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RESUMO

O tamoxifeno e a curcumina sdo compostos amplamente estudados para o tratamento do
cancer, sendo que o tamoxifeno ja é utilizado no cancer de mama, mas apresenta diversos
efeitos colaterais. Varios estudos relatam a atividade da curcumina nesse tipo de cancer,
porém ela apresenta uma baixa biodisponibilidade. Dessa forma, a associagdo desses
compostos e a encapsulacdo em nanoparticulas sdo estratégias promissoras para o tratamento
do céncer, resultando em um potencial aumento da atividade antitumoral, diminui¢do dos
efeitos indesejaveis do tamoxifeno e aumento da biodisponibilidade da curcumina, além de
proporcionar uma liberacdo controlada. Neste trabalho foram obtidas nanoparticulas de poli
(&cido lactico) contendo curcumina, citrato de tamoxifeno (CTAM) e curcumina-CTAM pelo
método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente (O/A). Para calcular a eficiéncia de
encapsulagdo dos sistemas obtidos, foi desenvolvida uma metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificagdo de curcumina e CTAM
simultaneamente, esse método foi validado e apresentou linearidade, especificidade, preciséo,
exatidao e robustez. A eficiéncia de encapsulacdo foi de aproximadamente 57% para 0 CTAM
e 92% para curcumina. As nanoparticulas apresentaram morfologia esférica, com tamanho
préximo a 190 nm, o potencial zeta para as nanoparticulas de CTAM foi de -16 mV, para as
nanoparticulas de curcumina -26 mV e para as nanoparticulas de curcumina-CTAM -17 mV.
O tamanho, indice de polidispersdo e o potencial zeta ficaram estaveis durante 90 dias. As
nanoparticulas obtidas também foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho, calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria. Na liberacdo in vitro
em 120 horas a liberacdo foi de 57% para a curcumina e 49% para o tamoxifeno na
nanoparticula de curcumina-CTAM e de 45% para nanoparticula de CTAM e 61% para a
nanoparticulas de curcumina. Avaliando a atividade citotdxica sobre hemaécias, foi possivel
observar uma diminuicdo da hemdlise do CTAM quando associado com a curcumina, em
nanoparticulas ambos os compostos apresentaram uma baixa hemdlise mesmo no tempo de 96
horas, enquanto as drogas na forma livre apresentaram valores proximos a 100% de hemdlise
em 24 horas. Na citotoxicidade sobre células de melanoma da linhagem B16-F10, as
nanoparticulas contendo curcumina-CTAM mostraram um efeito aditivo em relagdo as

nanoparticulas contendo os compostos isolados.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Tamoxifeno. Curcumina. Citotoxicidade. Poli (4cido

lactico).



ABSTRACT

Tamoxifen and curcumin are compounds widely studied for the treatment of cancer,
tamoxifen is already used in breast cancer, but it has several side effects. Many studies report
the activity of curcumin in cancer, but it has low bioavailability. Therefore, the combination
of these compounds and encapsulation in nanoparticles are promising strategy for the
treatment of cancer, which can increase the antitumor activity, reduce side effects of
tamoxifen and increase the bioavailability of curcumin, as well as providing a controlled
release. In this study poly (lactic acid) nanoparticles containing curcumin, tamoxifen citrate
(CTAM) and the combination of these compounds were obtained by the method of
emulsification-solvent evaporation (O/W). To calculate the encapsulation efficiency an
analytical method by high performance liquid chromatography to quantify curcumin and
CTAM at the same time was developed, this method was validated and showed linearity,
specificity, precision, accuracy and robustness. The encapsulation efficiency was similar for
curcumin and CTAM when encapsulated together or alone, with approximately 57% for
CTAM and 92% for curcumin. The nanoparticles had spherical morphology, with a size next
to 190 nm, the zeta potential was -16 mV to CTAM nanoparticles, -26 mV to curcumin
nanoparticles and -17 mV for curcumin-CTAM nanoparticles. The size, zeta potential and
polydispersity index were stable for 90 days. The nanoparticles obtained were also analyzed
by infrared spectroscopy, differential scanning calorimetry and thermogravimetry. The in
vitro release in 120 hours was 57% for curcumin and 49% for CTAM in curcumin-CTAM
nanoparticle, 45% for CTAM nanoparticle and 61% for curcumin nanoparticles. Evaluating
the cytotoxic activity against red blood cells, it was observed a decrease in hemolysis of
CTAM when associated with curcumin, when encapsulated both compounds showed low
hemolysis in 96 hours, while the drug in free form showed 100% hemolysis in 24 hours. In
the cytotoxicity against melanoma cells (B16-F10) nanoparticles containing curcumin-CTAM
showed an additive effect compared to the nanoparticles of the isolated compounds.

Keywords: Nanoparticles. Tamoxifen. Curcumin. Cytotoxicity. Poly (lactic acid).
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Cancer

O céncer pode ser definido como um conjunto de doencas que possuem caracteristicas
semelhantes, entre elas o crescimento descontrolado de células que podem invadir outros
Orgdos e tecidos, gerando assim as metastases (INCA, 2014a). A classificacdo do cancer pode
ser feita em quatro tipos principais (carcinoma, sarcoma, leucemia e linfoma). O carcinoma é
0 mais comum com cerca de 90% dos casos, sendo este proveniente do tecido epitelial. O
sarcoma corresponde a aproximadamente 2% e surge a partir de muasculos, 0ssos, cartilagens e
tecido fibroso. Os outros dois tipos sdo a leucemia e o linfoma, que sdo originados de células
do sangue e células do sistema imune, respectivamente, e juntos correspondem a cerca de 8%
dos casos (RAVINDRAN; PRASAD; AGGARWAL, 2009).

Uma célula normal passa a ser cancerosa devido a alguns estimulos, por exemplo, por
meio de substancias cancerigenas, inflamacdo crénica, estresse oxidativo, radiacdo UV e
estimulo hormonal anormal (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). O desenvolvimento do
cancer é um processo complexo de muitas etapas e ocorre por meio de mutacées no DNA da
célula. Geralmente varias alteracGes genéticas ocorrem nessas células, dentre essas alteracoes
estdo a ativacdo de proto-oncogenes para oncogenes. Os proto-oncogenes estdo relacionados
ao controle da divisdo, apoptose e diferenciacdo celular, quando se transformam em
oncogenes induzem mudan¢as malignas. Também pode ocorrer a inativacdo de genes de
supressao tumoral, esses sdo responsaveis pela inibicao das células que sofrem mutacgdes, com
a inativacgdo essas células crescem de forma descontrolada (RANG et al., 2007). Devido a alta
proliferacdo das células tumorais o tecido necessita de uma maior demanda de oxigénio e
nutrientes. Para suprir essas necessidades ocorre a formagdo de novos vasos sanguineos,
processo conhecido como angiogénese (VASSILAKOPOULOU; PSYRRI; ARGIRIS, 2015).
As metastases ocorrem quando as células tumorais penetram em vasos de parede fina, mais
comumente vasos linfaticos. Grande parte dessas células sdo destruidas na circulagéo e as que
sobrevivem ficam aderidas na parede de vasos capilares de 6rgdos distantes do de origem, o
proximo passo entdo é o extravasamento e proliferacdo nesse orgao (FIDLER, 2003).

Para o tratamento do cancer pode-se utilizar radioterapia, quimioterapia, transplante de
medula dssea e cirurgia (INCA, 2015). Muitas vezes essas terapias sdo utilizadas de forma
combinada, a escolha da terapia ideal vai depender de muitos fatores como o estado de cada

paciente, além do tipo e estagio do cancer (GILMAN, 2005). Os quimioterapicos comumente
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utilizados podem ser divididos de forma geral em hormdnios e farmacos citotoxicos. No caso
dos hormdnios os mais utilizados sdo os glicocorticdides, estrogenos e andrégenos, além de
antagonistas hormonais e agentes que suprimem a secre¢do de horménios (RANG et al.,
2007). Os farmacos citotdxicos podem ser divididos nas seguintes classes (GILMAN, 2005;
RANG et al., 2007):
e Agentes alquilantes: Esses farmacos ligam-se ao DNA impedindo dessa forma a
replicagéo.
e Antimetabolitos: atuam nas vias metabdlicas que estao relacionadas a sintese do DNA.
e Antibioticos citotdxicos: substancias originadas de microrganismos que evitam a
divisdo celular de mamiferos.

Uma limitacdo de uso dos quimioterapicos € que muitas vezes eles ndo sdo seletivos,
também causando danos em células normais, isso ocasiona os efeitos colaterais que diminuem
a adesdo ao tratamento pelos pacientes (KEARNEY et al., 2008). Dessa forma, existe uma
constante busca por terapias mais seletivas as células tumorais, que causem menos efeitos

colaterais.

1.1.1 Cancer de mama

O céncer de mama é o segundo cancer mais frequente no mundo (INCA, 2014c). No
Brasil sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama é o mais frequente
em mulheres em todas as regides, com excecdo da regido norte onde fica em segundo lugar
atras do cancer de colo do Utero, em 2014 eram esperados 57.120 novos casos no Brasil
(INCA, 2014b). As taxas de morte devido a esse cancer continuam elevadas no Brasil e em
paises subdesenvolvidos, sendo consequéncia provavel de um diagndstico tardio, sendo de
grande importancia a realizacdo de exames periddicos para sua detecgdo precoce (INCA,
2014c).

Os fatores de risco para o cancer diferem para cada tipo e podem ser tanto inatos como
relacionados ao ambiente ou habitos (INCA, 2014d; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2014). No caso do cancer de mama € possivel observar que grande parte dos fatores de risco
estdo relacionados ao estrogénio, por essa doenca ser estrogénio dependente, dentre os fatores
de risco inatos para esse cancer estdo (MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2014):
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e Género: Apesar do cancer de mama também ser encontrado em homens ele é muito
mais comum em mulheres, sendo o género feminino um dos maiores fatores para o
desenvolvimento desse cancer;

e Idade: A incidéncia do cancer de mama aumenta com a idade até a menopausa, apos a
menopausa esse aumento diminui;

e Idade da menopausa e menarca: Mulheres que comegam a menstruar cedo ou tem uma
menopausa tardia possuem um maior risco de desenvolver cancer de mama;

e Histdrico familiar ou pessoal de cancer de mama;

e Mutacdes em determinados genes;

e Doenca benigna da mama.

Dentre os fatores de risco relacionados ao meio ambiente e estilo de vida estdo
(MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014):
e Obesidade;
e Contraceptivos orais e terapia de reposi¢cdo hormonal;
e Mulheres que ndo tem filhos ou tem o primeiro filho apds 30 anos;

e Radiacéo.

O tratamento do cancer de mama pode ser feito por meio de terapia local ou sistémica,
na primeira ocorre o tratamento local do tumor sem afetar o resto do corpo, que pode ser feito
por meio de cirurgia e radioterapia. No caso da terapia sisttmica estdo inclusas a
quimioterapia, terapia hormonal e terapia-alvo, como a terapia especifica para receptores 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HER2). As terapias hormonais surgiram devido a
importancia do estrogénio na proliferacdo das células cancerosas da mama e hoje ja séo
padrdo em casos de cancer de mama horménio dependente (ARORA; POTTER, 2004,
PONZONE et al., 2006). Os estrogénios sao hormonios femininos produzidos pelos ovarios
até a menopausa, posteriormente sendo produzidos pelas adrenais e tecido adiposo. Tecidos
como a mama, Utero, cérebro, 0ssos, figado e coracdo possuem receptores de estrogénio (RE),
a ligacdo do estrogénio ao receptor ativa a transcricdo de genes que estdo relacionados ao
crescimento e divisao celular de células normais e cancerosas (KUDCHADKAR; O’REGAN,
2005; JOHANSEN, 2005). Os canceres de mama podem ser receptores de progesterona (RP)
e RE positivos (+) ou negativo (-), aproximadamente 65% dos canceres de mama s&o
RE+/RP+, 13% RE+/RP— e 2% RE—/RP+, o restante sio RE—/RP— ou desconhecidos



17

(BREASTCANCER.ORG, 2014). Nos estagios iniciais do cancer de mama o tamanho do
tumor e o estado nodal sdo fatores importantes para sobrevida. Outros fatores a serem
considerados incluem o grau histologico, a quantificacdo dos receptores de estrogénio,
receptores de progesterona e receptores HER2, além da presenca de invasdo linfatica
(KELLY; HORTOBAGYI, 2010; SCHWARTZ et al., 2012). Céncer de mama RE- esta
relacionado com um pior prognoéstico, enquanto que a presenca de RE pode ser associada com
0 aumento da sobrevida (FISHER et al., 1988; SOTIRIOU et al., 2003). O melhor prognostico
em tumores positivo para receptores hormonais € devido ao tratamento com terapia hormonal
adjuvante e/ou regimes de quimioterapia (SMITH; GOOD, 2003; GOLDHIRSCH et al.,
2003).

Existem duas estratégias que podem ser adotadas na terapia hormonal do céncer de
mama, uma delas é diminuindo a concentracdo de estrogénio, nesse caso tendo em destaque
os inibidores da aromatase e a supressdo ovariana. Outra estratégia € por meio do bloqueio da
acdo dos estrogénios nas células do cancer de mama. Nessa categoria se encontram 0S
moduladores seletivos dos receptores de estrogénio (BREASTCANCER.ORG, 2014). Dentro
dos inibidores da aromatase estdo o anastrozol, letrozol e exemestano. No caso dos
moduladores seletivos dos receptores de estrogénio pode ser citado o toremifeno, fulvestranto
e com maior destaque o tamoxifeno (RANG et al., 2007). O tratamento com terapia hormonal
ndo apresenta resultados imediatos, tendo uma acéo lenta cerca de 8-12 semanas de terapia
s80 necessarias para que se possa saber sobre a eficacia do tratamento (GILMAN, 2005).

A escolha do tratamento hormonal adequado esta relacionado ao estado da menopausa
do paciente. Nos pacientes ap6s a menopausa estudos demonstram que o tratamento com um
inibidor da aromatase por 5 anos ou com tamoxifeno por 2-3 anos seguido por um inibidor de
aromatase por 3-2 anos mostrou-se superior ao tamoxifeno 5 anos sozinho (WINER et al.,
2005). J& nos casos de mulheres antes da menopausa o tamoxifeno combinado ou ndo a
supressdo ovariana é a alternativa mais adequada. Nessas mulheres o tratamento com
inibidores da aromatase ndo é recomendado, porque eles bloqueiam e enzima aromatase
responsavel pela conversdao dos androgenos em estrégenos. Em mulheres que ndo estdo na
menopausa 0s baixos niveis de estrogeno vdo estimular a produgdo de FHS na hipdfise
estimulando a producdo de aromatase folicular e subsequentemente estradiol, processo que
ndo ocorre em mulher que ja passaram pela menopausa (EBCTCG, 2005; BURSTEIN et al.,
2010; DE VOS et al., 2012).
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1.2 Tamoxifeno

O tamoxifeno (1-[4-(2-dimetil-aminoetoxi)fenil]-1,2-difenil-1-buteno) é um agente
sintético ndo-esteroidal, ele existe na configuracao cis e trans, mas somente a forma trans ¢
farmacologicamente ativa (Figura 1) (LAZARUS et al., 2009).

Figura 1- Estrutura quimica do tamoxifeno na forma trans e cis.
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(Adaptado de NISHIYAMA et al., 2002; GAMBERINI et al., 2007)

O tamoxifeno foi aprovado em 1977 pelo Food and Drug Administration (FDA) para
0 tratamento do cancer de mama, posteriormente em 1998 foi aprovado seu uso para a
prevencao desse cancer (FDA, 2014a,b). Ele tem sua acéo por ser um modulador seletivo dos
receptores de estrogénio, prevenindo a proliferacdo celular por ser antagonista dos RE da
mama. A ligagdo do tamoxifeno ao receptor faz com que ocorra alteracdo na sua forma
tridimensional, inibindo a ligagdo do receptor com o elemento responsivo ao estrogénio no
DNA (GILMAN, 2005). Apesar de ter efeito antagonista na mama, o tamoxifeno possui efeito
agonista nos RE dos o0ssos, do sistema cardiovascular e do endométrio (BUCHANAN et al.
2007).

As doses usuais de tamoxifeno sdo 20 ou 40 mg por dia. Ele é comercializado na

forma de citrato de tamoxifeno (CTAM) e nessa forma sua solubilidade em solugdes aquosas
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é aumentada. Sua forma de apresentacdo é em comprimidos de 10 e 20 mg correspondente,
respectivamente, a 15,2 mg e 30,4 mg de citrato de tamoxifeno (FDA, 2015). O tratamento
por 5 anos com tamoxifeno pode reduzir o risco de recorréncia do cancer de mama com RE
positivo em aproximadamente 50% e o risco de mortalidade em 28%, esses valores diminuem
no caso de 1 ou 2 anos, com uma reducdo da recorréncia de 21% e 28% e do risco de
mortalidade 14% e 18%, respectivamente (EBCTCG, 1998). Outros estudos também
encontraram resultados semelhantes (EBCTCG, 2005, 2011).

O tamoxifeno apo6s administrado oralmente apresenta doses maximas entre 3 a 7 horas,
com tempo de meia-vida de 7 dias (GILMAN, 2005). As concentracdes de equilibrio do
tamoxifeno sdo atingidas em 4 semanas e em 8 semanas para Sseu metabolito N-
desmetiltamoxifeno, que possui tempo de meia-vida proximo a 14 dias (FDA, 2015). Ele
sofre metabolismo hepatico de fase | e Il, metabolizado principalmente pelas enzimas do
citocromo P450 (CYP2D6), (CYP3A4) e (CYP3A5) (DESTA et al., 2004; BORGES et al.,
2006; BRAUCH et al., 2009). Sua biotransformacao ocorre por N-oxidacdo, N-desmetilacédo e
hidroxilacdo, primeiramente formando o 4-hidroxitamoxifeno e N-desmetiltamoxifeno,
posteriormente formando diversos metabolitos, entre eles o 4-hidroxi-N-desmetil-tamoxifeno
também conhecido como endoxifeno, apés o metabolismo hepético sua excre¢do ocorre pela
bilis (Figura 2) (STEARNS et al., 2003; JORDAN, 2007; BRAUCH et al., 2009).

O tamoxifeno é considerado um pro-farmaco, seus metabolitos muitas vezes possuem
mais atividade do que ele, com mais afinidade pelos RE, como no caso do 4-
hidroxitamoxifeno e do endoxifeno, sendo o endoxifeno o principal metabdlito por ter niveis
plasmaticos mais elevados (FABIAN; TILZER; STERNSON, 1981; STEARNS et al., 2003;
LIM et al., 2005). Por ter esses metabdlitos com alta atividade, uma atencéo especial deve ser
dada aos pacientes que fazem uso de medicamentos que podem comprometer o metabolismo
pela CYP2D6, como os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina. A utilizagdo desses
medicamentos resulta em uma diminuicdo plasmatica do endoxifeno, dessa forma essas
associacOes devem ser evitadas (STEARNS et al., 2003). Situacdo semelhante ocorre em
pessoas que possuem polimorfismo genético, com variaces de enzimas CYP2D6, resultando
em diversos graus de atividade enzimatica, com diferentes metabolismos (LIM et al., 2007;
BEVERAGE et al., 2007).
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Figura 2 - Metabolismo do tamoxifeno formando N-desmetiltamoxifeno, 4-hidroxitamoxifeno e
endoxifeno, metabdlitos com alta atividade nos receptores de estrogénio.
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(Adaptado de JORDAN, 2007; RIBEIRO; SANTOS; CUSTODIO, 2014)

O tratamento com tamoxifeno causa uma série de efeitos secundarios, alguns podem
ser benéficos, como aumento da mineracdo 6ssea e diminuicdo dos niveis de colesterol,
importantes principalmente em idosos, que muitas vezes possuem uma baixa densidade 0ssea
e altos niveis de colesterol (MCDONALD et al., 1995; KALDER et al., 2014). Os efeitos
adversos do tamoxifeno ja estdo bem estabelecidos na literatura, dentre eles estdo inclusos
irregularidade menstrual, fadiga, depressdo, formacdo de pdlipos no endométrio,
adenocarcinoma do endométrio, cistos ovarianos, tromboembolismo, hepatotoxicidade e
retinopatia (FISHER, et al., 1998; BERGMAN et al., 2000; MOCANU; HARRISON, 2004;
MUNSHI; SINGH, 2008; HUANG et al., 2009; EL-BESHBISHY et al., 2010). Grande parte
dos pacientes relatam algum desses efeitos colaterais e em muitos casos acabam
interrompendo o uso do medicamento (DEMISSIE; SILLIMAN; LASHN, 2001). A taxa de
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incidéncia de alguns desses efeitos colaterais comparado com o grupo placebo foi estimada
pela National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project, Prevention-1 (NSABP P-1), e
estdo no Quadro 1 (FDA, 2015).

Quadro 1 - Taxa de incidéncia estimada pela (NSABP P-1) de alguns dos efeitos colaterais
ocasionados pelo uso de citrato de tamoxifeno comparado com o placebo.

Taxa de incidéncia em 1000 mulheres por ano

Tratado com citrato de tamoxifeno Placebo
Adenocarcinoma do 2,20 0,71
endomeétrio
Acidente vascular 1,43 1,00
cerebral
Embolia pulmonar 0,75 0,25

(Adaptado de FDA, 2015)

Além dos efeitos colaterais o tratamento com tamoxifeno também pode ser afetado
pela resisténcia ao tamoxifeno que ocorre em muitos pacientes. A resisténcia pode ser
intrinseca ou adquirida. Na intrinseca o paciente mesmo sendo RE+ ndo responde ao
tratamento, na adquirida apresenta resisténcia apds um periodo de tratamento, mesmo
apresentando bons resultados no tratamento inicial (WONG; CHEN, 2012; ZHANG et al.,
2013). Dessa forma, pode ser observada a importancia de estudos que buscam estratégias que
diminuam os efeitos adversos do tamoxifeno.

A nanotecnologia pode ser utilizada para minimizar os efeitos colaterais de farmacos.
No caso do tamoxifeno ela pode ser utilizada com essa finalidade, promovendo uma liberacéo
sitio especifica e controlada, minimizando os efeitos adversos do tamoxifeno, também
podendo aumentar a sua concentracdo no tumor. Varios estudos utilizaram a nanotecnologia
como forma de melhorar as propriedades do tamoxifeno (BRIGGER et al., 2001; CHAWLA,
AMUJI, 2002; SHENOY; AMUJI, 2005; JAIN et al., 2011; KAPSE et al., 2012; KHUROO et
al., 2014; PANDEY et al., 2015). Em um deles o tamoxifeno em nanoparticulas de poli (acido
lactico) (PLA) diminuiu o tamanho do tumor de mama em ratos, sendo essa redu¢do maior
com as nanoparticulas do que com tamoxifeno livre. Além disso, essas nanoparticulas
demonstraram uma reducéo da toxicidade hepética e renal quando comparadas ao tamoxifeno
livre (PANDEY et al., 2015). Em nanoparticulas de poli (&cido lactico-co-glicolico) (PLGA)

0 tamoxifeno reduziu o tumor e diminuiu a hepatotoxicidade quando comparado com o
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tamoxifeno livre (JAIN et al., 2011). O CTAM foi associado com o0 quimioterdpico
topotecano em nanoparticulas de PLGA para investigar a acdo sinérgica desses compostos
(KHUROO et al., 2014).

1.3 Curcumina

A curcumina  [1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona]  foi
primeiramente isolada por Vogel e Pelletier em 1815 ( VOGEL; PELLETIER, 1815). Ela faz
parte do rizoma da Curcuma longa L., popularmente conhecida como acafrdo da india,
gengibre dourado e curcuma. No extrato da raiz do agafrdo estdo presentes os curcumindides
gue sdo uma mistura de trés compostos principais: curcumina (curcumina |, 77%),
desmetoxicurcumina (curcumina I, 17%) e bisdesmetoxicurcumina (curcumina I, 3%),
representados na Figura 3 (GOEL et al, 2008).

Figura 3 - Estrutura quimica dos curcumindides da Curcuma longa L.
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(Adaptado de NAKSURIYA et al., 2014)

Quimicamente a curcumina € um bis-a,f-insaturada p-dicetona, que exibe

tautomerismo ceto-enol, predominando a forma ceto em meio &cido ou neutro e a forma enol
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em meio alcalino, tendo um pKa de 8,54 (ANAND et al., 2008; PRASAD et al., 2014). Ela
tem um peso molecular de 368,38 g/mol, um ponto de fusdo de 179-183 °C e férmula quimica
C21H2006. E um composto fotossensivel & radiacdo UV/visivel e para evitar sua degradaco as
amostras contendo curcumina devem ser protegidas da luz (TONNESEN; KARLSEN; VAN
HENEGOUWEN, 1986; STRIMPAKOS; SHARMA, 2008).

A curcumina possui uma ampla gama de atividades como anti-inflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana e antitumoral, sendo estudada para aplicacdo nas mais variadas
doencas como: dengue (PADILLA et al., 2014), Alzheimer (GARCIA-ALLOZA et al., 2007;
VILLAFLORESA et al., 2012), Parkinson (YANG et al., 2014), doencas cardiovasculares (LI
et al., 2008), diabetes (WEISBERG; LEIBEL; TORTORIELLO, 2008), depressdo
(LOPRESTI et al., 2014), epilepsia (KAUR; BAL; SANDHIR, 2014), asma (SUBHASHINI
et al., 2013), entre outras. Uma das atividades da curcumina que vem sendo amplamente
estudada é a antitumoral, tendo potencial para prevencdo e tratamento de diversos canceres
como de mama, gastrointestinais, de cérebro, ginecoldgicos, hematoldgicos, geniturinarios,
melanoma, entre outros (ANAND et al., 2008). Além disso, a curcumina tem sido associada a
outros agentes quimioterapicos, com a intencdo de diminuir a toxicidade e aumentar o efeito
terapéutico desses agentes. Como com a cisplatina apresentando sinergismo, com a
doxorrubicina atividade aditiva, lipossomas contendo curcumina e paclitaxel, curcumina e 5-
fluorouracil em nanoparticulas de quitosana e micelas polimérica contendo paclitaxel e
curcumina (NOTARBARTOLO et al.,, 2005; SARISOZEN; ABOUZEID; TORCHILIN,
2014; ANITHA et al., 2014; RUTTALA; KO, 2015).

As diversas atividades da curcumina estdo relacionadas a sua atuacdo em varios alvos
moleculares como: expressao de genes (oncogenes e genes supressores de tumores), fatores de
transcri¢do, fatores de crescimento e seus receptores, fatores nuclear, receptores hormonais,
atuando também na angiogénese (STRIMPAKQOS; SHARMA, 2008). Dentre as vantagens da
utilizacdo da curcumina esta o fato de que ela causa minimos efeitos colaterais. Por ser usada
desde muito tempo como alimento € um produto seguro para consumo. Em um estudo clinico
em humanos foi demonstrado que concentragdes de 8 g/dia de curcumina por 3 meses néo
causou efeitos toxicos, sendo que outros estudos também confirmam esse resultado com
minimos efeitos toxicos (CHENG et al., 2001; SHARMA et al., 2004; LAO et al., 2006).

No caso de suas limitacGes de uso, estas estdo relacionadas aos seus reduzidos niveis
séricos e baixa biodisponibilidade, ocasionados devido a sua baixa solubilidade em solucdes
aquosas e a um rapido metabolismo e eliminacdo sisttmica (AGGARWAL; SUNG, 2009).

Varios estudos em humanos demonstraram sua baixa biodisponibilidade, onde 2 g/kg por via
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oral resultou em 0,006 + 0,005 pg/mL no sangue; 4-8 g/dia resultou em 0,5-1,77 uM; 10 g
resultou em 50 ng/mL; 3,6 g/dia resultou em 11,1 + 0,6 nmol/mL e com 3,6 g/dia os niveis
plasmaticos foram abaixo do limite de quantificacdo de 3 nmol/L (SHOBA et al., 1998;
CHENG et al., 2001; SHARMA et al., 2004; GARCEA et al., 2005; LAO et al., 2006).
Mesmo com a baixa toxicidade, a alta dosagem necessaria para um efeito terapéutico pode ser
um inconveniente pelo numero de doses administradas para o paciente. Esse fato foi
demonstrado em dois estudos, em que um utilizou 16 e o outro 8 capsulas por dia, cada uma
contendo 450 mg de curcumina (SHARMA et al., 2004; BAYET-ROBERT et al., 2010). No
primeiro alguns pacientes ndo finalizaram o tratamento alegando que o numero de céapsulas
que deveriam ingerir eram inaceitaveis (BAYET-ROBERT et al., 2010). Além desses fatores
a curcumina também degrada em pH neutro e basico, 90% da curcumina é degradada em pH
7,4, entre seus produtos de degradacdo identificados, estdo o acido ferdlico e a vanilina
(WANG et al., 1997).

A ampla gama de atividades da curcumina e o fato de possuir uma baixa
biodisponibilidade fazem da nanotecnologia uma boa estratégia para melhorar a sua eficacia
terapéutica. Varios estudos ja desenvolveram formulagdes nanotecnoldgicas contendo
curcumina, como lipossomas, nanoparticulas poliméricas, ciclodextrinas e nanoparticulas
lipidicas solidas (KAREWICZ et al., 2011; SILVA-BUZANELLO et al., 2015; YADAYV et
al., 2010; KAKKAR et al., 2013). Kakkar et al. (2013) demonstraram um aumento da
biodisponibilidade da curcumina em nanoparticulas lipidicas so6lidas no cérebro de ratos,
outro estudo mostrou o aumento da biodisponibilidade da curcumina em nanoparticulas de
PLGA e PLGA-polietilenoglicol em 15,6 e 55,4 vezes, respectivamente (KHALIL et al.,
2012). Estudos em humanos mostrando o aumento da biodisponibilidade também ja foram
realizados, onde uma dose de 650 mg de nanoparticulas lipidicas sélidas contendo curcumina
resultaram em 22 ng/mL no plasma, enquanto a mesma dose de curcumina livre ndo foi
identificavel (GOTA et al., 2010). Outro estudo utilizou 150 e 210 mg de curcumina em
nanoparticulas, resultando em respectivamente 189 e 275 ng/mL de curcumina no plasma
(KANAI et al., 2012).

1.4 Associagédo de curcumina e tamoxifeno
O tamoxifeno é empregado no tratamento e prevencdo do cancer de mama, mas possuli

diversos efeitos colaterais. A curcumina possui baixa toxicidade e apresenta atividade

antitumoral in vitro sobre uma ampla gama de tumores, incluindo tumores de mama tanto de
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células RE-positivas como RE-negativas (LIU et al., 2009; CHEN et al., 2014), também
inibindo o cancer de mama em modelos in vivo (BACHMEIER et al., 2007; ZHOU et al.,
2011; LIU et al., 2013).

A associacdo de curcumina e tamoxifeno pode ser benéfica pela diminuicdo da
toxicidade do tamoxifeno, e por um possivel efeito aditivo ou sinérgico sobre o cancer. A
associacao desses compostos na forma livre ja foi relatada em alguns estudos. Pedroso et al.
(2013) mostraram que associado com a curcumina o efeito do tamoxifeno sobre células
tumorais foi potencializado e o seu efeito toxico em células normais, incluindo hemacias e
leucdcitos polimorfonucleares, foi diminuido. Outro estudo mostra que a associacdo de
curcumina e tamoxifeno atua de forma sinérgica causando a morte de células de melanoma
humano (CHATTERJEE; PANDEY, 2011). Jiang et al. (2013) estudaram o efeito da
curcumina e do tamoxifeno sobre células de linhagens de cancer de mama MCF-7/LCC2 e
MCF-7/LCC9 resistentes ao tamoxifeno, mostrando que além de causar a morte dessas
células a curcumina pode reverter a resisténcia e aumentar a sensibilidade ao tamoxifeno em
células ndo resistentes. A curcumina também apresentou efeito sinérgico com o tamoxifeno
em células de cancer de mama da linhagem MCF-7/myrAKT também relacionadas a
resisténcia ao tamoxifeno (GASPERI; CAVAZOS; GRAFFENRIED, 2009). A associagédo da
curcumina com outros medicamentos para o tratamento do cancer de mama também j& foi
estudada, como no caso de um estudo de fase | em pacientes com cancer de mama utilizando
0 quimioterapico docetaxel e curcumina (BAYET-ROBERT et al., 2010). Além disso, a
curcumina apresentou protecdo na lesdo hepatica induzida pelo tamoxifeno em ratos (EL-
BESHBISHY et al., 2010).

A influéncia da curcumina na farmacocinética e biodisponibilidade do tamoxifeno foi
estudada em ratos. O tamoxifeno (9 mg/kg) foi combinado com a curcumina (0,5 ; 2,5 e 10
mg/kg) por via oral, os resultados mais significantes foram obtidos com a concentracdo de 10
mg/kg. Quando associado com a curcumina a area sob a curva da concentracdo ao longo do
tempo, a concentracdo plasmatica maxima e a biodisponibilidade do tamoxifeno aumentaram
(CHO; LEE; CHOI, 2012).

Esses estudos mostraram que a associagdo de curcumina e tamoxifeno é promissora,
mas nenhum relata a associacdo desses compostos em nanoparticulas. Essa estratégia seria
interessante, pois a curcumina na forma livre apresenta uma biodisponibilidade muito baixa.
As nanoparticulas também possuem potencial para diminuir a toxicidade do tamoxifeno, além

de proporcionarem uma liberag&o sitio-especifica e controlada.
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1.5 Nanotecnologia

O conceito de nanotecnologia surgiu em 1959 com o fisico Richard Feynman. Ele
falava na possibilidade de manipular atomos e moléculas individualmente. Porém, demorou
um pouco mais de uma década para o termo nanotecnologia surgir por meio do professor
Norio Taniguchi. O maior desenvolvimento da nanotecnologia ocorreu a partir dos anos 80
com o desenvolvimento do microscépio de tunelamento (SAHOO; PARVEEN; PANDA,
2007; NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2014).

Na definicdo geral de nanotecnologia o tamanho é delimitado em 1 a 100 nm, mas
como a nanotecnologia é empregada nas mais diversas areas com aplica¢fes muito distintas,
essa definicdo muitas vezes ndo é adequada. Como no setor farmacéutico, onde as
propriedades desejadas de uma nanoparticula, por exemplo, aumento da solubilidade,
diminuicdo da toxicidade e aumento da biodisponibilidade de farmacos séo alcangadas mesmo
quando o tamanho é superior a 100 nm, nesta situacdo considera-se como tamanho adequado
até 1000 nm (BAWA et al., 2008; SINGH; LILLARD, 2009).

Em vista da dificuldade de padronizacdo de um tamanho para a definicdo de
nanotecnologia, definicdes que ndo séo limitadas por tamanho estdo surgindo, como a do
ISO/TC 229 em que a nanotecnologia deve possuir um desses aspectos (1SO, 2014):

1) Compreensdo e controle da matéria e processos na escala nanométrica,
tipicamente, mas ndo exclusivamente abaixo de 100 nm em uma ou mais
dimensdes, em que o aparecimento de fendbmenos que dependem do tamanho
normalmente possibilite novas aplicacoes;

2) Utilizacdo da propriedade da matéria em nanoescala que diferem das
propriedades dos 4tomos individuais, moléculas e da matéria a granel, para
criar materiais, dispositivos e sistemas melhorados que exploram essas novas
propriedades (1SO, 2014, traducéo nossa).

A nanotecnologia tem sido bastante estudada, as propriedades dos materiais na sua
forma convencional seguem as leis da ciéncia classica, enquanto os objetos na escala
nanometrica seguem as leis da mecanica quantica. Assim, novas ferramentas e
funcionalidades estdo sendo descobertas a partir das diferentes propriedades encontradas nos
materiais em escala nanométrica (ADAMS; BARBANTE, 2013).

A partir de seu surgimento a nanotecnologia revolucionou os produtos medicos,
principalmente os relacionados ao diagndstico, prevencdo, deteccdo e tratamento da doenca

(GAO et al., 2014). Nessa area, a nanotecnologia vem sendo usada na entrega de drogas sitio
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especifica, visando a liberacdo do farmaco no sitio fisiologico determinado (KUMARI,
YADAYV; YADAYV, 2010). Outra aplicagdo é o encapsulamento de substancias a fim de
aprimorar suas propriedades biofarmacéuticas, como promover 0 aumento da
biodisponibilidade por meio de alteracbes na solubilidade, degradacdo, metabolismo e
permeabilidade dessa substancia.

No caso de drogas utilizadas na oncologia a nanotecnologia oferece muitas vantagens
como: evitar os efeitos colaterais, melhorar a solubilidade, proteger o farmaco da degradacéo,
modificar a farmacocinética e distribuicdo assim aumentando a concentra¢do da droga no
tumor, reduzir a toxicidade em células normais e aumentar a absorcdo na célula cancerosa
(GAO et al., 2014).

1.5.1 Nanoparticulas poliméricas

Existe uma ampla variedade de sistemas nanoestruturados estudados para
desenvolvimento de farmacos, podendo ser citadas as nanoparticulas inorganicas,
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sdélidas, lipossomas, nanocristais,
nanotubos de carbono e dendrimeros (FARAJI; WIPF, 2009).

Os diferentes tipos de nanoparticulas em relacdo a morfologia podem ser divididos em
nanoesferas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanocépsulas poliméricas ou
lipidicas (ANTON; BENOI; SAULNIER, 2008). As nanoesferas se caracterizam por uma
matriz sélida, onde as moléculas podem estar adsorvidas na superficie da esfera ou
encapsuladas dentro da particula. As nanocépsulas sdo sistemas vesiculares, as substancias
ficam retidas na cavidade liquida oleosa ou aquosa, revestido por um involucro solido (RAO;
GECKELER, 2011).

As nanoparticulas poliméricas sdo formadas a partir de polimeros que podem ser
naturais ou sintéticos. Os polimeros sintéticos séo vantajosos devido aos seguintes fatores: (1)
apesar da maioria dos polimeros naturais apresentarem uma boa biocompatibilidade, alguns
podem desencadear uma resposta imunologica, (2) muitas vezes as modificagGes quimicas em
polimeros naturais sdo mais dificeis de serem feitas, é mais facil modificar quimicamente e
fazer a funcionalizacdo de polimeros sintéticos (TIAN et al. 2012). Dentre os polimeros mais
comumente usados estdo o PLA, PLGA, poli (e-caprolactona) (PCL), quitosana e gelatina
(KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010). O PLA é um poliéster sintético alifatico linear (Figura
4), a via mais comum para a producdo de PLA de alto peso molecular é por meio da

polimerizacdo do monémero formado a partir do acido lactico, produzido pela fermentacéo de
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acucar, milho, batatas, cana, beterraba, entre outros (AURAS; HARTE; SELKE, 2004). Por
possuir um carbono assimétrico o PLA possui as formas D e L, sendo os enantidmeros o poli
(D-acido lactido) e o poli (L-acido lactido) (MAKADIA; SIEGEL, 2011). O PLA é altamente
empregado no desenvolvimento de nanoparticulas por ser biocompativel e biodegradavel. Em
meio fisiologico ocorre sua cisdo formando os mondmeros de acido l4ctico, esses séo
incorporados no ciclo de Krebs (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010).

Figura 4 - Estrutura quimica do PLA.
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(Adaptado de MAKADIA; SIEGEL, 2011)

As nanoparticulas poliméricas podem ser produzidas a partir dos monémeros ou pelo
processamento de polimeros previamente formados. As técnicas mais utilizadas para
formacdo das nanoparticulas a partir de polimeros previamente formados sdo: evaporacdo do
solvente, salting-out, nanoprecipitacdo, didlise e fluido supercritico (RAO; GECKELER,
2011). A emulsificacdo-evaporacdo do solvente foi um dos primeiros métodos desenvolvido
para formacdo de nanoparticulas a parir de polimeros previamente formados e continua como
uma das técnicas mais usadas no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas
(VANDERHOFF; EL-AASSER; UGELSTAD, 1979; RAO; GECKELER, 2011).

Nas nanoparticulas formadas pela emulsificacdo-evaporacdo do solvente, a principal
caracteristica que faz com que as nanoemulsfes sejam usadas € sua grande estabilidade. Que
as torna um sistema de liberacdo de ativos vantajoso em relagdo a outros sistemas como, por
exemplo, lipossomas e microemulsdes. Porque possuem estabilidade cinética que dura por
meses, mesmo quando diluidas ou com variacfes de temperatura, ao contrario das
microemulsdes que sdo termicamente instaveis (ANTON; BENOI; SAULNIER, 2008).

Existem duas estratégias para a formacéo da emulsdo, uma delas é a simples emulsdo
como 6leo em agua (O/A) ou uma dupla emulsdo como agua em Oleo em agua (A/O/A),
usando homogeneizacdo em alta velocidade ou sonicacdo. A emulsdo simples é mais utilizada
para farmacos hidrofobicos, enquanto a emulsdo dupla para farmacos hidrofilicos (RAO;
GECKELER, 2011; MAKADIA; SIEGEL, 2011). Meétodos que utilizam a sonicacdo no
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preparo das nanoemulsdes sdo muito empregados no desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas, uma vez que os parametros da formulacdo sdo diretamente controlados, ao
contrario de outros métodos onde a formacdo das particulas esté relacionada diretamente as
propriedades fisico-quimicas dos agentes tensoativos e excipientes que compdem a
formulacdo (ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008). Apés a formagdo da emulsédo, ela é
levada para evaporacédo, evaporando o solvente do polimero, as nanoparticulas solidificadas
podem entdo ser ultracentrifugadas e lavadas com agua destilada para retirada dos
surfactantes (RAO; GECKELER, 2011).

1.5.2 Direcionamento das nanoparticulas

O direcionamento de drogas é dependente de suas propriedades fisico-quimicas, nas
nanoparticulas depende de alguns fatores como tamanho da particula, carga superficial,
modificacbes da superficie, hidrofobicidade, entre outros (OHKOUCHI et al., 1990; FENG,
2004). O tamanho e o indice de polidispersdo sdo importantes para determinar a interacdo das
nanoparticulas com as membranas e a sua penetracdo através das barreiras fisiologicas
(FENG, 2004). No caso de tumores € possivel o direcionamento das nanoparticulas de forma
passiva, utilizando o efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR). Esse efeito
acontece devido as alteracfes encontradas nos vasos sanguineos tumorais. Esses vasos
possuem uma forma irregular, sdo dilatados, as células do endotélio sdo desorganizadas e com
grandes fenestracBes. A membrana basal ou a camada de musculo liso sdo ausentes ou
anormais, alem disso, o tecido tumoral possui uma fraca drenagem linfatica (SKINNER,;
TUTTON; O'BRIEN, 1990; NOGUCHI et al.,1998; IYER et al., 2006). Devido aos poros dos
vasos sanguineos tumorais serem maiores do que dos vasos normais, as nanoparticulas sdo
absorvidas com maior seletividade no tumor do que no tecido saudavel, a deficiéncia na
drenagem linfatica também contribui para o acimulo dessas nanoparticulas no tecido tumoral
(IYER et al., 2006; PODDUTURI et al., 2013). Dessa forma, os beneficios do efeito EPR
para a nanotecnologia sdo o aumento da biodistribuicdo no tecido tumoral e alteragbes na
farmacocinética, que podem aumentar a atividade antitumoral e diminuir a toxicidade ao

tecido saudavel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Obter e caracterizar nanoparticulas de PLA contendo curcumina, CTAM e curcumina-
CTAM, bem como avaliar a citotoxicidade dessas nanoparticulas sobre hemécias e células

tumorais da linhagem B16-F10.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para determinagdo de curcumina e CTAM simultaneamente;

e Obter nanoparticulas de PLA contendo curcumina, CTAM e curcumina-CTAM pelo
método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente;

o Realizar a caracterizagao fisico-quimica e determinar a eficiéncia de encapsulacdo dos
sistemas nanoestruturados obtidos;

e Avaliar a estabilidade, pelo monitoramento do potencial zeta, indice de polidispersao e
do tamanho das nanoparticulas armazenadas em diferentes temperaturas, por um periodo de
90 dias;

e Determinar o perfil de liberacdo in vitro das nanoparticulas;

e Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas e das drogas na forma ndo encapsulada
frente a hemacias;

e Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas sobre células de melanoma da linhagem
B16-F10.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

e Acetato de etila (Biotec®);

e Acido acético (Quimica Moderna®);

e Agua Ultrapura (sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, resistividade de 18.2 MO
cm);

e Alcool isopropilico (Fmaia®)

e Alcool polivinilico (Sigma ChemicalCo®., USA);

e Azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich®);

e Brometo de potassio grau espectroscopico (Sigma-Aldrich®);

e Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (Sigma-Aldrich®);

e Citrato de tamoxifeno (Sigma ChemicalCo®., USA);

e Cloreto de sodio (Biotec®);

e Curcumina (Sigma-Aldrich®);

¢ Diclorometano (Fmaia®);

e Dimetilsulféxido (Quimica Moderna®);

e D (+) Sacarose P.A. (Vetec® Quimica Fina);

e Estreptomicina (Sigma-Aldrich®);

e Etanol grau HPLC (J.T. Baker®);

e Etanol 99,5% (Fmaia®);

e Fosfato de sédio monobasico anidro P.A. (Vetec®);

e Fosfato de potassio dibasico P.A. (Biotec®);

e Glicose;

e Heparina sddica (Hipolabor®);

e Meio de cultura Dulbecco modificado por Iscove’s (Sigma-Aldrich®);

e Membranas filtrantes de acetato de celulose 0,22 um e politetrafluoretileno 0,45 pm
(Millipore®);

e Metanol grau HPLC (J.T. Baker®);

e Penicilina (Sigma-Aldrich®);

e Poli (L, &cido —lactico) (Sigma ChemicalCo®, USA);

e Polissorbato-80 (Sigma ChemicalCo®., USA);
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e Soro fetal bovino (Gibco®);
e Tripsina (Gibco®).

3.2 Equipamentos

e Agitador orbital;

e Aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Waters Alliance®) equipado
com detector de Arranjo de Fotodiodo;

e Autoclave vertical AV Plus (Phoenix®);

e Balanca analitica (Tecnal®);

e Bomba a vacuo (Tecnal® — Mod. TE 058).

e Banho ultrassonico (Unique®);

e Capela de fluxo laminar vertical (Veco®);

e Coluna analitica de fase reversa C18 (25 cm X 4 mm) tamanho de particula 5 pm
(Xterra Waters®);

e Desruptor de células ultrassénico - Unique®;

e Equipamento para analise do potencial zeta — ZetananoSizer (ZS - Malvern®);

e Equipamento para medida do espalhamento dinamico da luz (Brookhaven® 90 Plus);

e Espectrofotdometro UV — Spectra MAX 190 — Molecular Devices®;

e Espectrometro de infravermelho com transformagdo de Fourier (Termoelectron
Nicolet IR200 FT-IR — Thermo Scientific®);

e Evaporador rotatério (Tecnal® — Mod. TE 120);

e Liofilizador (Terroni® — Mod. LD1500);

e Microscopio CX21 (Olympus®);

e Microscopio eletrénico de transmissao;

e Pipetas monocanal (Labmate®);

e Seringas e agulhas estéreis e descartaveis;

e Sistema de ultrapurificacdo de agua — MilliQ Gradiente Millipore®;

e Sistema para analise de calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria (T.A
Instruments®, modelo SDT Q600);

e Ultracentrifuga refrigerada — Hermle Labortechnik® Z36HK;
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3.3 Métodos

3.3.1 Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE para

quantificacdo de curcumina e CTAM simultaneamente

A solugéo padrdo de curcumina, de CTAM e as amostras foram preparados em
metanol e agua na proporcdo de 85:15. Antes de serem analisadas as amostras foram filtradas
com filtro de politetrafluoretileno 0,45 um. A fase mdvel também foi filtrada, utilizando
membrada adequada para cada solvente e desgaseificada por 30 minutos.

O mesmo método foi utilizado para a quantificacdo da curcumina e do CTAM
alterando apenas o comprimento de onda de deteccdo. A validacdo desse método seguiu as
exigéncias do ICH (International Conference on Harmonization) e da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria) que solicitam as seguintes anlises: precisao (repetibilidade
e precisdo intermediaria), exatiddo, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), especificidade e robustez (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

a) Especificidade: A especificidade foi analisada em relacdo a solucdo utilizada no
ensaio de liberacdo in vitro e em relacdo ao sobrenadante de uma nanoparticula sem
curcumina e CTAM, como um controle para descartar a presenca de qualquer pico
interferente que ndo estivesse relacionado aos compostos em andlise. Além disso, foi
realizada a leitura de uma solucdo padréo de curcumina e CTAM separadamente, comparando
0s cromatogramas para verificar se existiam picos no mesmo tempo de retencéo.

b) Linearidade: A linearidade foi calculada pela constru¢do de uma curva analitica
com padrdes de curcumina e CTAM a partir de sete concentragdes (1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50
pg/mL), em quadruplicata. A &rea dos picos foi correlacionada com as concentragdes, para
verificar a existéncia de uma relacéo linear, a linearidade foi avaliada analisando o coeficiente
de correlagéo (r).

c) Exatiddo: Para essa andlise foram preparadas trés concentracGes de curcumina e
CTAM (5 pg/mL, 20 pg/mL e 50 pg/mL) em quadruplicata. Os resultados foram avaliados

pela porcentagem de recuperacao calculada conforme a equacgéo 1.

Porcentagem de recuperacdo = Concentracdo media experimental x 100 (Equacéo 1)

Concentracéo tedrica
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d) Precisdo: A precisdo foi avaliada pela precisdo intra-corrida (repetibilidade) e
precisdo inter-corridas (precisdo intermediaria). Na repetibilidade as anélises ocorreram no
mesmo dia em um curto espaco de tempo, na precisao intermediaria foram feitas analises em
dias diferentes. Em ambos os casos foram utilizadas 3 concentracfes de curcumina e CTAM,
dentro do intervalo da curva analitica, sendo uma baixa 5pg/mL, uma média 20pg/mL e uma
alta 50 pg/mL, em quadruplicata. Os resultados foram expressos utilizando média, desvio

padrdo (DP) e desvio padrdo relativo (DPR) conforme a equacao 2.

Desvio padréo relativo = Desvio padréo x 100 (Equacéo 2)

Concentracdo média experimental

e) Robustez: A robustez foi avaliada alterando os seguintes parametros: 1) fluxo de 0,8
para 0,75 e 0,85 mL/min, 2) propor¢cdo de fase mdvel de metanol, etanol e &cido acético
70:15:15 para 75:10:15, 3) temperatura da coluna de 25 °C para 30 °C e 20 °C. Os resultados
foram calculados por meio da porcentagem de recuperacdo e DPR (Equacéo 1 e 2).

f) Limites de deteccdo e quantificacdo: O limite de deteccédo e quantificacdo do método
foram calculados utilizando uma curva com baixas concentracbes das drogas, as
concentragdes utilizadas foram: 1 pg/mL, 0,8 ug/mL, 0,6 pg/mL, 0,4 pg/mL, 0,2 pg/mL e
0,1 pg/mL, em triplicata. Ap0s a construcdo da curva, com os valores do desvio padrdo médio
do intercepto com o eixo y e da inclinagdo da curva, foram encontrados os limites de deteccéo

e quantificacdo utilizando as equacdes 3 e 4, respectivamente.

Limite de deteccdo = Desvio padrdo médio do intercepto y x 3 (Equacdo 3)

Inclinagdo da curva analitica

Limite de quantificacdo = Desvio padrdo médio do intercepto y x 10 (Equacéo 4)

Inclinacdo da curva analitica

3.3.2 Obtencdo de nanoparticulas de PLA contendo CTAM, curcumina e curcumina-
CTAM

As nanoparticulas de PLA contendo CTAM, curcumina e curcumina-CTAM foram

preparadas pelo método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente, por meio de uma emulséo
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simples (O/A) (RAO; GECKELER, 2011). Inicialmente, 2,5 mg de curcumina foram
dissolvidas em de acetato de etila (900 pL), 2,5 mg de CTAM em dimetilsulféxido (100 pL) e
0 PLA (50 mg) dissolvido em diclorometano (1000 pL), formando assim a fase oleosa da
formulacdo. A fase oleosa foi vertida na fase aquosa composta de 10 mL de alcool
polivinilico (PVA) 0,5%, esse processo ocorreu sob sonicacdo por 4 minutos a 60 Hz. Apos
sonicagdo, a emulsdo formada foi levada para evaporacdo em evaporador rotatério
sob pressdo negativa (37 °C/30 minutos) para remocao dos solventes organicos.

As nanoparticulas formadas foram separadas por centrifugacdo (14000 rpm/30
minutos), o precipitado de nanoparticulas foi ressuspenso em agua para retirada da curcumina
e/ou CTAM que ndo encapsularam e remocdo do tensoativo, seguido de uma segunda
centrifugacdo (14000 rpm/30 minutos). O sobrenadante resultante das duas centrifugaces foi
separado para analise da eficiéncia de encapsulacdo de modo indireto. O precipitado de
nanoparticulas foi ressuspenso em sacarose 5% e posteriormente foi armazenado. As
nanoparticulas vazias foram preparadas nas mesmas condigdes citadas acima, mas sem a

adicdo curcumina ou CTAM.

3.3.3 Determinacdo do diametro médio e indice de polidispersdo por espectroscopia de
correlacdo de fétons

O diametro médio das particulas e o indice de polidispersdo foram determinados pela
espectroscopia de correlacdo de fotons (BIC 90 plus — Brookhaven Instruments Corp. EUA).
Para as analises as nanoparticulas foram suspensas em uma cubeta com &gua destilada, as
analises ocorreram na temperatura de 25° C, em um angulo de espalhamento de 90° e laser no

comprimento de onda de 659 nm.

3.3.4 Anélise por microscopia eletronica de transmisséo

O tamanho e a morfologia das nanoparticulas de curcumina, CTAM e curcumina-
CTAM foram analisados por microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). As amostras em
suspensdo foram colocadas em um suporte de cobre e contrastadas negativamente com acetato
de uranila a 2% (m/V) por 1 minuto. Em seguida as amostras foram analisadas por MET (Jeol
JEM 1400) utilizando 80 kV.
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3.3.5 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo

O sobrenadante resultante das centrifugacfes das nanoparticulas durante o seu
preparo, foi diluido na proporcdo de 1:10 em solucdo de metanol e é&gua, sendo
posteriormente filtrado e analisado por CLAE. A fase movel utilizada foi metanol, &cido
acético 0,5% e etanol (70:15:15), com fluxo isocréatico de 0,8 mL/min e volume de injecdo de
60 uL. O detector PDA em um comprimento de onda de 417 nm para curcumina e 240 nm
para 0 CTAM. A cromatografia foi realizada em fase reversa, utilizando coluna C18. Dessa
forma, a eficiéncia de encapsulacdo (E.E%) foi determinada pelo método indireto, segundo a

equacéo 5.

E.E%= Concentracdo inicial — Concentracdo do sobrenadante x 100  (Equacéo 5)

Concentragéo inicial

3.3.6 Potencial zeta

A andlise do potencial zeta foi realizada para as nanoparticulas de curcumina, CTAM,
curcumina-CTAM, nanoparticulas vazias e para a curcumina e 0 CTAM na forma livre. Uma
aliquota dessas amostras foi diluida em &gua purificada e acondicionadas em célula
eletroforética, as analises foram realizadas em triplicata no equipamento ZetananoSizer (ZS -
Malvern®).

3.3.7 Estabilidade

A estabilidade das nanoparticulas foi realizada por um periodo total de 90 dias,
analisando o tamanho e o indice de polidispersdo (item 3.3.3), além do potencial zeta (item
3.3.6) das nanoparticulas armazenadas em temperatura ambiente, 5 °C e -15 °C. As analises
foram realizadas para as nanoparticulas de CTAM, curcumina e curcumina-CTAM em
triplicata e ocorreram no dia de preparo das nanoparticulas e nos tempos de 7, 30, 60 e 90
dias, no caso das nanoparticulas congeladas foram feitas varias aliquotas que foram

descongeladas antes de cada analise.
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3.3.8 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

As nanoparticulas de curcumina, CTAM, curcumina-CTAM, vazias e as drogas na
forma livre foram submetidas a andlise por espectroscopia na regido do infravermelho. As
amostras foram preparadas com uma solucdo de brometo de potéssio, sendo submetidas a
compressao por prensa hidraulica formando assim pastilhas, as quais foram analisadas através
de espectroscopia na regido do infravermelho (Termoelectron Nicolet IR200 FT-IR - Thermo
Scientific®) na faixa de 4000 a 400 cm™.

3.3.9 Calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria

As amostras correspondentes as nanoparticulas de curcumina, CTAM, curcumina-
CTAM, nanoparticulas vazias e as drogas na forma livre foram analisadas por
termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC) (TA Instruments®, Mod.
SDT Q600). Para essas analises as amostras foram adicionadas e seladas em cadinhos de
aluminio, posteriormente foram submetidas a aquecimento sob atmosfera de nitrogénio, com
razdo de aquecimento de 10 °C/min, variacdo de temperatura de 30 a 450 °C e vazdo do gas de
arraste de 100 mL/min. Antes dos ensaios foram realizadas calibra¢des na célula do DSC no
eixo das temperaturas utilizadas, essa calibraces foram feitas com padrdes de zinco, oxalato

de célcio e safira.

3.3.10 Perfil de liberacéo in vitro

Para obter o perfil de liberacdo in vitro, primeiramente as nanoparticulas de
curcumina, CTAM e curcumina-CTAM foram diluidas em polissorbato 80 1% pH 7,4 nas
concentragcdes de 250 pg/mL para a curcumina e de aproximadamente 150 pg/mL para o
CTAM. Essa dispersdo de nanoparticulas foi incubada sob agitagdo orbital a 150 rpm na
temperatura de 37 °C. Nos tempos de 1, 3, 5, 8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas as
nanoparticulas foram centrifugadas (15000 rpm/30 minutos) o sobrenadante foi retirado e
analisado por CLAE para a quantificacdo da droga liberada. O precipitado contendo as
nanoparticulas foi ressuspenso em um novo meio (polissorbato 80 1% pH 7,4) e submetido a
agitacdo. As analises foram realizadas em triplicata.

Para obter o perfil de liberagdo, os dados obtidos foram submetidos aos modelos

matematicos de ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, Higuchi, além do modelo de
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Korsmeyer-Peppas utilizando o software MicroMath Scientist®, segundo as equacdes do
Quadro 2.

Quadro 2 — Equacdes matematicas utilizadas para obter o perfil e 0 mecanismo de liberacdo in vitro
das nanoparticulas de CTAM, curcumina e curcumina-CTAM.

Modelo Equacao
Ordem zero C=kt
Primeira ordem C=100 (1 - e'kt)
Segunda ordem C=100 [1- (Ae™ + Be'Bt) ]
Higuchi C=kt
Korsmeyer-Peppas C=at"

Onde: C representa o percentual do fa&rmaco dissolvido no tempo t; k, o e B, constantes cinéticas de
dissolucdo; A e B, concentracdes iniciais do farmaco que contribuem para os dois momentos de
dissolucdo do farmaco; a, constante que mostra as caracteristicas estruturais e geométricas da forma
farmacéutica; n, expoente de liberacdo que indica 0 mecanismo da liberacéo.

3.3.11 Analise da citotoxicidade das nanoparticulas e das drogas na forma livre sobre

hemacias

O experimento de citotoxicidade frente a hemacias humanas foi avaliado e aprovado
pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Estadual do Centro-Oeste, tendo como
registro o n® 840.169/2014 (Anexo A). Inicialmente foram coletados 5 mL de sangue humano
e colocados em frasco contendo heparina, em seguida foi realizada a centrifugacdo (4 °C,
2500 rpm por 5 minutos) para retirada do plasma. O sangue entdo foi lavado com tampdo
fosfato de sdédio (PBS) 10 mM (pH 7,4) e centrifugado. Esse processo foi repetido 3 vezes.
Apbs lavagem, o volume globular foi ajustado para 2 % com tampdo PBS 10 mM (pH 7,4)
contendo glicose (1,08 mg/mL), penicilina (0,3 mg/mL) e estreptomicina (0,5 mg/mL).

Apos ajuste do volume globular, as hemacias foram incubadas em diferentes tempos
(20 minutos, 1, 3, 24, 48 e 72 horas) a 37 °C com as nanoparticulas de curcumina,
nanoparticulas de CTAM, nanoparticulas de curcumina-CTAM e as drogas na forma livre,
nas concentracGes de 200 pg/mL para a curcumina e 100 pg/mL para o CTAM, sob agitacéo
constante. O controle de 100% de hemdlise foi realizado incubando as hemécias com agua
destilada, o controle negativo pela incubacdo com tampéao PBS 10 mM (pH 7,4). Também foi
realizado o controle de etanol, utilizado para dissolver a curcumina e 0 CTAM na forma livre

e o controle com as nanoparticulas vazias.
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Nos tempos determinados, a suspensdo de hemacias foi centrifugada (4 °C, 2500 rpm
/5 minutos), a hemoglobina liberada pela ruptura das hemacias foi determinada no
sobrenadante medindo a absorbancia em 540 nm. A porcentagem de hemdlise foi calculada

utilizando a equacéo 6.

% Hemolise = Absorbancia ; x 100  (Equag&o 6)

Absorbancia

Onde:
Absorbancia , representa a absorbancia da amostra.
Absorbancia . a absorbancia do controle de 100% de hemolise.

3.3.12 Andlise da citotoxicidade sobre células tumorais

3.3.12.1 Cultivo das células

As células da linhagem B16-F10 (ATCC CRL-6475) de melanoma murino, foram
mantidas em meio de cultura Dulbecco modificado por Iscove’s, suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina ¢ 10 pug/mL estreptomicina. As células foram
repicadas duas vezes por semana em ambiente estéril utilizando fluxo laminar, sendo
armazenadas em uma concentracdo de 2x10° células/mL em estufa & temperatura de 37 °C e
atmosfera umidificada com nivel de CO, a 5%. O crescimento das células foi acompanhado
por microscopio invertido, a viabilidade celular foi calculada utilizando azul de tripan 0,4 %

com contagem em camara de Neubauer.

3.3.12.2 Ensaio de citotoxicidade

Para o ensaio de citotoxicidade 1x10* células/mL foram distribuidas em placa com 96
pogos e incubadas por 24 horas em estufa (37 °C e 5% de CO,). Apos esse periodo o meio foi
retirado, adicionando a curcumina e o CTAM livre, nanoparticulas de curcumina-CTAM,
nanoparticulas de curcumina e nanoparticulas de CTAM, completando o volume final para
200 pL com meio de cultura. Antes de serem adicionadas a placa as nanoparticulas foram
diluidas em tampdo PBS e as drogas livres em etanol, para assim obter as seguintes
concentrgdes 40, 10 e 3 pg/mL para a curcumina e 24, 6, e 2 ug/mL para o CTAM e na

associacdo de curcumina-CTAM foram testadas nas seguintes concentracdes 40 e 24, 10 e 6,
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3 e 2 pg/mL para a curcumina ¢ CTAM, respectivamente. As células foram incubadas junto
com as nanoparticulas nas concentragdas citadas por periodos de 24 e 72 horas a 37 °C, com 5
% de CO,. Os controles foram realizador utilizado etanol, nanoparticulas vazias e apenas
meio de cultura para o controle positivo.

A leitura do teste foi feita por meio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), esse composto é solivel em agua e forma um formazan insoltvel de
cor roxa apenas em células vivas, o formazan formado pode ser solubilizado utilizando etanol
e mensurado através de espectrofotdmetro. Assim, para a quantificacdo das células vivas apds
cada tempo o meio foi retirado, adicionando em seguida 50 pL de MTT incubando por 3
horas, posteriormente o MTT foi retirado e adicionou-se 50 pL de etanol e 150 puL de uma
solucdo contendo tampdo PBS e alcool isopropilico (1:1). A leitura do teste foi feita em 570
nm e 630 nm, a leitura em 630 nm foi realizada para minimizar o efeito da turvacédo
ocasionada pelas células viaveis e a leitura em 570 nm esté relacionada ao formazan. O valor
final foi encontrado subtraindo o valor obtido em 630 nm dos valores em 570 nm, a
viabilidade celular foi calculado através da equacdo 7. Os experimentos foram realizados em

quadruplicata e os resultados analisados por meio de média e desvio padréo.

Viabilidade (%) = Absorbancia, x 100  (Equagdo 7)
Absorbancia

Onde: Absorbancia , representa a absorbancia da amostra. Absorbancia . a absorbancia do controle
positivo de células.

3.3.13 Andlise estatistica

As analises estatisticas dos resultados obtidos na eficiéncia de encapsulacdo e
liberacdo in vitro foram realizadas utilizando teste t para varidveis independentes e a
estabilidade teste t para variaveis dependentes. Os dados obtidos na determinacdo do
tamanho, indice de polidispersdo, na avaliacdo da citotoxicidade em hemacias e em células da
linhagem B16-F10, foram avaliados utilizando ANOVA de uma via, com 95% de confianca e
pos-teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes com p <
0,05.


http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE para quantificacao

de curcumina e CTAM simultaneamente

Apesar de existirem métodos por CLAE para quantificacdo de curcumina e CTAM,
nenhum método que quantificasse esses dois compostos ao mesmo tempo foi encontrado
(KOJIMA et al., 2007; KAPSE et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2012; MOORTHI et al.,
2013; SYED et al., 2015). Dessa forma, para a andlise da eficiéncia de encapsulacdo das
nanoparticulas, foi necessario desenvolver e validar uma metodologia por cromatografia
liquida de alta eficiéncia equipada com detector de Arranjo de Fotodiodo (PDA), para a
quantificacdo de curcumina e CTAM simultaneamente. A quantificacdo dessas drogas por um
mesmo método € vantajosa, utilizando o mesmo método pode-se economizar tempo, pois a
leitura das amostras ocorre simultaneamente. Além disso, a estabilizacdo da pressdo do
sistema frente a fase movel, a limpeza da coluna e o preparo das amostras para a leitura é feito

apenas uma vez, fazendo com que ocorra economia de solventes, tempo e materiais.

4.1.1 Paréametros cromatograficos

As condicdes cromatograficas foram definidas por meio de testes, buscando 0s
parametros que apresentassem os melhores cromatogramas com picos finos e simétricos para
a curcumina e para 0 CTAM. Além disso, o pico deveria ser especifico para cada droga, para
que a curcumina e o0 CTAM ndo interferissem na analise um do outro. Os parametros
cromatograficos encontrados que atenderam esses critérios estdo descritos na Tabela 1. Para
as andlises foi padronizado que as amostras seriam diluidas em uma solugdo de metanol e
agua na proporcéo de 85:15.

O comprimento de onda para deteccdo por PDA da curcumina e CTAM foi
encontrado fazendo uma varredura. Com isso foi possivel encontrar o melhor comprimento de
onda para a analise do CTAM, que foi em 240 nm. O cromatograma obtido nesse
comprimento de onda nas condi¢gdes cromatograficas citadas na Tabela 1 esta representado na
Figura 5. Nele podemos observar um pico em 2,1 min relacionado ao CTAM (20 mg/mL) e
em 3,9 min relacionado a curcumina (20 mg/mL), porém esse comprimento de onda foi

utilizado apenas para a quantificacdo do CTAM.
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Tabela 1 - Pardmetros cromatogréficos utilizados para a quantificagdo de curcumina e citrato de
tamoxifeno por CLAE.

Parametros cromatograficos

Coluna C18 (25 cm X 4 mm) 5 um

Deteccdo curcumina A=417nm

Deteccdo tamoxifeno A =240 nm

Fluxo 0,8 mL/min

Fase movel Metanol:etanol:4cido acético 0,5% (70:15:15)

Volume de injecédo 60 uL
Temperatura da coluna 25°C
Temperatura da amostra 20 °C

Figura 5 - Cromatograma de uma solucdo padrdo contendo 20 ug/mL de CTAM e 20 ug/mL de
curcumina no comprimento de onda utilizado para deteccdo do CTAM (240 nm). Fase movel:
metanol, etanol e acido acético 0,5% (70:15:15).

024

Absorbancia
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Minutos

A varredura por PDA também foi realizada para encontrar o melhor comprimento de
onda para deteccdo da curcumina, que foi em 417 nm (Figura 6). Nesse comprimento de onda
a curcumina apresentou um pico mais simétrico e com maior absorbancia em relagdo ao pico

encontrado em 240 nm. Por isso as analises da curcumina foram realizas em 417 nm. O tempo
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de retengé@o da curcumina foi de 3,9 min com um tempo total de corrida de 4,9 min. Nenhum

pico relacionado ao tamoxifeno foi encontrado nesse comprimento de onda.

Figura 6 — Cromatograma de uma solucéo padréo de 20 pg/mL de CTAM e 20 pg/mL de curcumina
no comprimento de onda utilizado para detec¢do da curcumina (417 nm). Fase moével: metanol, etanol
e 4cido acético 0,5% (70:15:15).
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4.1.2 Validacao do método

O mesmo metodo foi utilizado para a deteccdo do CTAM e da curcumina, mas as
analises ocorreram em dois comprimentos de onda diferentes, relacionados a cada composto.
A partir dos pardmetros cromatograficos encontrados foi possivel dar inicio a validagdo da
metodologia, para assim verificar se 0 método atendia as especificagdes da ANVISA e do
ICH (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

4.1.2.1 Especificidade
A especificidade esta relacionada a capacidade do método de quantificar o composto

em analise mesmo na presenca de outros componentes. Os compostos presentes no

sobrenadante das nanoparticulas ou no meio utilizado para o ensaio de liberacdo, poderiam
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apresentar picos no mesmo tempo de retencdo da curcumina ou CTAM, assim podendo
comprometer as andlises. Para confirmar a especificidade do método, primeiramente foi
realizada a leitura do sobrenadante das nanoparticulas vazias e de um padrdo de CTAM e
curcumina (20 pg/mL) em 240 e 417 nm. O cromatograma obtido para a solugdo padréo foi
sobreposto ao cromatograma do sobrenadante das nanoparticulas vazias em 417 nm, e estdo
representados na Figura 7 A. Nessa figura € possivel observar que o sobrenadante das
nanoparticulas vazias ndo possuia nenhum pico que pudesse prejudicar a analise da
curcumina. Da mesma forma na sobreposi¢do com a solucdo padrdo no comprimento de onda
de 240 nm (Figura 7 B) ndo foi encontrado nenhum pico interferente para a analise do CTAM.
A solucdo utilizada no perfil de liberacdo in vitro também foi analisada e ndo apresentou

nenhum pico interferente tanto em 240 quanto em 417 nm.

Figura 7 - Cromatograma mostrando a especificidade do método em relagdo ao sobrenadante das
nanoparticulas vazias. A: Sobreposicdo do cromatograma das nanoparticulas vazias e de um padréo de
CTAM e curcumina 20 pg/mL. A: 417 nm. B: Sobreposi¢do do cromatograma das nanoparticulas
vazias e de um padréo de CTAM e curcumina 20 pg/mL. A: 240 nm.
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4.1.2.2 Linearidade

Para avaliar a linearidade do método em relacdo a curcumina e ao CTAM foram
construidas curvas para ambas as drogas, nas seguintes concentracdes 1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50
pg/mL, em quadruplicata. Para ser considerado linear, segundo a ANVISA, o método deve
ter um coeficiente de correlacdo (r) igual ou superior a 0,99. Na Figura 8 esta representada a
curva analitica obtida para 0 CTAM, os resultados obtidos mostram que o método € linear
com r = 0,999 e equacdo da reta y = 145295x + 10727.

Figura 8 - Curva analitica obtida por CLAE para quantificacdo de CTAM nas concentra¢des de 1-50
pug/mL. Fase mével metanol, etanol e acido acético 0,5% (70:15:15), A: 240 nm. Equagao da reta: y =
145295x + 10727 (r = 0,999).
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A curva analitica obtida para a curcumina (Figura 9) tambeém foi considerada linear
com r = 0,999, equacéo da reta y = 669840x — 38495.
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Figura 9 - Curva analitica obtida por CLAE para quantificacdo de curcumina nas concentracdes de 1-
50 pg/mL. Fase movel metanol, etanol e acido acético 0,5% (70:15:15), A: 417 nm. Equacéo da reta:
y = 669840x - 38495 (r = 0,999).
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4.1.2.3 Exatidao

A exatiddo relaciona a proximidade do valor obtido com o valor real. A exatidao foi
avaliada por meio da porcentagem de recuperagdo e DPR de trés concentragdes de curcumina
e CTAM. Os resultados estdo descritos na Tabela 2 para 0 CTAM e na Tabela 3 para a
curcumina e mostram que o0 método € exato, pois 0s dados obtidos apresentam concordancia
com o valor teorico. A recuperacdo média das trés concentragdes de CTAM foi de 99,5% e de
101% para a curcumina, valores muito proximos aos reais. Além disso, o DPR ficou abaixo

de 5% que € o preconizado pela ANVISA.

Tabela 2 - DPR e porcentagem de recuperacgéo obtidos pelo teste de exatiddo para 0 CTAM,
(n=4).

Padréo de CTAM Recuperacédo (%) DPR (%)
5 pg/mL 98,4 0,445
20 pg/mL 98,7 0,749
50 pg/mL 101 0,264
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Tabela 3 - DPR e porcentagem de recuperacdo obtidos pelo teste de exatiddo para a
curcumina, (n=4).
Padréo de Curcumina Recuperagdo (%) DPR (%)

5 ug/mL 101 2,82
20 pg/mL 99,9 0,946
50 pg/mL 103 2,01

4.1.2.4 Precisao

A precisdo foi avaliada por meio da repetibilidade e da precisdo intermediaria que
estdo relacionadas, respectivamente, aos dados obtidos em um curto periodo de tempo e aos
resultados obtidos em dias diferentes. Para avaliar esses parametros foram utilizadas trés
concentragdes de curcumina e CTAM em quadruplicata. Os dados obtidos para a
repetibilidade estdo na Tabela 4 e para precisdo intermediaria na Tabela 5. O preconizado pela
ANVISA para que o método tenha precisdo é um desvio padrdo relativo menor que 5%,
avaliando os resultados foi possivel concluir que o método € preciso em relacdo a
repetibilidade e precisdo intermediaria. Tanto para a curcumina como para 0 CTAM, nas trés
concentracdes testadas, o desvio padrdo relativo foi menor que 5%, sendo que o maior DPR
encontrado para a curcumina foi de 2,83% e para 0 CTAM de 3,62%.

Tabela 4 - Média, desvio padrdo (DP) e desvio padréo relativo (DPR) encontrados para a curcumina e
para 0 CTAM no teste de repetibilidade (n=4).

Curcumina CTAM
Solucéo padréo Concentracdo + DP  DPR (%) Concentracdo + DP DPR (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Dial
(repetibilidade)
5 4,80 + 0,02 0,336 4,92 +£0,02 0,445
20 19,4+0,2 0,994 19,7+0,1 0,749

50 515+0/4 0,761 50,7+0,1 0,264
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Tabela 5 - Média, desvio padréo (DP) e desvio padréo relativo (DPR) encontrados para a curcumina e
para 0 CTAM no teste de precisdo intermediaria (n=4).

Curcumina CTAM
Solugiio padriao (ug/mL) Concentracdo + DP DPR  Concentragdo + DP DPR
(ng/mL) (%) (ug/mL) (%)
Dia 2
(precisdo intermediaria)
5 5,06 + 0,14 2,82 4,87 +0,18 3,62
20 20,0+0,2 0,946 19,5+0,5 2,65
50 51,6+1,0 2,01 48,8+ 0,3 0,554
Dia 3
(precisdo intermediéria)
5 4,791 £ 0,072 1,49 4,97 £ 0,03 0,621
20 19,522 + 0,553 2,83 19,4+0,2 1,14
50 48,1+0,2 0,516 49,3+0,2 0,342

4.1.2.5 Robustez

A robustez é a capacidade do método em resistir a pequenas variag@es, permanecendo
constante. Para a analise da robustez o método foi avaliado frente a variagcGes, como
alteracdes no fluxo de 0,8 mL/min para 0,75 mL/min e 0,85 mL/min, na proporc¢do de fase
movel de metanol, etanol e acido acético 70:15:15 para 75:10:15 e temperatura da coluna de
25 °C para 30 °C e 20 °C. Os resultados foram expressos em porcentagem de recuperagao e

DPR, sendo descritos na Tabela 6 parao CTAM e Tabela 7 para curcumina.

Tabela 6 - Porcentagem de recuperacdo e DPR obtidos no teste de robustez para o CTAM
(n=4).

VariagOes do Porcentagem de Recuperagéao + DPR
metodo 5 pg/mL 20 pg/mL 50 pg/mL
Fluxo 0,75 mL/min 102 £ 0,2 103+1 104 +£1
Fluxo 0,85 mL/min 951+2,6 95,7+1,2 954+15
Fase movel 100 + 3 101+ 1 100+ 1
Temperatura 20 °C 97,5+3,7 979+24 98,2+ 0,6

Temperatura 30 °C 100 +3 1011 101 +1
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Tabela 7 - Porcentagem de recuperacao e DPR obtidos no teste de robustez para a curcumina
(n=4).

Variagdes do Porcentagem de Recuperacdo + DPR
método 5 ng/mL 20 pg/mL 50 pg/mL
Fluxo 0,75 mL/min 102 +£0,3 1011 104 +2
Fluxo 0,85 mL/min 96,5+0,6 952+2,0 95,7+15
Fase movel 97,3+31 98214 990+1,1
Temperatura 20 °C 102 +2 101+14 103 +1
Temperatura 30 °C 99,3+2,3 988+1,1 102 £2

Os resultados obtidos mostram que o método foi robusto frente a todas as
modificacOes realizadas, apresentado uma porcentagem de recuperacdo proxima a 100%,
mostrando a conformidade entre os valores tedricos e os obtidos. Também foi encontrado um
desvio padrdo relativo menor que 5% mostrando que os resultados continuaram precisos

mesmo com as variagdes.

4.1.2.6 Limite de quantificacéo e limite de detecgdo

O limite de quantificacdo esté relacionado com a menor quantidade de um composto
que pode ser guantificada com precisdo e exatiddo pelo método desenvolvido. O limite de
deteccdo é a menor quantidade que pode ser detectada, mas que pode apresentar uma
quantificacdo errada (ANVISA, 2003).

Utilizando a curva de calibragdo com baixas concentra¢des de curcumina e CTAM
(1; 0,8; 0,6; 0,4;0,2e0,1 pg/mL), em triplicata, foi estabelecido o limite de quantificacéo e
o limite de deteccdo do método. A curva obtida para a curcumina foi linear com valor de
r=0,999 e equacdo da reta y = 679914x + 11550 esse resultado pode ser observado na Figura
10. Utilizando a equacgdo 4 foi encontrado o LQ para a curcumina de 0,033 pg/mL e
utilizando a equacédo 3 o LD que foi 0,010 pg/mL.

A curva obtida para 0 CTAM também foi linear com r = 0,999 e equacdo da reta
y = 175115x - 3813, esses resultados estdo apresentados na Figura 11. O valor do limite de
quantificacdo e de deteccdo foram calculados, com um LQ de 0,037 ug/mL e LD de 0,011
ug/mL para o CTAM.
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Figura 10 - Curva analitica para obtencdo do limite de quantificacdo e de detecgdo da curcumina, fase
movel metanol, etanol e acido acético 0,5% (70:15:15), concentragfes de 0,1-1,0 pg/mL. A: 417 nm.
Equacdo da reta: y = 679914x + 11550 (r = 0,999).
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Figura 11 - Curva analitica para obtencdo do limite de quantificacdo e de detec¢do do CTAM, fase
maével metanol, etanol e acido acético 0,5% (70:15:15), concentragfes de 0,1-1,0 pug/mL. A: 240 nm.
Equacdo da reta: y = 175115x - 3813 (r = 0,999).
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4.2 Obtengdo de nanoparticulas de PLA contendo CTAM, curcumina e curcumina-
CTAM

Os parametros para a obtencdo de nanoparticulas de PLA contendo CTAM e
curcumina foram encontrados tendo como base outros estudos que desenvolveram
nanoparticulas semelhantes. Como o trabalho de Jain et al. (2011) que produziram
nanoparticulas de PLA contendo tamoxifeno pelo método de emulsdo-difusdo evaporacdo do
solvente (O/A) e encontraram menor tamanho e polidispersdo para as nanoparticulas obtidas
por sonicagdo, em comparacdo com as obtidas por homogeneizagdo (10000 rpm e
15000 rpm). Altmeyer et al. (2014) desenvolveram nanoparticulas de PLA contendo CTAM
testando os tensoativos PVA, polissorbato 80 e poloxamer 188. As melhores caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas foram encontradas utilizando o PVA como tensoativo. O
PVA também resultou em melhores caracteristicas fisico-quimicas quando comparado com 0
brometo de didodecildimetilamonio e Pluronic F-68 em nanoparticulas de PLA contendo
tamoxifeno (JAIN et al., 2011). Além disso, Khalil et al. (2012) demonstraram uma eficiéncia
de encapsulacdo de 81% e tamanho de 162 nm para nanoparticulas de PLGA contendo
curcumina, obtidas pelo método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente (O/A) utilizando o
PVA.

Com base nesses estudos foram escolhidos os parametros da formulagdo que
apresentaram 0s melhores resultados. Neste trabalho as nanoparticulas de PLA contendo
CTAM, curcumina e curcumina-CTAM foram obtidas com sucesso pelo método de
emulsificacdo-evaporacdo do solvente (O/A), por meio da sonicagéo e utilizando o PVA 0,5%

como tensoativo.

4.3 Determinacdo do didametro médio e indice de polidispersdo por espectroscopia de

correlagdo de fotons

O tamanho e o indice de polidispersdo podem influenciar a capacidade das
nanoparticulas de interagir com a membrana celular e sua penetracdo através das barreiras
biologicas. Quanto mais alto for o indice de polidispersdo maior sera a diferenca de tamanho
das nanoparticulas, podendo tornar os parametros farmacocinéticos irregulares, afetando a
eficiéncia  terapéutica da formulagio (MULLER, 1991; BRANNON-PEPPAS;
BLANCHETTE, 2004). Particulas em torno de 150 nm sdo distribuidas de maneira mais

eficiente em tumores do que as maiores e sdo menos fagocitadas pelos macrofagos. O sistema
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imunolégico tem maior dificuldade para reconhecer essas particulas. Enquanto que em células
ndo fagocitarias particulas menores sdo mais absorvidas do que as maiores, o tamanho também
afeta a estabilidade fisica e a liberacdo (FENG, 2004; He et al., 2010).

Todas as nanoparticulas obtidas nesse estudo foram analisadas em relacdo ao diametro
médio utilizando a espectroscopia de correlacdo de fotons. Essa técnica é baseada na
dispersdo da luz causada pelos movimentos brownianos das particulas (GAUMET et al.,
2008). Os resultados ficaram préximos a 190 nm e podem ser observados na Tabela 8. N&o
ocorreram diferencas estatisticas significantes em relagdo ao tamanho das nanoparticulas de
curcumina, CTAM ou curcumina-CTAM. Outros estudos encontraram resultados
semelhantes, com tamanho de 224 nm para nanoparticulas de PLA contendo tamoxifeno,
obtidas pelo método de nanoprecipitacdo. Tamanho préximo a 200 nm para nanoparticulas de
PLA contendo Fe3O,4 e tamoxifeno e 200 nm para nanoparticulas de PLA contendo curcumina
obtidas pelo método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente por sonica¢do (HU; NEOH;
KANG, 2006; PANDEY et al., 2015; SILVA-BUZANELLO et al., 2015).

Tabela 8 — Diametro médio e indice de polidispersdo, obtidos por espectroscopia de correlagdo de
fétons, para as nanoparticulas de CTAM, curcumina e curcumina-CTAM (n=5).

Diametro médio (nm) indice de polidisperséo

Meédia + desvio padrdo  Média + desvio padrao

Nanoparticulas de CTAM 189 +9° 0,091 + 0,018 "

Nanoparticula de curcumina 189 + 32 0,097 + 0,028 °

Nanoparticulas de CTAM e 187 £4° 0,104 + 0,014 °
curcumina

Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (p < 0,05).

Outro parametro analisado foi o indice de polidispersdo, em uma escala de 0 a 1, um
indice de polidispersdo menor que 0,1 pode ser associado a uma grande homogeneidade das
nanoparticulas, enquanto um valor elevado estd associado com uma ampla distribuicdo de
tamanho (GAUMET et al., 2008). Os resultados encontrados para as nanoparticulas de
CTAM, curcumina e curcumina-CTAM mostram a homogeneidade de tamanho dessas
nanoparticulas, com um indice de polidispersdo proximo a 0,100 (Tabela 8). Além disso, as
nanoparticulas apresentaram um perfil de distribuicdo monomodal (Figura 12), ou seja, com
uma distribuigdo simétrica centrada perto de 190 nm, esse perfil de distribuicdo também esta

relacionado a homogeneidade de tamanho das nanoparticulas.



53

Figura 12 - Perfil de distribuicdo de tamanho, (A) nanoparticulas de curcumina-CTAM, (B)
nanoparticulas de CTAM, (C) nanoparticulas de curcumina.

(A) 190
75
4]
=
S
‘w50
=
Jab]
E
25
0 :
500 . 5000
Didmetro (nm)
(B)100
75
18]
=
[
D
=
1]
E
25
0 )
500 » 5000
Didmetro (nm)
(C) 100
75
[45]
=
(]
b=
250
Jab]
=
25
0 !
500 N 500.0
Diametro (nm)

4.4 Analise por microscopia eletronica de transmissao

As nanoparticulas foram analisadas por microscopia eletrénica de transmissdo. Essa
técnica é complementar & espectroscopia de correlacdo de fotons e também mostra o tamanho
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das particulas, além de fornecer informagdes relacionadas & morfologia das nanoparticulas. Os
resultados obtidos com essa técnica estdo apresentados na Figura 13 que mostra as imagens
obtidas para as nanoparticulas de CTAM, curcumina e curcumina-CTAM. Nessas imagens foi
possivel observar que todas as nanoparticulas analisadas apresentaram formato esférico, com
tamanho proximo a 100 nm. O tamanho encontrado pela microscopia foi semelhante ao
obtido pela espectroscopia de correlacdo de fotons, levando em consideragdo que essas

técnicas possuem principios diferentes.

Figura 13 - Imagens das nanoparticulas obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo, (A)
nanoparticulas de curcumina, (B) nanoparticulas de CTAM, (C) e (D) nanoparticulas de curcumina-
CTAM.
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4.5 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo foi medida pelo método indireto conforme descrito
anteriormente no item 3.3.5. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 9 e foram de
aproximadamente 57% para o0 CTAM e 92% para a curcumina. Com essa analise é possivel
observar uma alta eficiéncia de encapsulacdo para a curcumina e uma eficiéncia menor para o
CTAM. Além disso, ndo ocorreram diferencas na eficiéncia de encapsulacdo do CTAM e da
curcumina quando encapsulados sozinhos ou juntos em uma mesma nanoparticula. Como o
método utilizado é mais adequado para substancias hidrofébicas, a menor eficiéncia de
encapsulacdo encontrada para 0 CTAM pode ter ocorrido por ele ser mais hidrofilico quando

comparado a curcumina.

Tabela 9- Eficiéncia de encapsulacdo para as nanoparticulas de curcumina, CTAM e curcumina-
CTAM, resultados expressos em média £ DP (n=5).

Tipo de nanoparticula Eficiéncia de encapsulacéo (%)
Curcumina CTAM
Nanoparticulas de curcumina 93,0+27°% _
Nanoparticulas de CTAM _ 55,4 +4,8°
Nanoparticulas de curcumina-CTAM 914+20° 58,2 +5,3°"

Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (p < 0,05).

4.6 Potencial zeta

O potencial zeta esta relacionado a carga superficial das particulas, resultante da
dissociacdo de grupos funcionais da superficie da particula ou da adsorcéo de ions presentes
no meio dispersante. Esse é um parametro importante que pode influenciar a atividade
biologica, a interagdio com as membranas celulares e a estabilidade dos sistemas
nanoestruturados (YALLAPU et al., 2010; VIEIRA; REDIGUIERI; REDIGUIERI, 2013). De
modo geral, valores de potencial zeta proximos de -25 mV, ou mais afastados de zero,
permitem prever uma boa estabilidade para as nanoparticulas, evitando a agregacao devido a
repulsdo eletrostatica, enquanto valores mais proximos de zero estdo relacionados a uma
maior instabilidade (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Neste trabalho, foi analisado o potencial zeta das nanoparticulas e dos compostos na
forma livre, os dados obtidos estdo expressos na Tabela 10. As nanoparticulas vazias
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apresentaram um potencial zeta de -15 mV, esse resultado negativo estd possivelmente
relacionado aos grupos carboxilicos presentes nas extremidades da cadeia do PLA (HU;
NEOH; KANG, 2006; DAYYOUB et al., 2013). As nanoparticulas contendo curcumina
apresentaram um potencial zeta de -26 mV. Esse potencial mais negativo em relacdo as
nanoparticulas vazias pode estar associado a curcumina adsorvida na superficie das
nanoparticulas, pelo fato de que a curcumina na forma livre apresentou um potencial zeta de
-30 mV. No caso das nanoparticulas de curcumina-CTAM e de CTAM, elas apresentaram
potencial zeta de -17 mV e -16 mV, respectivamente. Esse valor mais proximo de zero
quando comparado com as nanoparticulas de curcumina pode ser explicado pela interferéncia
do potencial positivo do CTAM (26 mV) que provavelmente ficou adsorvido na superficie da

nanoparticula.

Tabela 10 - Andlise do potencial zeta das nanoparticulas de CTAM, curcumina e curcumina-CTAM,
além das nanoparticulas vazias e das drogas na forma livre, expressos em média £ DP (n=3).

Formulacéo Potencial Zeta (mV)
Nanoparticulas de CTAM -16+1°
Nanoparticulas de curcumina 26+1°
Nanoparticulas de CTAM e curcumina -17+3°
Nanoparticulas vazias -15+0,6°
Curcumina livre -30+2°
CTAM livre 26+0,7°¢

Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (p < 0,05).

Hu, Neoh e Kang (2006) encontraram um potencial zeta semelhante aos desse estudo
de -13 mV para nanoparticulas de PLA contendo Fe3O,4 e tamoxifeno. Outros estudos também
relataram a mudanca de potencial zeta da nanoparticula vazia, ocasionada pela encapsulacéo
de curcumina ou tamoxifeno. Nanoparticulas vazias de PLGA apresentaram um potencial de
-18 mV, esse potencial diminui para -23 mV nas nanoparticulas de PLGA contendo
curcumina (CHEREDDY et al., 2013). O potencial zeta das nanoparticulas de tamoxifeno foi
maior em relacdo as nanoparticulas vazias, esse resultado também foi associado ao
tamoxifeno presente na superficie da nanoparticula (CHAWLA; AMUJI, 2002; SHENOY;
AMUI, 2005; HU; NEOH; KANG, 2006).
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4.7 Estabilidade

A estabilidade foi observada analisando o tamanho, indice de polidispersédo e potencial
zeta das nanoparticulas de curcumina, CTAM e curcumina-CTAM armazenadas em
temperatura ambiente, 5 e -15 °C durante 90 dias. Na analise do tamanho as nanoparticulas de
curcumina-CTAM apresentaram inicialmente um tamanho médio de 186 nm que em 90 dias
passou para 190, 185 e 200, para as nanoparticulas armazenadas em temperatura ambiente, 5 e
-15 °C, respectivamente (Figura 14 A). As nanoparticulas de CTAM apresentaram um
tamanho inicial de 193 nm e em 90 dias 192, 189 e 182 nm em temperatura ambiente, 5 e -15
°C, respectivamente (Figura 14 B). No caso das nanoparticulas de curcumina o tamanho
inicial de 194 foi para 198, 189 e 230 em temperatura ambiente, 5 e -15 °C, respectivamente,
apos 90 dias (Figura 14 C). Com a analise estatistica desses resultados foi possivel constatar
que ndo ocorreram alteracbes de tamanho em relacdo ao inicial, para as nanoparticulas de
CTAM, curcumina e curcumina-CTAM.

Os resultados das analises do indice de polidispersdo estdo na Figura 15 com indice de
polidispersdo inicial de 0,120 para as nanoparticulas de curcumina-CTAM, 0,092 para as
nanoparticulas de tamoxifeno e 0,094 para as nanoparticulas de curcumina. A analise
estatistica dos resultados obtidos ap6s 90 dias mostrou que as nanoparticulas de curcumina,
CTAM e curcumina-CTAM, armazenadas em temperatura ambiente, -15 °C e 5 °C ndo
apresentaram diferencas estatistica significativas em relacdo ao indice de polidispersédo obtido
inicialmente.

O potencial zeta também foi analisado e os resultados estdo na Figura 16, inicialmente
0 potencial zeta foi de -17, -16 e -26 mV para as nanoparticulas de curcumina-CTAM, CTAM
e curcumina, respectivamente. Com a andlise estatistica foi possivel constatar que ndo
ocorreram diferengas estatisticas significantes ap6s 90 dias, tanto para as nanoparticulas de
curcumina-CTAM como para as nanoparticulas de CTAM e curcumina nas diferentes formas
de armazenamento.

A partir desses dados foi possivel observar que todas as nanoparticulas analisadas
mantiveram-se estaveis em relagdo ao tamanho, indice de polidisperséo e potencial zeta, apds
o periodo de 90 dias, quando armazenadas em temperatura ambiente -15 °C e 5 °C. Dessa
forma, essas nanoparticulas podem ser armazenadas em qualquer uma dessas condi¢fes por

90 dias sem que ocorram altera¢Oes desses parametros analisados.
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Figura 14 — Variagdo de tamanho das nanoparticulas em fungdo da temperatura de armazenamento e
do tempo para as nanoparticulas de curcumina-CTAM (A), nanoparticulas de CTAM (B) e
nanoparticulas de curcumina (C). Resultados expressos em média e desvio padrdo n = 3.
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Figura 15 — Variacdo do indice de polidispersdo das nanoparticulas em fungdo da temperatura de
armazenamento e do tempo para as nanoparticulas de curcumina-CTAM (A), nanoparticulas de
CTAM (B) e nanoparticulas de curcumina (C). Resultados expressos em média e desvio padrdao n = 3.
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Figura 16 - Variacdo do potencial zeta das nanoparticulas em fungdo da temperatura de
armazenamento e do tempo para as nanoparticulas de curcumina-CTAM (A), nanoparticulas de
CTAM (B) e nanoparticulas de curcumina (C). Resultados expressos por média e desvio padrdo n = 3.
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4.8 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

Por meio da espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho é possivel
identificar os principais grupos funcionais das substancias. Analisando o CTAM e a
curcumina na forma isolada e em nanoparticulas, foi possivel verificar a presenca ou ndo de
interacOes entre as drogas e 0 polimero que alterassem suas estruturas. As bandas de absor¢do
obtidas foram identificas com base em Silverstein, Webste e Kiemle (2006).

A Figura 17 apresenta os espectros do infravermelho encontrados para a curcumina e
CTAM na forma livre. No espectro da curcumina pode-se observar a presenca de bandas de
absorcéo caracteristicas dessa substancia, como a banda em 3450 cm™ referente & deformacéo
axial de O-H e em 1630 cm™ deformacéo axial C=0 da cetona. A banda que aparece em 1110

cm™ esta relacionada & deformacéo axial assimétrica de C-O-C.

Figura 17 - Espectros na regido do infravermelho da curcumina e CTAM.
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O espectro do CTAM na forma livre (Figura 17) apresentou uma banda em 3440 cm™
e outra em 1750 cm™ referentes, respectivamente, a deformacéo axial de O-H e a deformacéo

axial de C=0 do éacido carboxilico, os dois presentes no citrato. A banda encontrada para o
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CTAM em 1590 cm™ est4 relacionada & deformag&o axial de C=C do anel aromético. A banda
em 1105 cm™ corresponde & deformagéo axial assimétrica C-O-C e da ligagdo C-N da amina.
Na Figura 18 estdo representados os espectros obtidos para as nanoparticulas de

curcumina, curcumina-CTAM, CTAM e vazias.

Figura 18- Espectros na regido do infravermelho das nanoparticulas de curcumina, nanoparticulas de
curcumina-CTAM, nanoparticulas de CTAM e nanoparticulas vazias.
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Na anélise das nanoparticulas vazias foi possivel observar as principais bandas
caracteristicas do PLA, a banda em 3440 cm™ est4 relacionada & deformacéo axial de O-H,
em 2947 cm™ & deformacdo axial de C-H, em 1760 cm™ é referente a0 C=0 do éster e em
1180 cm™ referente ao C-O.

Nos espectros das nanoparticulas contendo curcumina, CTAM e curcumina-CTAM,
pode-se observar a sobreposicdo das principais bandas. A banda préxima a 3445 cm™ é
comum a todos 0s compostos, relacionada tanto ao O-H do PLA, como ao O-H presente na
curcumina e no CTAM. Nas nanoparticulas contendo curcumina também é possivel observar
a banda em 1100 cm™ que esté relacionada ao C-O-C. Nas nanoparticulas contendo CTAM
também esta presente a banda em 1100 cm™ correspondente ao C-O-C e ao C-N da amina, a
banda 1760 cm™ ao C=0 do &cido carboxilico do citrato do tamoxifeno e C=0 do éster do
PLA. Dessa forma, foi possivel observar que as principais bandas encontradas para curcumina

e CTAM livre também foram encontradas nas nanoparticulas contendo esses compostos.

4.9 Calorimetria exploratdria diferencial e termogravimetria

As andlises térmicas por calorimetria exploratdria diferencial e termogravimetria
foram realizadas para as nanoparticulas obtidas e para as drogas na forma livre. As curvas da
analise térmica do CTAM na forma livre estdo representadas na Figura 19 A, onde pode ser
observado na DSC um pico endotérmico em 144,6 °C relacionado a fusdo do CTAM, sendo
esse valor préximo ao de referéncia. Resultados semelhantes também foram encontrados em
outros estudos como 146,68 °C (KHUROO et al., 2014) e 149,5 °C (KAPSE et al. 2012). Os
picos em 179,0 °C e 301,5 °C estdo relacionados a decomposicdo do CTAM, essa
decomposicgéo pode ser observada na DTG que mostra a perda de massa de 19,7% em 179,0
°C que chega a 100% em 301,5 °C.

Na curva de DSC obtida para a curcumina livre (Figura 19 B), é possivel observar um
unico pico endotermico em 176,3 °C correspondendo a fusdo da curcumina, que apresenta um
ponto de fusdo entre 179 e 183 °C (STRIMPAKOQOS; SHARMA, 2008). Kumar et al. (2014)
encontraram resultado semelhante com um pico relacionado a fusdo da curcumina em 180 °C.
A anélise da curva derivada da TG (DTG) da curcumina livre mostra que a curcumina nédo
perdeu sua massa em uma temperatura especifica, mas sim que ocorreu uma perda de massa

constante que aumentou conforme o aumento de temperatura.
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Figura 19 - Curvas de DSC (fluxo de aquecimento x temperatura) e DTG (massa x temperatura)
obtidas para 0 CTAM livre (A) e curcumina livre (B).
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A nanoparticula vazia (Figura 20 A) apresentou na analise de DSC um pico
endotérmico em 170 °C e 360 °C. O primeiro esté relacionado a fusdo do PLA e o segundo
associado a degradacdo desse polimero, com uma perda de massa 83% que pode ser
observada na curva da DTG. As analises térmicas das nanoparticulas de curcumina-CTAM,
nanoparticulas de CTAM e nanoparticulas de curcumina estdo representadas,
respectivamente, na Figura 20 B, C e D. E possivel observar um perfil semelhante ao
encontrado para as nanoparticulas vazias, com picos endotermicos proximos a 170 °C e 360
°C, relacionados respectivamente a fusdo do polimero e a degradacdo. A auséncia dos picos de
fusdo relacionados ao CTAM e a curcumina € um indicativo de que essas drogas gquando

encapsuladas ficaram na forma amorfa.



65

Figura 20 — Curvas de DSC (fluxo de aquecimento x temperatura) e DTG (massa x temperatura)
obtidas para as nanoparticulas vazias (A), nanoparticulas de curcumina-CTAM (B), nanoparticulas de
CTAM (C) e nanoparticulas de curcumina (D).
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4.10 Perfil de liberacao in vitro

Foi avaliado o perfil de liberacdo in vitro das nanoparticulas de CTAM, curcumina e
curcumina-CTAM. Os dados dessas analises podem ser observados na Figura 21, com 0s
resultados obtidos nas primeiras 8 horas de liberagdo e na Figura 22 contendo o resultado final
com a liberacdo até 120 horas.

Em todas as nanoparticulas testadas ocorreu uma rapida liberacdo inicial nas
primeiras horas, denominado de efeito burst, que pode ser observado melhor na Figura 21,
seguida de uma liberagdo lenta. A rapida liberacdo inicial pode ser ocasionada pelo CTAM e

pela curcumina que estdo adsorvidos na superficie da nanoparticula.

Figura 21 - Perfil de liberagdo in vitro das nanoparticulas de PLA contendo CTAM, curcumina e
curcumina-CTAM, por um periodo de 8 horas. Os dados estdo expressos através de média e desvio
padrdo comn = 3.
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Apos 120 horas (Figura 22) foi encontrada uma liberagdo acumulada para a curcumina
de 57% e 61% relacionadas, respectivamente, as nanoparticulas de curcumina-CTAM e as
nanoparticulas de curcumina, sem diferenca estatistica significante entre esses resultados. A
liberacdo final encontrada para o CTAM foi de 49% nas nanoparticulas de curcumina-CTAM
e 45% nas nanoparticulas contendo apenas CTAM, também ndo ocorreram diferencas

estatisticas entre esses resultados.
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Figura 22 - Perfil de liberacdo in vitro das nanoparticulas de PLA contendo CTAM, curcumina e
curcumina-CTAM, por um periodo de 120 horas. Os dados estdo expressos através de média e desvio
padrdo comn = 3.
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De maneira geral a liberacdo de uma droga depende da solubilidade, difusédo e
degradacdo da matriz polimérica. Também é dependente da eficiéncia de encapsulacdo e do
tamanho da nanoparticula. Particulas menores, devido a sua maior area superficial, tem um
efeito burst inicial maior que particulas maiores (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010). Os
sistemas de liberacdo controlada de farmaco visam manter a concentracdo da droga no tecido-
alvo ou sangue a nivel eficaz. Para isso, geralmente parte da dose € liberada inicialmente,
alcancando rapidamente a concentracdo terapéutica efetiva, seguida por uma liberacdo
prolongada para manutencédo dessa dose (DASH et al., 2010; LEE; YEO, 2015).

Para definir o modelo matematico que melhor se adequasse ao perfil de liberacdo, os
resultados obtidos foram comparados o modelo de ordem zero, Higuchi, primeira e segunda
ordem, verificando o modelo que apresentasse o coeficiente de correlagdo (r) mais préximo de
1 e com maior valor do critério de selecdo do modelo (CSM). Os dados obtidos para esses
quatro modelos estdo apresentados na Tabela 11, onde podemos perceber que para as
nanoparticulas de curcumina, CTAM e curcumina-CTAM o modelo de equacdo que melhor
representa o perfil de liberacdo € o de segunda ordem, nesse modelo foi encontrado um r mais
préximo de 1 e o maior valor no CSM. O modelo de segunda ordem possui duas constantes de
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liberacdo a e B, relacionadas a fase rapida e a fase lenta de liberagdo, os valores obtidos para
essas constantes também estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11 - Avaliacdo cinética da liberacdo da curcumina e do CTAM a partir das nanoparticulas de
PLA contendo curcumina, CTAM e curcumina-CTAM.

Tipo de nanoparticula e modelo r CSM K (h™)
Curcumina - NP de curcuminae CTAM
Ordem zero 0,855  -3,619 0,666
Primeira ordem 0,911  -3,376 0,015
Higuchi 0,855  -3,619 0,404
Segunda ordem 0,996 4,069 a 1,61 10° B0,317

Curcumina - NP de curcumina

Ordem zero 0,854  -3,612 0,721
Primeira ordem 0,929  -3,305 0,023
Higuchi 0,854  -3,612 0,437
Segunda ordem 0,996 3,981 1,88 10° B 0,293
CTAM - NP de curcuminae CTAM
Ordem zero 0,738  -4,490 0,586
Primeira ordem 0,791  -4,321 0,011
Higuchi 0,738  -4,490 0,355
Segunda ordem 0,999 5,382 @ 5,3810" B 0,345
CTAM- NP de CTAM
Ordem zero 0,752  -4,564 0,540
Primeira ordem 0,798  -4,419 0,009
Higuchi 0,752  -4,564 0,328
Segunda ordem 0,999 5,052 04,78 10 B 0,340

NP = Nanoparticulas r = coeficiente de correlacdo, CSM = critério de selecdo de modelo, k= constante
de liberacéo.

Para avaliar o mecanismo de liberagdo do CTAM e da curcumina a partir das
nanoparticulas foi utilizado o modelo de Korsmeyer-Peppas. Esse modelo fornece o expoente
de liberacdo (n) que esta relacionado ao tipo de liberacdo. Valores de n < 0,43 estdo
relacionados ao um mecanismo de difusdo (transporte Fickiniano) e n > 0,85 erosdo do

polimero (transporte ndo-Fickniano), valores de n na faixa de 0,43 e 0,85, indicam transporte
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andmalo onde é associado o mecanismo de difusdo e erosdo (SIEPMANN, PEPPAS, 2001).
Os resultados obtidos estdo na Tabela 12 e é possivel observar que tanto para 0 CTAM como
para a curcumina os resultados foram abaixo de 0,43 indicando uma liberagcdo por difuséo

Fickiniana.

Tabela 12 — Resultados da avaliacdo do mecanismo de liberacéo utilizando o modelo de Korsmeyer-
Peppas das nanoparticulas de PLA contendo curcumina, CTAM e curcumina-CTAM. Expressos em
média £ DP (n=3)

Tipo de nanoparticula n
Curcumina - NP de curcuminae CTAM  0,0782 + 0,0047
Curcumina - NP de curcumina 0,0783 £ 0,0013
CTAM - NP de curcuminae CTAM 0,0495 + 0,0007
CTAM - NP de CTAM 0,0482 + 0,0020

NP = nanoparticulas, n = expoente de liberagéo.

4.11 Analise da citotoxicidade das nanoparticulas e das drogas na forma livre sobre

hemacias

Para o ensaio de citotoxicidade nanoparticulas de CTAM, curcumina-CTAM e
curcumina, bem como as drogas livres foram testadas sobre hemaécias. As concentracBes
utilizadas foram de 200 pg/mL para curcumina e 100 pg/mL para o CTAM, nos tempos de
0,3, 1, 3, 24, 48, 72 e 96 horas.

Analisando os resultados obtidos na Figura 23 é possivel observar que a curcumina
livre apresentou uma pequena hemélise em 0,3 e em 3 horas de incubacéo, que chegou a perto
de 100% em 24 horas. O CTAM livre apresentou 100% de hemdlise em 0,3 horas de
incubacdo mantendo esse valor até 96 horas. Na associagdo de curcumina e CTAM na forma
livre, a hemolise do CTAM diminui de 100% para 18% em 0,3 horas de incubacéo e de 100%
para 79% em 3 horas. Com esse resultado pode-se perceber uma grande diminuicdo do
potencial hemolitico do CTAM livre quando associado com a curcumina. Esses resultados
também podem ser observados na Figura 24 que mostra a diferenca da intensidade da cor
vermelha, indicativa de hemolise, entre 0 CTAM sozinho e a associa¢do curcumina-CTAM
ap6s 1 hora de incubacdo. Outro estudo também encontrou resultados semelhantes,
mostrando uma diminuicdo da hemolise causada pelo CTAM quando associado com a
curcumina (PEDROSO et al, 2013).
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Figura 23 - Percentual de hemdlise das nanoparticulas e das drogas livres, nas concentragdes de 200
pg/mL para a curcumina e 100 pg/mL para o CTAM, em diferentes tempos. A hemdlise foi

determinada por meio da medida da absorbancia em 540 nm.
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Figura 24 - Sobrenadante do ensaio de hemdlise no tempo de 1 hora, das nanoparticulas e das drogas
livres, nas concentragdes de 200 pg/mL para a curcumina e 100 pg/mL para o CTAM.
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Todas as nanoparticulas testadas ndo apresentaram atividade hemolitica nos tempos de
0,3, 1, 3, 24 e 48 horas de incubacdo, apresentando apenas um baixo percentual de hemélise

apos 72 e 96 horas. Esse resultado mostra uma grande diferenca em relagdo aos compostos na
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forma livre, que apresentaram 100% de hemolise em 24 horas, sendo que o CTAM ja
apresentou 100% em 0,3 horas (Figura 23). Assim, é possivel observar a grande reducéo do
potencial hemolitico de ambos 0s compostos quando associados em nanoparticulas. A Figura
25 reforca esse resultado, mostrando a intensa cor vermelha indicativa de hemolise dos
compostos na forma livre e a auséncia de coloragdo vermelha das nanoparticulas, no tempo de
48 horas. Para as nanoparticulas contendo curcumina é possivel observar uma coloracao
amarela caracteristica da curcumina. O controle com etanol apresentou o mesmo resultado do
controle negativo contendo apenas tampao, mostrando que o etanol utilizado para diluir as
drogas na forma livre ndo interferiu nas analises. Altmeyer et al., 2014 também demonstraram
a diminuicdo da hemdlise causada pelo CTAM quando encapsulado em nanoparticulas de
PLA.

Figura 25 - Sobrenadante do ensaio de hemodlise no tempo de 48 horas, das nanoparticulas e das
drogas livres, nas concentragdes de 200 pg/mL para a curcumina e 100 pg/mL para o CTAM.
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O tamoxifeno tem sido associado a anemia hemolitica (CHING; SMITH; LONG,
1992; MONTES et al., 1993; THANGARAJU; EZHILARASI; SACHDANANDAM, 1995).
Outros estudos demonstram a atividade hemolitica in vitro causada pelo CTAM (PEDROSO
et al, 2013, ALTMEYER et al, 2014). Utilizando microscopia eletrénica um estudo mostrou
a mudanca da forma discoide normal das hemacias para estomatocitos, quando incubados com
tamoxifeno. Ainda concluiram que o tamoxifeno interage com uma proteina localizada na
porcdo citoplasmatica da membrana da hemacia (SUWALSKY et al., 1998). Silva et al.
(2000) estudaram o mecanismo para a atividade hemolitica do tamoxifeno, e concluiram que a
hemolise ndo esta relacionada com dano oxidativo na membrana da hemécia. Tendo como um
possivel mecanismo uma perturbacdo da integridade estrutural da membrana da hemacia,
podendo resultar em modificacdes nas proteinas da membrana e alteraces na estrutura das
proteinas do citoesqueleto e/ou da membrana plasmatica. Diante dos resultados obtidos foi

possivel observar que associacdo da curcumina e CTAM é benéfica para a redugdo da
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hemolise do CTAM, sendo que a encapsulacdo desses compostos também ocasiona uma
grande reducéo da hemdlise do CTAM e da curcumina.

4.12 Analise da citotoxicidade sobre células tumorais

Para 0 ensaio de citotoxicidade sobre celulas tumorais as nanoparticulas e o0s
compostos na forma livre foram incubados com células B16-F10 de melanoma murino por 24
e 72 horas. As concentracdes utilizadas foram denominadas concentracbes 1, 2 e 3 que
representam: 1 (40 e 24 pg/mL), 2 (10 ¢ 6 ug/mL) e 3 (3 e 2 pg/mL) de curcumina e CTAM,
respectivamente. A curcumina e o0 CTAM livres foram testados nas mesmas concentragoes
das nanoparticulas. Os resultados foram apresentados através da porcentagem da viabilidade
celular, definida pelo nimero de células vivas apds receberem o tratamento comparado com o
controle positivo de células.

Na Figura 26 A estdo os resultados obtidos para as nanoparticulas em 24 horas, onde é
possivel observar na concentracdo 1 uma grande porcentagem de morte celular, com cerca de
10% de células vivas, para nanoparticulas de curcumina e de curcumina-CTAM e uma
viabilidade celular de 38% para as nanoparticulas de CTAM. Na concentracdo 2 as
nanoparticulas de curcumina e de CTAM apresentaram uma viabilidade celular de 35% e
68%, respectivamente, com 27% para as nanoparticulas de curcumina-CTAM. Na
concentracdo 3 pode-se observar um efeito citotdxico aditivo das nanoparticulas de
curcumina-CTAM com 41% de viabilidade, apresentando melhores resultados que as
nanoparticulas contento somente CTAM com 84% de viabilidade e que as nanoparticulas de
curcumina com 62%.

Os resultados obtidos para as drogas livres em 24 horas (Figura 26 B) mostraram que
tanto a curcumina, o CTAM e curcumina-CTAM nas concentragdes 1 e 2 apresentaram uma
viabilidade celular de aproximadamente 14%. Na concentragdo 3 a curcumina e curcumina-
CTAM apresentaram uma viabilidade de 22 e 13%, respectivamente, enquanto o CTAM
apresentou 76% de viabilidade.

No tempo de 72 horas na concentracdo 1 as nanoparticulas de curcumina, CTAM e
curcumina-CTAM  apresentaram  viabilidade celular de aproximadamente 6%. Na
concentracdo 2 as nanoparticulas de curcumina e curcumina-CTAM apresentaram
aproximadamente 7% de viabilidade enquanto as nanoparticulas de CTAM apresentaram
85%. A concentracdo 3 apresentou um efeito aditivo, com viabilidade celular nas

nanoparticulas de curcumina-CTAM de 20%, sendo esse valor estatisticamente diferente das
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nanoparticulas de curcumina com viabilidade de 45% e das nanoparticulas CTAM com 95%.
Esse resultado também pode ser observado Figura 27 que mostra a grande quantidade de
células no controle de células (D) e a diminuicao dessas células nas nanoparticulas (Figura 27
A, B e C) com maior intensidade para as nanoparticulas de curcumina-CTAM (Figura 27 B).
Em 72 horas a curcumina, o CTAM e a curcumina-CTAM na forma livre (Figura 26
D) na concentragéo 1 e 2 apresentaram aproximadamente 7% de viabilidade. Na concentragéo
3 a curcumina e o CTAM na forma livre apresentaram aproximadamente 53% de viabilidade

e a associacdo de curcumina-CTAM apresentou um efeito aditivo com 5% de viabilidade.

Figura 26 — Efeito das nanoparticulas de curcumina, curcumina-CTAM e CTAM, além da curcumina,
CTAM e curcumina-CTAM livres na viabilidade de células B16-F10. A incubagdo no tempo de 24
horas esta representada em (A) para as nanoparticulas e (B) para 0os compostos livre e em 72 horas em
(C) para as nanoparticulas e (D) para os compostos livre. As concentragao 1, 2 e 3 representam: 1 (40
€24 ug/mL), 2 (10 e 6 ug/mL) e 3 (3 e 2 ug/mL) de curcumina e CTAM, respectivamente.
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Figura 27 — Fotos do ensaio sobre células B16-F10 incubadas por 72 horas. (A) nanoparticulas de
curcumina (3 pg/mL), (B) nanoparticulas de curcumina-CTAM (3 ¢ 2 ug/mL) , (C) nanoparticulas de
CTAM (2 pg/mL), (D) controle positivo de células.

Nanoparticulas vazias e o etanol foram testados como controle e ndo apresentaram
atividade citotoxica sobre essas células. Com os resultados obtidos é possivel observar uma
acdo aditiva da associagdo de curcumina e CTAM em nanoparticulas na concentracéo 3, tanto
em 24 como em 72 horas. No caso da associacdo desses compostos na forma livre ocorreu um
efeito aditivo na concentragdo 3 em 72 horas. Em algumas concentragdes é possivel observar
uma maior citotoxicidade dos compostos na forma livre em relacdo as nanoparticulas, isso
pode ter ocorrido devido a liberacdo lenta da curcumina e do CTAM das nanoparticulas. No
ensaio de liberagdo in vitro mesmo em 120 horas a liberagéo foi proxima a 50% para a CTAM
e a 60% para a curcumina. Além disso, as principais vantagens dos sistemas nanoparticulados
sd0 mais perceptiveis em ensaios in vivo, como por exemplo, 0 aumento da
biodisponibilidade, diminuicdo da toxicidade ao tecido saudavel e a liberacéo sitio especifica.

A atividade citotoxica da curcumina sobre diferentes linhagens tumorais vem sendo
amplamente estudada, apresentando efeitos citotoxicos em linhagens de células tumorais
como, por exemplo, de ovario (Ho-8910), pulméo (A549), leucemia, mama (MCF-7), Hela,
laringe e de ovério resistente a cisplatina (A2780CP) (CHOUDHURI et al., 2002; DUVOIX
et al., 2003; SHI et al., 2006; LIN et al., 2009; SINGH; SINGH, 2009; YALLAPU et al.,
2010; PRASANNA et al., 2011). Ensaios de citotoxicidade sobre células normais de rim e
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mama mostraram que a curcumina ndo teve efeito citotdxico sobre essas celulas
(PRASANNA et al., 2011).

A curcumina também apresenta atividade citotoxica sobre celulas de melanoma de
diversas linhagens, incluindo a B16-F10 que foi estudada no presente trabalho (BUSH;
CHEUNG,; LI, 2001; ODOT et al., 2004; WEN et al., 2010; MAZZARINO et al., 2011; LIN
et al., 2012). Metastases de células B16-F10 em pulméo de camundongos foram inibidas em
80% e 89% na presenca de curcumina, também aumentando a sobrevida (MENON;
KUTTAN; KUTTAN, 1995; MENON; KUTTAN; KUTTAN, 1999). Sistemas
nanoparticulados como lipossomas e lipossoma-PEG-PEI contendo curcumina apresentaram
bons resultados sobre células B16-F10, apresentando uma Clsyp de 7.8 e 1,1 uM,
respectivamente (LIN et al., 2012). Lipossomas contendo curcumina e paclitaxel em albumina
apresentaram um efeito citotoxico sobre células B16-F10 e MCF-7 (cancer de mama
humano), nas células B16-F10 a Clsy foi de 1 pg/mL para o paclitaxel e 5 ug/mL para a
curcumina, sendo que o efeito citotdéxico foi maior para a associacdo de curcumina paclitaxel
em comparacdo com o0s compostos isolados (RUTTALA; KO, 2015). Em outro estudo
nanocapsulas lipidicas e poliméricas contendo curcumina foram testadas em células B16-F10
em camundongos e in vitro (MAZZARINO et al., 2011).

O Tamoxifeno é utilizado no cancer de mama por ser antagonista dos RE da mama,
mas estudos mostram a atividade do tamoxifeno mesmo em tumores de mama RE negativos
(CHARLIER et al., 1995; GELMANN, 1996; SALAMI; KARAMI-TEHRANI, 2003). Sendo
também efetivo em outros tipos de tumores como das vias biliares, astrocitoma, pancreatico e
melanoma, sugerindo a possibilidade de outros mecanismos independentes dos RE para a
atividade antitumoral do tamoxifeno (SHARIF; SHARIF, 1998; TOMAO et al., 2002; HAN
et al., 2009; RIBEIRO et al., 2014). Estudos mostraram a atividade do tamoxifeno em células
de melanoma diminuindo a proliferagdo e migracdo dessas células, alguns propuseram
mecanismos para essa atividade, como pela inibicdo do fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1) e pela supressdo da proteina quinase C (PKC/MEK/ERK e
PKC/PI3K/Akt) (KANTER-LEWENSOHN et al., 2000; MATSUOKA et al., 2009; RIBEIRO
etal., 2013; RIBEIRO et al., 2014).

Geralmente a atividade do tamoxifeno no melanoma é testada em associagdo com
outros quimioterapicos. Ribeiro et al. (2013) combinaram acido retindico com tamoxifeno ou
seu principal metabdlito ativo o endoxifeno, avaliando a atividade sobre células de melanoma.
Todos os compostos testados apresentaram atividade citotoxica sobre essas células, mas a

associacdo com o endoxifeno apresentou melhores resultados. O tamoxifeno também ja foi
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combinado com cisplatina em um estudo de fase I, farmacocinética e fase Il em pacientes com
melanoma metastatico e foi associado com cisplatina mais dacarbazina em pacientes com
melanoma metastatico em um estudo de fase Il (FLAHERTY et al., 1996; MCCLAY et al.,
1997; MCCLAY et al., 2001 ). Outros estudos de fase Il e 11l do tamoxifeno associado com
outros quimioterapicos no melanoma foram realizados, mas os resultados ainda sao
inconclusivos, quando comparado efeitos colaterais e beneficios dessa terapia (BEGUERIE,
XINGZHONG; VALDEZ, 2010). Dessa forma, sdo necessarios mais estudos da atividade do
tamoxifeno em associa¢do com outros quimioterapicos para o tratamento do melanoma. A
curcumina e o tamoxifeno na forma livre foram testados frente a células de melanoma da
linhagem A375 e apresentaram uma atividade sinérgica sobre essas células. Essa combinacéo
foi testada em células ndo tumorais e ndo apresentou toxicidade (CHATTERJEE; PANDEY,
2011).

4.13 Considerac0es finais

A nanotecnologia esta sendo muito estudada por seu potencial para aplicacdo no
diagndstico e na terapéutica de doencas. Em substancias que possuem alta toxicidade ao
tecido saudavel e baixa biodisponibilidade, entre outras limitagdes, a nanotecnologia
apresenta diversas vantagens em relacdo ao composto na forma livre. O presente trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo curcumina e
CTAM. Essa associacdo foi estudada porque ndo foram encontrados relatos cientificos
relacionando curcumina e CTAM em nanoparticulas. Além disso, esses dois compostos
apresentam atividade no cancer e suas propriedades podem ser aperfeicoadas por meio da
encapsulagdo em nanoparticulas.

Pelo conjunto de analises foi possivel constatar a viabilidade da preparacdo das
nanoparticulas de PLA contendo curcumina-CTAM. Nas andlises fisico-quimicas foram
encontrados resultados desejaveis para sistemas nanoestruturados, como tamanho proximo a
190 nm, morfologia esférica e potencial zeta negativo menor que -16 mV. Outros estudos que
desenvolveram nanoparticulas contendo curcumina ou tamoxifeno encontraram resultados
semelhantes com tamanho proximos 200 nm (HU; NEOH; KANG, 2006; PANDEY et al.,
2015; SILVA-BUZANELLO et al., 2015). Além disso, os sistemas obtidos foram estaveis por
90 dias em relagéo ao tamanho e ao potencial zeta e apresentaram uma liberagéo controlada in
vitro. Essas nanoparticulas foram testadas em células normais e tumorais, mostrando

resultados promissores, com uma diminuicdo do potencial citotoxico da curcumina e do
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CTAM em hemécias e um efeito aditivo das nanoparticulas de curcumina-CTAM frente a
celulas B16-F10 de melanoma. Varios estudos mostram os beneficios da curcumina em
nanoparticulas tanto in vitro como in vivo (GOTA et al.,, 2010; YADAV et al., 2010;
KAREWICZ et al., 2011; KANAI et al., 2012; KHALIL et al., 2012; KAKKAR et al., 2013;
ANITHA et al., 2014; SILVA-BUZANELLO et al., 2015; RUTTALA,; KO, 2015). O mesmo
acontece com o tamoxifeno em nanoparticulas (BRIGGER et al., 2001; CHAWLA; AMUJI,
2002; SHENOQY; AMUJI, 2005; JAIN et al., 2011; KAPSE et al., 2012; KHUROO et al.,
2014; PANDEY et al., 2015). Outros trabalhos mostram os beneficios da associacdo desses
compostos na forma livre (GASPERI; CAVAZOS; GRAFFENRIED, 2009; CHATTERJEE;
PANDEY, 2011; EL-BESHBISHY et al., 2010; JIANG et al., 2013; PEDROSO et al., 2013).

Assim, a associacdo de curcumina e CTAM em nanoparticulas € favoravel tendo em
vista as possiveis aplicacOes terapéuticas desse sistema, com a diminuicdo dos efeitos
adversos, potencial para minimizar a resisténcia ao tamoxifeno no tumor de mama, aumento
da Dbiodisponibilidade e da atividade farmacoldgica desses compostos (GASPERI,
CAVAZOS; GRAFFENRIED, 2009; EL-BESHBISHY et al., 2010; CHATTERJEE;
PANDEY, 2011; CHO; LEE; CHOI, 2012; KHALIL et al., 2012; JIANG et al., 2013;
PEDROSO et al., 2013).
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5 CONCLUSOES

e Foi desenvolvido um método analitico por CLAE para quantificagdo de curcumina e
CTAM simultaneamente. Esse método foi validado atendendo os critérios de
linearidade, especificidade, precisdo, exatidao e robustez;

e As nanoparticulas de curcumina, CTAM e das duas drogas juntas foram obtidas com
sucesso pelo método da emulsificacdo-evaporacdo do solvente (O/A). Tendo uma
eficiéncia de encapsulacdo de aproximadamente 57% para 0 CTAM e 92% para a
curcumina;

e As nanoparticulas apresentaram tamanho préximo a 190 nm com um baixo indice
polidispersdo, além de morfologia esférica e caracteristica amorfa;

e O potencial zeta foi negativo proximo a -17 mV para as nanoparticulas de curcumina-
CTAM, -16 mV para as nanoparticulas de CTAM e -26 mV para as nanoparticulas de
curcuming;

e A liberacdo in vitro das nanoparticulas resultou em uma liberagdo acumulada em 120
horas de 57% e 61% para a curcumina relacionadas, respectivamente, as
nanoparticulas de curcumina-CTAM e as nanoparticulas de curcumina. Para 0 CTAM
a liberacdo foi de 49% e 45% para as nanoparticulas de curcumina-CTAM e
nanoparticulas CTAM, respectivamente. Na andlise matemética dos resultados foi
encontrado um perfil de liberacdo de segunda ordem, com um mecanismo de liberacéo
guiado por transporte por difusdo Fickiniana;

e As nanoparticulas armazenadas em temperatura ambiente, 5 e -15 °C, por 90 dias ndo
apresentaram alteragdes no tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta;

e Foi avaliada a atividade hemolitica das nanoparticulas e dos compostos na forma livre,
demonstrando uma diminuicdo da hemolise do CTAM quando ele foi associado com a
curcumina e quando foi encapsulado em nanoparticulas;

e Na atividade citotdxica frente a células B16-F10 as nanoparticulas de curcumina-
CTAM na concentracdo de 3 e 2 pg/mL, respectivamente, apresentaram um efeito
aditivo quando comparado com as nanoparticulas desses compostos isolados;

e As nanoparticulas desenvolvidas possuem um grande potencial para diminuicdo da
toxicidade do tamoxifeno in vivo, além da possibilidade de um efeito aditivo ou
sinérgico sobre tumores. Estudos sobre a toxicidade, farmacocinética e sobre a

atividade antitumoral in vivo seriam importantes para a continuidade desse trabalho.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio da citotoxicidade de manoparticulas de alcool perilico, tamoxifeno e de

curcumina.
Pesquisador: Loriangela Marceli Dalposso
Area Tem3tica:
Versdo: 2

CAAE: 36320714.0.0000.0108
Instituig3o Proponente: Universidade Estadual do Centro Oeste - UNICENTRO
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 840,180
Data da Relatoria: 20/10v2014

Apresentagio do Projeto:

Trata-se da apreciaco do projeto de pesguisa intitulade AvaliagSo da citotoxicidade de nanoparticulas de
alcool perilico, tamoxifeno e de curcumina., de interesse & responsabilidade do(a) proponente Loriangela
Marceli Dalposso.

Entre os compostos amplamente estudados para o tratamento do cincer, podemos citar o tamoxifenc e a
curcumina. Porém essas substancias possuem limitagies como efeitos colaterais e baixa
bindisponibilidade. respectivamente. Pedroso et al., (2013), demonstraram uma diminuigio da toxicidade
sobre células normais e uma potencializagio do efeito do tamoxifeno sobre células tumorais quando
associado com a curcuming.

Assim a associagio desses composios seria uma estratégia promissora para o tratamento do cancer. O
aleool perilico um constituinte do dleo essencial do d-limoneno, também esta sendo estudado sobre
linhagens tumorais, apresentando bons resultados. A nanotecnologia pode ser utilizada para melhorar as
caracteristicas desses compostos tendo um grande potencial para diminuir a toxicidade do tameoxifeno e
melhorar a biodisponibilidade da curcumina, além de proporcionar uma liberagio controlada em um menaor
nimero de doses.

O sangue total serd coletado, de trés individuos voluntarios sadios recrutados no laboratario de
Manotecnologia Farmacéutica, em tubo com 10 ml de heparina, o qual sera centrifugado a 4°C,
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{1200g por 5 min), retirando-se o plasma. Em seguida serao realizadas as analises de atividade citotowica.

Objetive da Pesquisa:

Associar a curcuming e o CTAM em nanoparticulas com finalidade de reduzir a toxicidade sobre hemacias e
leucdcitos polimorfonucleares (LPMM). Avaliar a toxicidade de nanoparticulas contendo POH sobre
hemacias.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Lhilizando de maneira correta as técnicas de biosseguranga, as chances de contaminagio sao
minimas. O voluntario sentira apenas um pequenc desconforto pela introdugdo da agulha. No caso da
formagéo de hematoma ou abscesso cutdneo, o pesquisador tomara todas as providéncias para minimizar
os efeitos da picada. N30 envaolve riscos para a salde fisica ou psicologica. Sera coletado aproximadamente
5 mL de sangue de cada participante.

Beneficics: O desenvolvimento de nanoparticulas de CTAM e curcumina € benéfico, pois pode ser capaz de
reduzir os efeitos téxicos do CTAM sobre células nommais € ampliar a atividade anfitumoral da curcumina e
do CTAM em células tumorais. As nancparticulas podem também aumentar os efeitos benéficos do
POH,.sem efeitos prejudiciais as células normais.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

A pesguisa apresenta tema relevante, os objetivos s3o bem definidos e condizentes ao titulo & a
metodologia esta bem descrita. Participarao da coleta de sangue 2 individuos saudaveis. A pesquisa
apresenta orgamento de R$73,00 que sera financiado pela propria pesquisadora. A coleta de dados estd
prevista para 211 1/2014 3 221112014

Consideragtes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

(1) Folha de rosto: Apresenta assinatura da pesquisadora responsavel, e do vicechefe do departamento de
farmacia da UNICENTRO.

(2) Carta de anuéncia: Apresenta autorizagdo para utilizagdo do laboratdrio de nanotecnologia farmacéutica
da UNICENTRO, com assinatura do coordenador.

(3) TCLE: Se apresenta em forma de convite.

(4) Cronograma: Adequadao.

(5) Orgamento: Completo & com financiamento propric.

(B} Projeto compleio: Adequado.
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(7} Instrumento para coleta dos dados: Nao se aplica.

Recomendagies:

MNéo se aplica.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

PARECER APROVADC: a presente pesquisa esta em conformidade com a Resolugio 466/2012.

A vigéncia da pesquisa & de: 2171172014 a 121152014,
Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Consideragtes Finais a critério do CEP:

PROJETO APROVADO

Em atendimento & Resolugio CHSMS- 466/2012, devera ser encaminhado ao CEP o relatorio parcial assim
que tenha transcomido um ano da pesguisa e relatorio final em até trinta dias apos o término da pesquisa.
CQualquer alteracio no projeto devera ser encaminhada para andlise deste comité.

GUARAPUAVA, 21 de Outubro de 2014

Assinado por:
Tatiane Baratieri
[Coordenadaor)
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