem na região entre 1330-

1390 cm-1, e a deformação angular de O-H e axial de C-O entre 1180-1260 cm1, 
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respectivamente. Uma banda intensa desloca na região dos 1600 a 1700 cm-1, 

associada a uma banda de deformação axial C=O da cetona, pode ser observada, 

banda essa que varia de posição dependendo do tipo de grupamento. Também se 

observa que a banda larga entre 1580-1640 cm-1 pode ser descrita devido à 

característica da formação das ligações de hidrogênio intramoleculares estabilizadas 

pela ressonância das β dicetonas. Ainda é observado próximo de 1601 cm-1, pico 

referente a deformação axial de C=C das vibrações das duplas ligações carbono-

carbono do anel aromático, alongamento da ligação C-O e as vibrações aromáticas 

próximas a 3000 cm-1 (MANGOLIN et al., 2014; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 

2015; AKL, 2016). 

Os espectros na região do infravermelho para a caseína apresentam a 

absorção de deformação axial de O-H dos dímeros de ácidos carboxílicos não tão 

intensa próxima de 3000 cm-1. As bandas de deformação axial de C=O dos ácidos 

carboxílicos, presentes na composição dos aminoácidos proteicos, são 

consideravelmente mais intensas do que as bandas C=O das cetonas, absorvendo 

em aproximadamente 1760 cm-1. As amidas em estado sólido apresentam bandas 

próximas de 3400 cm-1 que provêm das deformações axiais assimétricas e simétricas 

de N-H. A absorção de C=O das amidas ocorre em comprimentos de onda superior 

ao observado para a carbonila normal devido o efeito de ressonância, apresentando-

se a banda de amida I em estado sólido em 1650 cm-1 (SANGEETHA; PHILIP, 2012; 

HUANG et al., 2013; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2015).  

Para as nanopartículas de caseína contendo curcumina, já não são mais 

observadas as bandas características da curcumina, e outras estariam sobrepostas 

às bandas da caseína. Embora ambos os compostos, curcumina e caseína, 

apresentarem coincidência com sobreposição de bandas e picos comuns aos dois 

compostos, é observada uma alteração no padrão do espectro obtido pela curcumina 

em relação à caseína e as nanopartículas de caseína contendo curcumina, 

corroborando com o trabalho de Mangolin e colaboradores (2014).  

Com base nos resultados obtidos, é possível sugerir que o método utilizado 

para obtenção das nanopartículas não causou alterações ou mudanças nos grupos 

funcionais característicos dos componentes utilizados, já que não se observou 

presença de bandas que indicassem o contrário. 
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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 obtenção desses sistemas 

(BUNJES; UNRUH, 2007; DHIRENDRA et al., 2009).  

A Figura 8 mostra os difratogramas da curcumina, caseína, mistura física de 

caseína e curcumina, nanopartículas de caseína vazias e nanopartículas de caseína 

contendo curcumina, respectivamente.  

 

Figura 8 - Difratogramas das nanopartículas de caseína contendo curcumina, nanopartículas de  
                      caseína vazias, mistura física de caseína e curcumina, caseína e curcumina livres 

 

            

FONTE: O autor (2019). 

 

O perfil de DRX da curcumina apresenta uma série de picos agudos de 10º a 

30º, os quais se destacam os picos acentuados em 8,78° e 17,16°, evidenciando a 

característica 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 solução 

aquosa (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008).  
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Os atributos de solubilidade e estabilidade são fortemente influenciados pelas 

características de cristalinidade ou amorfização que as partículas sólidas apresentam 

(DHIRENDRA et al., 2009). O estado cristalino do composto é um dos parâmetros que 

influencia altamente a estabilidade, solubilidade, dissolução e eficácia do mesmo (WU; 

ZHANG; WATANABE, 2011). 

A característica cristalina de compostos sólidos é representada pela 

estruturação de suas moléculas seguindo uma ordem definida, a qual se repete ao 

longo da partícula, sendo o ponto de fusão, importante propriedade dos compostos 

cristalinos, representado pela temperatura de desestruturação da rede cristalina. 

Diferentemente, os compostos amorfos apresentam sua molécula distribuída de forma 

aleatória, sendo que não apresentam ponto de fusão definido pela inexistência de rede 

cristalina (YU, 2001). 

Com relação aos difratogramas obtidos da caseína, observou-se que ela 

apresentou característica amorfa, típico deste tipo de proteína (PATEL et al., 2013). 

A caseína é uma proteína natural, que apresenta, além das propriedades de 

biocompatibilidade e biodegradabilidade requeridas, segurança, atoxicidade, elevada 

solubilidade em água, vários sítios de ligação à compostos hidrofóbicos e 

farmacocinética favorável (ELZOGHBY; EL-FOTOH; ELGINDY, 2001). O uso de 

biopolímero protéicos para a nanoencapsulação da curcumina foi citada no estudo de 

Tapal e Tiku (2012), que descreve que a interação entre a curcumina e as proteínas 

se dá pela ligação da curcumina nas regiões apolares da proteína por meio de 

interações hidrofóbicas, tornando o sistema hidrossolúvel.  

O sistema nanoestruturado obtido deve assumir a característica amorfa comum 

ao polímero. Compostos que assumem características amorfas apresentam maior 

solubilidade em solventes aquosos, no entanto, essa característica confere aos 

compostos maior instabilidade termodinâmica, podendo afetar o processo de 

armazenamento (HANCOCK; ZOGRAFI, 1997; KANAUJIA et al., 2015). 

Analisando a mistura física de caseína e curcumina, percebe-se um padrão de 

cristalinidade nos difratogramas, ou seja, a simples mistura dos compostos não é 

capaz de desempenhar o processo de encapsulamento e amorfizar o sistema. 

Nos difratogramas obtidos a partir das nanopartículas de caseína vazias e das 

nanopartículas de caseína contendo curcumina, é observada ausência dos picos 

característicos de cristalinidade apresentados pela curcumina, sugerindo que houve 
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interação da curcumina com a caseína e a amorfização deste sistema 

nanoestruturado. 

Embora o estado amorfo seja termodinamicamente instável, o mesmo confere 

um incremento na solubilidade de compostos, pois a ausência dos cristais tri-

dimensionais presentes na superfície do estado cristalino, pode ser responsável pela 

grande chance do aumento de interação entre a superfície dos compostos e o 

solvente, devido à ampliação da área de superfície (KANAUJIA et al., 2015). 

A alteração na característica de solubilidade da curcumina faz parte dos 

objetivos deste estudo, uma vez que a baixa solubilidade em soluções aquosas e a 

manutenção das atividades terapêuticas da curcumina em meio fisiológico são 

desafios a serem superados (ANAND et al., 2008; MANGOLIN et al., 2014). 

 

5.3 ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO DAS NANOPARTÍCULAS  

 

Os resultados em relação à estabilidade das nanopartículas de caseína 

contendo curcumina ressuspensas em água foram obtidos submetendo-as ao ensaio 

de estabilidade por um período de 30 dias, e mantidas sob duas condições diferentes 

de armazenamento, sendo temperaturas de 25°C e 8°C. Os parâmetros avaliados 

foram: diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial Zeta. 

Em suspensão, foi observado que os parâmetros avaliados nas nanopartículas 

de caseína contendo curcumina se mantêm apenas na temperatura de 8°C, sendo 

que nas condições de temperatura de 25°C, as amostras apresentaram diferenças 

significativas (p>0,05) a partir do 15ª dia, indicando a agregação das partículas, 

demonstrando uma perda de estabilidade nessas condições.  

No processo de suspensão supersaturada, a amostra permanece na solução 

em que foi obtida. No entanto, com esse processo pode-se observar precipitação, 

aglomeração, cristalização ou até mesmo reações químicas (WU; ZHANG; 

WATANABE, 2011). 

Em geral, suspensões de sistemas coloidais, como as nanopartículas não 

costumam separar fases durante alguns meses após sua obtenção, pois o processo 

de sedimentação é desacelerado para partículas nanométricas pelo movimento 

Browniano. Porém, após algum tempo é possível as partículas começarem a se 

aglomerar, levando à formação de precipitados insolúveis (ALCANZARE et al., 2017). 
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Desse modo, dificuldades relacionadas à estabilidade físico-química das 

nanopartículas podem ser diminuídas ou mesmo evitadas por meio da utilização da 

liofilização desses sistemas nanoestruturados em suspensão (KESENCI et al., 2001).  

Quanto às nanopartículas de caseína contendo curcumina liofilizadas, ou seja, 

na forma de pó, sua estabilidade foi analisada também sob duas condições diferentes 

de temperaturas de armazenamento, sendo elas, 25°C e 8°C, com análises realizadas 

a cada 30 dias pelo período de 150 dias. 

Observando os resultados obtidos referentes às nanopartículas de caseína 

contendo curcumina liofilizadas, com base no DM, IPD e PZ foi possível observar que 

as nanopartículas liofilizadas armazenadas tanto à temperatura de 25°C quanto à 8°C 

apresentam uma estabilidade maior do que em suspensão, pois foi nessa condição 

de armazenamento que as nanopartículas se mantiveram estáveis todos os 

parâmetros avaliados, sob as duas diferentes condições de temperatura. 

Houve diferenças significativas (p<0,05) quando analisados estatisticamente, 

nos parâmetros do DM e IPD, a partir do 60º dia. Porém, apesar dessas diferenças, 

não houve valores que indicassem alguma alteração em nenhum desses parâmetros 

que descaracterizassem a estabilidade, ou valores que indicassem agregação das 

nanopartículas. 

 Portanto, para fins de acondicionamento no presente estudo, optou-se por 

manter as nanopartículas de caseína contendo curcumina em solução na temperatura 

de refrigeração (8°C) com água ultrapura e em forma de pó, por meio do processo de 

liofilização, para manter suas características físico-químicas e evitar contaminação 

fúngica ou bacteriana. 

 

5.4 PERFIL DE LIBERAÇÃO E ESTABILIDADE DAS NANOPARTÍCULAS EM 

FLUIDO GÁSTRICO (FGS) E FLUIDO INTESTINAL SIMULADO (FIS) 

 

A Figura 9 mostra o perfil de liberação da curcumina encapsulada pelas 

nanopartículas de caseína em FGS e FIS, em função do tempo. Foi demonstrado que 

as nanopartículas de caseína contendo curcumina resistiram às variações de pH, 

sendo que a liberação 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 liberação da curcumina de 5,39% de, demostrando perfil lento de liberação. 
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Figura 9 - Perfil de liberação das nanopartículas de caseína contendo curcumina no FGS (pH=1,2) 
                   por 2h, e após, no FIS (pH=6,8) por 4h, à 37 ºC e 150 Rpm. Resultados expressos em  
                   média e DP (n=3) 
 

 

FONTE: O autor (2019) 

 

No entanto, após esse período, e mesmo após a alteração de meio gástrico 

para intestinal (pH=6,8), a quantidade de curcumina liberada se manteve constante, 

até completar o tempo da análise. Com base nesses resultados, é possível afirmar a 

estabilidade das nanopartículas de caseína contendo curcumina mesmo em 

alterações 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 à via de administração dessas nanopartículas, permitindo um aumento na 

biodisponibilidade da curcumina. 

Muitos fatores podem influenciar no processo de liberação, como a 

solubilidade, dessorção e difusão do composto assim como a biodegradação dos 

componentes da matriz das nanopartículas. A taxa de liberação também pode ser 

afetada por interações químicas entre o composto e os componentes da formulação 

(SINGH; LILLARD, 2009; WEI et al., 2014; FARES; SALEM, 2015). Desta forma, a 

escolha dos componentes da formulação vai influenciar diretamente no processo de 

liberação. 
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5.5 AVALIAÇÃO BIOLÓGICA DAS NANOPARTÍCULAS 

 

5.5.1 Atividade citotóxica in vitro sobre hemácias 

 

A curcumina, embora seja um composto fenólico com variadas atividades 

biológicas (SHARMA; GESCHER; STEWARD, 2005; YALLAPU et al., 2014), em 

doses elevadas (superiores a 25 μg/mL) pode apresentar toxicidade por atividade pró-

oxidativa (SCHERSTUHL et al., 2009; PEDROSO et al., 2013; KHATIK et al., 2016). 

Portanto, este ensaio avaliou a capacidade de proteção que a curcumina 

nanoencapsulada confere às hemácias frente ao processo hemolítico induzido por 

elevadas doses de curcumina. O resultado do ensaio de hemólise pode ser 

visualizado nas Figuras 10 e 11.  

 

Figura 10 - Perfil de hemólise de uma solução de hemácias 3% tratadas com curcumina livre  
            solubilizada em PBS 10 mM, pH 7,4 e em etanol, nanopartículas de caseína  

                   contendo curcumina e nanopartículas de caseína vazias, nos tempos de 24, 48 e  
                          72h, sob agitação em 150rpm e 37°C (n=3) 
 

 

 
 

FONTE: O autor (2019). 

LEGENDA: A – Controle 100% hemólise; B - Controle de tampão; C - Controle de Etanol; D - 

Curcumina em Tampão; E - Curcumina em Etanol; F - Nanopartículas carregadas; G -Nanopartículas 

vazias. 1,2,3 – 24h; 5,6,7 – 48h; 9,10,11 – 72h. 

 

Na Figura 10 se observa a presença de hemólise, ocorrida quando a solução 

de hemácias (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 concentração de 50μg/mL. 

Observou-se a aparente ausência de hemólise quando a solução de hemácias 

foi tratada com a mesma concentração de curcumina presente nas nanopartículas de 

caseína contendo curcumina (linha F), e com as nanopartículas de caseína vazias 

(linha G) na mesma proporção. Ainda, não foi observada hemólise aparente por parte 

dos solventes utilizados na preparação do sistema nanoestruturado, demonstrados 

nas linhas B e C pelos controles de tampão e etanol, respectivamente. Isso mostra 

que o processo de nanoencapsulação protegeu as hemácias da toxicidade da 

curcumina, mesmo em uma alta concentração. 

Quando as amostras ilustradas nos poços da microplaca (Figura 10) foram 

mensuradas espectrofotometricamente à λ=540nm, obteve-se a absorbância 

correspondente à quantidade de hemoglobina liberada pela atividade citotóxica dos 

compostos utilizados neste ensaio (Figura 11).  

 

Figura 11 - Citotoxidade sobre um modelo de hemácias (3%), da curcumina livre (50 μg/mL), quando 
  comparada às nanopartículas de caseína contendo curcumina (50 μg/mL) e as  

    nanopartículas de caseína vazias, representada em absorbância (λ=540 nm) de   
             hemoglobina em 24, 48 e 72h. Os resultados são apresentados em média e DP (n=3) 

 

 
 

FONTE: O autor (2019). 
 

Observa-se que a hemólise causada pelas nanopartículas de caseína contendo 

curcumina é proporcional aos tempos avaliados neste ensaio, sendo que em todos os 
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tempos ocorreu hemólise semelhante aos controles. Comparativamente quando as 

hemácias foram incubadas com a curcumina livre sob as duas condições, observou-

se hemólise já nas primeiras 24h de ensaio (Figura 11). 

Uma vez que o perfil de liberação da curcumina a partir das nanopartículas se 

dá de forma baixa em relação ao tempo (item 5.4), considera-se sua utilização segura 

em relação às células normais, representadas pelas hemácias nesse ensaio, quando 

comparadas a curcumina livre. 

Sendo assim, se evidencia a importância de que os 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 adesão por parte 

dos pacientes, o que prejudica a terapia antitumoral. 

 

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

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

 

No momento que se define o uso de sistemas nanoestruturados como 

carreador de compostos para o tratamento do câncer, é importante que estes 

apresentem efetividade sobre células tumorais e pouca toxicidade sobre células 

normais, uma vez que a promoção da adesão ao tratamento terapêutico é necessária 

(MARTIN, SILVA, 2011; WHO, 2015; MOUKAYED; GRANT, 2017). 

Os fármacos disponíveis para o tratamento quimioterápico não apresentam 

especificidades suficiente para atingir apenas as células com crescimento neoplásico, 

apresentando elevada toxicidade sobre células normais, com ciclo celular rápido. 

Estas especificidades causam problemas aos pacientes, como a perda dos cabelos 

(SEGAERT; VAN CUTSEM, 2005), alterações hormonais (ANDERSON; THEMMEN; 

AL–QAHTANI, 2006) e neurotoxicidade (MARTIN; SILVA, 2011) que são fatores que 

limitam a adesão dos pacientes, prejudicando significativamente o tratamento. 

A citotoxidade sobre as células saudáveis das nanopartículas de caseína 

contendo curcumina foi avaliada por meio de um modelo celular in vitro frente a 

linhagem de células Vero, que são derivadas do epitélio renal do macaco verde 

africano. Este é um dos modelos in vitro mais utilizados para prever a toxicidade nos 

rins, considerando a elevada nefrotoxicidade que o tratamento quimioterápico 

proporciona sobre as células renais. 
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Os resultados de toxicidade celular obtidos para as nanopartículas de caseína 

contendo curcumina, nanopartículas de caseína vazias e curcumina livre sobre a 

linhagem de células Vero são apresentados na Tabela 3 e são 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, os autores descreveram 

maior biocompatibilidade em relação às células Vero para as nanopartículas 

carregadas com curcumina. 

 

Tabela 3 - Valores CC50 de curcumina livre, das nanopartículas de caseína contendo curcumina e  
                 das nanopartículas de caseína vazias sobre células Vero às 72h. Valores IC50 de    
                 curcumina livre, das nanopartículas de caseína contendo curcumina e das nanopartículas   
                 de caseína vazias em linhagem de células HeLa às 72h  

 

Linhagem celular Curcumina livre 

CC50 (µg/mL) 

Nps carregadas 

CC50 (µg/mL) 

Nps vazias 

CC50 (µg/mL) 
Vero 12,54 ± 1,70 > 250 > 250 

 Curcumina livre 

IC50 (µg/mL) 

Nps carregadas 

IC50 (µg/mL) 

Nps vazias 

IC50 (µg/mL) 
HeLa 5,03 ± 0,24 38,04 ± 2,62 > 250 

FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: CC50 – concentração necessária para viabilizar a toxicidade de 50% das células saudáveis; 
IC50 – concentração necessária para inibir o crescimento de 50% das células tumorais. 
 

Ao ser analisado o efeito da curcumina livre sobre células Vero, observou-se 

que na concentração de 12,54 ± 1,70µg/mL esse composto apresentou citoxicidade 

em 50% das células, quando se comparou esse efeito utilizando as nanopartículas de 

caseína contendo curcumina e as nanopartículas de caseína vazias. Essas somente 

apresentaram toxicidade em 50% das células Vero em uma concentração >250µg/mL, 

que foi a concentração máxima utilizada neste ensaio, demostrando que o processo 

de nanoencapsulação da curcumina em nanopartículas de caseína, que é uma 

proteína biocompatível, protegeu as células saudáveis da toxicidade relatada na 

literatura para a curcumina. 

O potencial terapêutico da curcumina como um agente antitumoral tem sido 

amplamente discutido na literatura. Recentemente, vários estudos têm reportado que 

a curcumina apresenta perfis distintos, conforme o tecido celular e a concentração 

deste composto. A curcumina apresenta atividade sobre um grande número de alvos 

moleculares envolvidos na mutação e promoção dos tumores (ANAND et al., 2008 e 

GOEL, KUNNUMAKKARA, AGARWAL, 2008). Por conta disso, inúmeros são os 

modelos tumorais sobre os quais a curcumina tem sido testada, tanto sobre a forma 
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de sistemas coloidais, nanoestruturados ou não, sendo modelos de tumores mamários 

(BERGER, BÜSCHLER, MUNA, 2012), prostáticos (NARAYANAN et al., 2009; 

YALLAPU et al., 2014) renais (OKAZAKI et al., 2005), entre outros. 

No presente estudo foi utilizada uma linhagem específica para a avaliação da 

atividade antitumoral das nanopartículas de caseína contendo curcumina e das 

nanopartículas de caseína vazias comparadas a curcumina livre. Os resultados estão 

demonstrados na Tabela 3. 

Foi observado que a curcumina livre em uma concentração de 5,03 ± 

0,24µg/mL foi capaz de inibir o crescimento de 50% das células HeLa. Em relação às 

nanopartículas de caseína contendo curcumina, observou-se que foi necessária uma 

concentração de 38,04 ± 2,62µg/mL para causar a inibição do crescimento de 50% 

das células HeLa. Já as nanopartículas de caseína vazias, somente apresentaram 

essa capacidade em uma concentração >250µg/mL, ou seja, com este resultado é 

possível confirmar que a atividade antitumoral foi atribuída a curcumina (Tabela 3). 

Alguns estudos realizados com células HeLa, estão de acordo com os 

resultados encontrados no presente ensaio. Das e colaboradores (2019) verificaram 

que a absorção celular da curcumina foi notavelmente aumentada por 

nanoconjugados magnéticos carregados com curcumina, em comparação a 

curcumina livre. Patwa e colaboradores (2018) comprovaram sua citotoxicidade contra 

células de câncer do colo do útero humano. Wang e colaboradores (2019), 

apresentaram capacidade melhorada do nanomedicamento obtido para inibir o 

crescimento de células HeLa.  

As nanopartículas de caseína contendo curcumina apresentaram atividade 

antitumoral em uma concentração maior quando comparadas a atividade da 

curcumina livre, esse comportamento é justificado pelo perfil de liberação das 

nanopartículas, que ao longo do tempo aumenta a entrega de curcumina ao 

organismo, diferente do composto livre que tem ação rápida e logo se degrada. 

Estudos in vitro têm demonstrado que mais de 90% da curcumina é rapidamente 

degradada em condições fisiológicas (tampão fosfato, pH 7,2 a 37ºC) (TONNESEN; 

MASSON; PFEIFFER, 2002; ANSARI et al., 2005; TOMREN et al., 2007; ZEBIB; 

MOULOUNGUI; NOIROT, 2010). 

Esses resultados são de grande importância devido a capacidade desse 

sistema nanoestruturado melhorar a eficácia do composto utilizado em relação à 

inibição do crescimento das células tumorais resistentes a determinados 
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quimioterápicos e ainda reduzir lesões a células saudáveis devido sua baixa 

toxicidade (LIMTRAKUL et al., 2007; GOEL, KUNNUMAKKARA, AGARWAL, 2008). 

Neste sentido, o sistema nanoparticulado desenvolvido seria uma alternativa 

como sistema de carreamento da curcumina para o tratamento do câncer, já que 

apresentou baixa toxicidade frente às células saudáveis e comprovada atividade de 

inibição de crescimento sobre células tumorais. 

 

5.5.3 Atividade antifúngica in vitro frente à Candida albicans 

 

Nos últimos anos as infecções fúngicas aumentaram a taxa de morbidade e 

mortalidade em 40%, se tornando um problema de saúde pública. Essas infecções 

podem ser tanto superficiais, afetando a pele, membranas e mucosas, ou sistêmica 

envolvendo alguns órgãos do corpo (RÜPING; VEHRESCHILD; CORNELY, 2008). 

Assim, estudos com produtos naturais que apresentam propriedade 

antioxidante estão sendo desenvolvidos incluindo a investigação de sua atividade 

antifúngica (WU; LUO; WANG, 2012). Atualmente o potencial antifúngico está sendo 

visado por estar presente na maioria dos compostos naturais, como por exemplo, em 

compostos fitoterápicos (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 são 

patógenos que acometem principalmente pacientes imunocomprometidos das 

Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), incluindo também aqueles que são submetidos 

à terapia imunossupressora para tratamento de câncer e transplante de órgãos 

(OLIVEIRO, 2011; PARAMYTHIOTOU et al., 2014). 

Nesse contexto, uma das atividades biológicas descritas na literatura para a 

curcumina é a atividade antifúngica (BRUZELL et al., 2005; GOEL; 

KUNNUMAKKARA; AGARWAL, 2008; PRIYADARSINI, 2011; KHALIL et al., 2012; 

MOGHADAMTOUSI et al., 2014), sendo que alguns estudos mostram sua utilização 

na inativação de espécies do fungo Candida sp. (SHARMA et al., 2010; DOVIGO et 

al., 2011a; DOVIGO et al., 2011b). 

O fato dos fármacos disponíveis para o tratamento das infecções fúngicas 

invasivas apresentarem efeitos colaterais e toxicidade ao organismo humano, se 

reforça a importância do estudo de produtos naturais para esta finalidade. A curcumina 
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foi um antifúngico mais potente do que o fluconazol contra P. brasiliensis e inibiu a 

adesão de Candida sp. em pacientes com Síndrome da Imunodefiência 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 antifúngica in vitro das 

nanopartículas de caseína contendo curcumina, das nanopartículas de caseína vazias 

e da curcumina livre estão apresentados na Figura 12. 

 

Figura 12 - UFC de C. albicans após 24h, a 35°C, frente o controle negativo, o controle positivo,  
                      controle de etanol, o controle de água, a curcumina livre, as nanopartículas de caseína   
                     contendo curcumina e as nanopartículas de caseína vazias nas concentrações de 15,    

 30 e 45μg/mL/mL. Os resultados são apresentados em média e DP (n=3) 
 

 

FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: UFC (Unidade Formadoras de Colônias); Cur (Curcumina), NC (Nanopartículas 

carregadas); NV (Nanopartículas vazias); Letras diferentes indicam diferença estatística significante 
(One-way ANOVA com pós-teste de Tukey e p<0,05). 

 

Observa-se que as nanopartículas de caseína contendo curcumina nas 

concentrações de 30 e 45µg/mL foram capazes de reduzir significativamente o 

número UFC frente ao crescimento da cepa de C. albicans, quando comparados ao 

controle positivo. Observou-se também que em relação as nanopartículas vazias, 

apenas a concentração de 45µg/mL apresentou atividade antifúngica significante para 

a cepa de C. albicans comparado ao controle positivo. 
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Quando se comparou as nanopartículas de caseína contendo curcumina às 

nanopartículas de caseína vazias, foi observado que houve diferença para as 

concentrações de 15 e 30µg/mL em relação ao número de UFC (Figura 12), 

demonstrando que a atividade antifúngica apresentada pelas nanopartículas de 

caseína contendo curcumina quando em concentrações menores é característica da 

curcumina nanoencapsulada, o que também pode ser observado nas fotos do 

plaqueamento das UFC (Figura 13). 

 
Figura 13 - UFC de C. albicans após 24h, a 35 °C, frente à curcumina livre, às nanopartículas de 

                caseína contendo curcumina, as nanopartículas de caseína vazia, controle positivo,  
                       controle negativo, controle de etanol e controle de água 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FONTE: O autor (2019). 
LEGENDA: UFC (Unidade Formadoras de Colônias); Cur (Curcumina), NC (Nanopatículas 

carregadas); NV (Nanopartículas vazias). 

 

Dados da literatura apresentam que a curcumina encapsulada é um eficaz 

agente terapêutico para infecção fúngica. Xue e colaboradores (2019) apresentaram 

em seu estudo a solubilidade em água melhorada e a atividade antifúngica aumentada 
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em nanopartículas 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 eficácia antifúngica da curcumina presente 

nas nanopartículas de caseína carregadas não foi superior quando comparada às três 

concentrações da curcumina livre (Figura 12) (Figura 13). Este resultado pode ser 

explicado devido ao reduzido perfil de liberação apresentado pelas nanopartículas de 

caseína contendo curcumina como demonstrado no item 5.4. Isso pode ter reduzido 

a eficácia antifúngica das nanopartículas carregadas com curcumina na concentração 

mais baixa. Ressalta-se também, que ao longo tempo, a liberação do composto seria 

maior, aumentando sua eficácia antifúngica.  

Mesmo a curcumina presente nas nanopartículas não demonstrando atividade 

superior às amostras de curcumina livre, este sistema nanoparticulado mostrou-se 

menos citotóxico, como observado nos ensaios frente às hemácias e às células Vero, 

itens 5.5.1 e 5.5.2. Esse é um fator relevante, uma vez que um ajuste nas doses das 

nanopartículas contendo curcumina, de forma a obter a eficiência terapêutica, poderia 

ser realizado sem causar toxicidade ao paciente. 

  Ressalta-se que apesar da eficácia da curcumina livre na inibição do 

crescimento fúngico observado no ensaio in vitro, em meio fisiológico a eficiência 

terapêutica desse composto pode ser limitada devido sua baixa biodisponibilidade 

quando administrada por via oral, devido à má absorção e rápida metabolização e 

eliminação (DUDHATRA et al., 2012; GUPTA et al., 2012). 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

O sistema nanoestruturado desenvolvido, apresenta reprodutibilidade nas 

características físico-químicas analisadas, demonstrando que o método selecionado 

é eficiente para o composto (curcumina) e a matriz proteica (caseína) escolhida para 

a formulação. 

A caracterização físico-química realizada demonstrou nanopartículas com 

diâmetro médio em escala nanométrica, índice de polidispersão, potencial Zeta e 

eficiência de encapsução de acordo com o preconizado na literatura para sistemas 

nanoestruturados, além de morfologia esférica.  

Os difratogramas de raios X, demonstraram a alteração no estado cristalino da 

curcumina após a encapsulação, indicando a amorfização do sistema e aumentando 

sua solubilidade em solventes aquosos. 

As nanopartículas apresentaram estabilidade no fluido gástrico e intestinal 

simulado, possibilitando a utilização das mesmas na administração por via oral. 

A curcumina nanoencapsulada apresentou baixa toxicidade para células normais, 

em comparação à curcumina quando testada sobre um modelo de hemácias e de 

células Vero, mesmo quando em elevada concentração 

As nanopartículas, apresentaram atividade antitumoral in vitro sobre uma 

linhagem de célula tumoral e atividade antifúngica in vitro frente à C. albicans. 

De acordo com os resultados obtidos e aqui demonstrados, é possível afirmar que 

as nanopartículas de caseína contendo curcumina apresentam características físico-

químicas apropriadas, tornando-as potenciais sistemas nanoestruturados para 

liberação controlada e possíveis candidatas para administração por via oral.  
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APÊNDICE 1 – TABELAS 

Tabela A - Otimização de parâmetros para obtenção das nanopartículas de caseína 

Nps Fase 
Aquosa 

Agente 
Reticulador 

Revestimento Diâmetro 
Médio 
(nm) 

IPD PZ  
(mV) 

CAS 
01 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

- 135,5 0,164 -27,4 

CAS 
02 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

- 232,8 0,192 -38,3 

CAS 
03 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

200 µL de Quitosana a 
0,05% em Ác. Acético 

0,2% 

225,8 0,206 -28 

CAS 
04 

150 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

200 µL de Quitosana a 
0,05% em Ác. Acético 

0,2% 

252,3 0,222 -27,6 

CAS 
05 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,5% em Ác. Acético 

0,15% 

DESNATUROU 

CAS 
06 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,4% em Ác. Acético 

0,12% 
 

DESNATUROU 

CAS 
07 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,5% em Ác. Acético 

1% 
 

DESNATUROU 

CAS 
08 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,2% em Ác. Acético 

0,06% 
 

DESNATUROU 

CAS 
09 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,25% em Ác. Acético 

0,5% 
 

DESNATUROU 

CAS 
10 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,13% em Ác. Acético 

0,04% 
 

DESNATUROU 

CAS 
11 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 500 µL de Quitosana a 
0,4% em Ác. Acético 

0,12% 
 

DESNATUROU 

CAS 
12 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 1000 µL de Quitosana a 
0,4% em Ác. Acético 

0,12% 

DESNATUROU 

CAS 
13 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

75 µL de 
glutaraldeído 

8% 

- 703,8 0,368 - 
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CAS 
14 

50 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

100 µL de 
glutaraldeído 

8% 

- 2856,1 0,430 - 

CAS 
15 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,13% em Ác. Acético 

0,04% 

DESNATUROU 

CAS 
16 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,13% em Ác. Acético 

0,04% adicionado antes 
do solvente 

392,7 0,303 -50 

CAS 
17 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 200 µL de Quitosana a 
0,13% em Ác. Acético 

0,04% adicionado antes 
do solvente 

- - - 

CAS 
18 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

- 300 µL de Quitosana a 
0,13% em Ác. Acético 

0,04% adicionado antes 
do solvente 

- - - 

CAS 
19 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

200 µL de Quitosana a 
0,13% em Ác. Acético 

0,04% adicionado antes 
do solvente 

410,7 0,321 -27,1 

CAS 
20 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

- 127 0,106 -47 

CAS 
21 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL 
CaHPO3 10-7 

M 

- 170 0,415 -28,1 

CAS 
22 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL 
CaHPO3 10-6 

M 

- 264 0,462 -24,7 

CAS 
23 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

100 µL 
CaHPO3 10-6 

M 

- 287,3 0,478 -22,4 

CAS 
24 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

150 µL 
CaHPO3 10-6 

M 

- 223,9 0,354 -1,47 

CAS 
25 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

200 µL 
CaHPO3 10-6 

M 

- 268,6 0,368 -17,6 

CAS 
26 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 
CaHPO3 
10-6 M 

- - 231,4 0,460 -31,2 

CAS 
27 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 
CaHPO3 
10-6 M 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

- 150,4 0,100 -47,0 



86 
 

CAS 
28 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

- 160,6 0,230 -30,5 

CAS 
29 

100 mg de 
caseína 
2 mL de 

H2O 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

- 151,2 0,19 -30,7 

LEGENDA: Nps (Nanopartículas); IPD (Índice de Polidispersão); PZ (Potencial Zeta); CAS (caseína); 
nm (nanomêtros); mV (milivolts). 
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Tabela B - Otimização de parâmetros para obtenção das nanopartículas de caseína contendo 
curcumina 

Nps Fase  
Aquosa 

Fase 
Orgânica 

Agente 
Reticulador 

Diâmetro 
Médio (nm) 

IPD PZ 
(mV) 

CC01 100 mg de caseína 
2 mL de H2O adicionados 
no início da agitação + 2 
mL adicionados ao final 

da agitação 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

506,9 0,83 -27,5 

CC02 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

170,5 0,34 -28,7 

CC03 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

35 µL de 
glutaraldeído 

8% 

191,0 0,49 -26,3 

CC04 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

177,1 0,42 -30,8 

CC05 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

100 µL de 
glutaraldeído 

2% 

150,3 0,34 -24,7 

CC06 100 mg de caseína 
1,5 mL de H2O 

0,5 mL de NaOH 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

100 µL de 
glutaraldeído 

2% 

163,8 0,38 -22,5 

CC07 100 mg de caseína 
1,5 mL de H2O 

0,5 mL de NaOH 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

145,1 0,31 -22,6 

CC08 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

304.7 0,67 - 

CC09 100 mg de caseína 
1,5 mL de H2O 

0,5 mL de NaOH 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

177,7 0,52 - 

CC10 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

305,8 0,83 - 

CC11 100 mg de caseína 
3 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

396,5 0,32 - 

CC12 100 mg de caseína 
4 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

586,9 1,00 - 

CC13 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

291,7 0,67 -32,2 
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CC14 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

12 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

289,3 0,68 -23,5 

CC15 50 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
10 mL de 

EtOH 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

562,6 0,89 - 

CC16* 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
12 mL de 

EtOH 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

258,5 0,21 - 

CC17 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
12 mL de 

EtOH 

75 µL de 
glutaraldeído 

8% 

198,9 0,23 - 

CC18 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
14 mL de 

EtOH 

50 µL de 
glutaraldeído 

8% 

DESNATUROU 

CC19 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

10 mg de 
curcumina 
14 mL de 

EtOH 

75 µL de 
glutaraldeído 

8% 

212,6 0,27 - 

CC20 50 mg de caseína 
4 mL de lisina 0,8% (m/v) 

10 mg de 
curcumina 
2 mL de 

EtOH 

- 227,4 0,32  

CC21 50 mg de caseína 
4 mL de lisina 0,8% (m/v) 

10 mg de 
curcumina 
4 mL de 

EtOH 

- 143,2 0,32  

CC22 50 mg de caseína 
4 mL de lisina 0,8% (m/v) 

10 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

- 259,6 0,26  

CC23 50 mg de caseína 
5 mL de lisina 0,8% (m/v) 

5 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

- DESNATUROU 

CC24 50 mg de caseína 
5 mL de lisina 0,8% (m/v) 

5 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

10 µL de CaCl2 
1% (m/v) 

DESNATUROU 

CC25 50 mg de caseína 
5 mL de lisina 0,8% (m/v) 

5 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

DESNATUROU 

CC26 50 mg de caseína 
2 mL de lisina 0,8% (m/v) 

5 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

-  

CC27 50 mg de caseína 
2 mL de lisina 0,8% (m/v) 

5 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

10 µL de CaCl2 
1% (m/v) 

DESNATUROU 

CC28 50 mg de caseína 
2 mL de H2O 

5 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

10 µL de CaCl2 
1% (m/v) 

NÃO TURVOU 
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CC29 50 mg de caseína 
2 mL de H2O 

5 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

NÃO TURVOU 

CC30 50 mg de caseína 
2 mL de lisina 0,8% (m/v) 

5 mg de 
curcumina 
6 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

NÃO TURVOU 

CC31 100 mg de caseína 
2 mL de tampão fosfato 

ph 6,0 

5 mg de 
curcumina 
8 mL de 

EtOH 

10 µL de CaCl2 
1% (m/v) 

452,4 0,40 - 

CC32* 100 mg de caseína 
2 mL de tampão fosfato 

ph 6,0 

5 mg de 
curcumina 
7 mL de 

EtOH 

20 µL de CaCl2 
1% (m/v) 

168,3 0,31 - 

CC33 100 mg de caseína 
2 mL de tampão fosfato 

ph 6,0 

5 mg de 
curcumina 
7 mL de 

EtOH 

25 µL de 
glutaraldeído 

8% 

DESNATUROU 

CC34 100 mg de caseína 
2 mL de tampão fosfato 

ph 6,0 

5 mg de 
curcumina 
7 mL de 

EtOH 

1 mL de CaCl2 
10 mM 

181,0 0,27 - 

CC35 100 mg de caseína 
2 mL de tampão fosfato 

ph 6,0 

5 mg de 
curcumina 
7 mL de 

EtOH 

10 µL de 
glutaraldeído 

8% 

275,0 0,31 - 

CC36 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

5 mg de 
curcumina 
8 mL de 

EtOH 

1 mL de CaCl2 
10 mM 

138,4 0,31 - 

CC37** 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

5 mg de 
curcumina 
8 mL de 

EtOH 

30 µL de 
glutaraldeído 

8% 

135,4 0,27 - 

CC38 100 mg de caseína 
2 mL de lisina 2% 

5 mg de 
curcumina 
8 mL de 

EtOH 

500 µL de 
CaCl2 10 mM 

160,3 0,25 - 

CC39 100 mg de caseína 
2 mL de lisina 2% 

5 mg de 
curcumina 
8 mL de 

EtOH 

- DESNATUROU 

NOTA: *Formulação realizada em triplicata que não demonstrou reprodutibilidade. 
          **Formulação realizada em triplicata que demonstrou reprodutibilidade 
LEGENDA: Nps (Nanopartículas); IPD (Índice de Polidispersão); PZ (Potencial Zeta); CC (caseína e 
curcumina); nm (nanomêtros); mV (milivolts). 
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Tabela C - Tempo de incubação para obtenção de nanopartículas de caseína contendo curcumina 

Tempo de Incubação Diâmetro Médio (nm) Índice de 
Polidispersão 

0h 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 111,5 0,366 

LEGENDA: nm (nanomêtros); h (horas). 
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Tabela D - Concentração de solução crioprotetora para liofização das nanopartículas de caseína 

Código Fase Aquosa Agente reticulador Diâmetro 
Médio  
(nm) 

IPD PZ 
(mV) 

CGlu25-5%_1 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

25 µL 
glutaraldeído 8% 

159,4 0,24 -34,2 

CGlu25-5%_2 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

25 µL 
glutaraldeído 8% 

145,2 0,24 -35 

CGlu50-5%_1 100 mg/2 mL H2O 50 µL 
glutaraldeído 8% 

148,7 0,31 -27,2 

CGlu50-5%_2 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

50 µL 
glutaraldeído 8% 

136,8 0,20 -29,9 

CGlu25-15%_1 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

25 µL 
glutaraldeído 8% 

153,0 0,19 -28,6 

CGlu25-15%_2 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

25 µL 
glutaraldeído 8% 

158,4 0,45 -21,7 

CGlu50-15%_1 100 mg/2 mL H2O 50 µL 
glutaraldeído 8% 

143,5 0,28 -8,18 

CGlu50-15%_2 100 mg de caseína 
2 mL de H2O 

50 µL 
glutaraldeído 8% 

160,0 0,30 -25,6 

LEGENDA: IPD (Índice de Polidispersão); PZ (Potencial Zeta); nm (nanomêtros); mV (milivolts). 
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ANEXO 1 – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

COM SERES HUMANOS 
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