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RESUMO

A clrcuma longa ou de nome popular acafrdo da India contem entre outros compostos
0s pigmentos curcuminodides (CC) constituido em maior concentragdo por curcumina. A
curcumina apresenta atividade anticancerigena, porém apresenta baixa solubilidade e rapida
eliminacdo do corpo humano o que torna limitada sua aplicacdo terapéutica, tendo que ser
administradas em doses elevadas o que ocasiona efeitos colaterais. Portanto, o presente
trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um sistema polimérico baseado em poli(2-
hidroxietilmetacrilato)/curcumindides (pHEMA/CC) visando a liberagcdo controlada dos
curcumindides afim de tratar o cancer, permitindo a administracdo de niveis terapéuticos
adequados diminuindo assim os efeito colaterais. Verificou-se que o método mais eficiente
para a extracdo dos CC foi a extracdo de Soxhlet. A oleoresina extraida, contendo 0s
pigmentos curcumindides foi cristalizada na qual os cristais foram observados por
microscopia 6tica (MO) e caracterizados por espectroscopia de ultravioleta visivel (UV-vis),
espectroscopia de infravermelho (FTIR), analise termogravimétrica (TGA) e difracdo de
raios-X (DRX). O FTIR confirmou a presenca dos curcumindides na oleoresina. O FTIR da
oleoresina cristalizada mostrou-se diferente da oleoresina ndo cristalizada. O UV-vis
confirmou que a curcumina é o pigmento de maior concentracdo. O TGA sugere que o teor de
pigmentos curcumindides estd em maior concentracdo na oleoresina. O hidrogel pHEMA foi
obtido por polimerizacdo eletroiniciada, a partir da eletrolise do monbémero 2-
hidroxietilmetacrilato (HEMA) em meio de cloreto de potassio 1M, em que a polimerizacao
foi comprovada por FTIR. A massa molar viscosimétrica media determinada foi de
1,2919x10%g/mol. A preparacdo do sistema polimérico pHEMA/CC foi realizada a partir da
mistura fisica do pHEMA com solucdo de CC em HEMA. O sistema polimérico foi
caracterizado por FTIR, TGA, DRX e microscopia eletronica de varredura (MEV). O FTIR
mostrou que existe forte interacdo de ligacdo de hidrogénio entre o pHEMA e 0os CC. O TGA
confirma esta forte interagdo mostrando a estabilizacdo térmica do sistema pHEMAJ/CC. O
MEV revela uma estrutura altamente porosa no pHEMA e a incorporagdo homogénea dos
CC. As anélises de MEV e DRX revelam a presenca de cristais de CC na matriz pHEMA. O
estudo de liberagao controlada “in vitro” dos CC em solugdo simuladora de fluido biologico

mostra que o sistema segue a Lei de Fick.
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ABSTRACT

The turmeric contains among other compounds the curcuminoid(CC) pigments
constituted in a higher concentration by curcumin. Curcumin has anticancer activity, but has
low solubility and rapid elimination and clearance from the body, which makes limited
therapeutic application, having to be administered in high doses which causes side effects.
Therefore, this study aimed to develop a polymer system based on poly (2-
hydroxyethylmetacrylated)/curcuminoids (pHEMA/CC) aiming at controlled release of
curcuminoids in order to treat cancer, allowing the administration of adequate therapeutic
levels, thereby decreasing side effect. We found that the most efficient method for the
extraction of CC was the Soxhlet extraction. The oleoresin extracted containing curcuminoid
was crystallized, the crystals were observed by optical microscopy (OM) and characterized by
ultraviolet-visible spectroscopy (UV-vis) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA) and X-Ray diffraction (XRD). FTIR spectrum confirmed
the presence of curcuminoids in the oleoresin. FTIR spectrum of crystallized oleoresin
showed differences compared to uncrystallized oleoresin. The UV-vis confirmed that the
curcumin is the pigment of highest concentration. The TGA suggests that curcuminoids
pigments are the components of higher concentration in the oleoresin. The pHEMA hydrogel
was obtained by electro-initiated polymerization, from the electrolysis of the monomer 2-
hydroxyethylmethacrylate (HEMA) in potassium chloride 1M, the polymerization was
confirmed by FTIR. The viscosity-average molecular weight determined was 1,2919x106g /
mol. The preparation of the pHEMA / CC polymer system was performed from the physical
mixture of pHEMA with solution of CC in HEMA. The polymeric system was characterized
by FTIR, TGA, XRD and scanning electron microscopy (SEM). The FTIR showed that there
a hydrogen bonding strong interaction between the pHEMA and CC. The TGA confirms this
strong interaction through of the thermal stabilization of pHEMA / CC system. The SEM
revealed a highly porous structure in pHEMA and homogeneous incorporation of CC. The
SEM and XRD revealed the presence of CC crystals in the matrix pHEMA. The "in vitro"
controlled release study of CC in simulated biological fluid solution shows that the system
follows Fick's Law.

Keywords: Electrosynthesis, pHEMA, Curcuminoids, release study.
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1 INTRODUCAO

No Brasil o cancer vem ganhando grande relevancia devido ao perfil
epidemioldgico que vem demonstrando; a doenca que causa drasticas consequéncias
como a mortalidade, além de um tratamento complexo e doloroso, o cancer é a segunda
causa de Obitos no pais, com tendéncia de crescimento nos préximos anos, causando
preocupacdo na sociedade. O termo céancer tem sua origem do grego karkinos, que
significa caranguejo e foi empregado pela primeira vez por Hipdcrates (pai da
medicina). Esta doenca € conhecida ha mais de 3 mil anos antes de Cristo. Atualmente
sua definicdo basea-se em termos mais cientificos como a neoplasia (neo, novo e plasia,
crescimento, multiplicacdo celular) e tumor maligno (inflamag&o), assim ambos
nomeiam mais de 100 tipos diferentes de doencas que tém em comum a proliferacao
descontrolada de células anormais. Sua origem se da por uma série de fatores causais
que podem agir de forma associada ou consecutiva com grande potencial invasivo para
promover a doenga (carcinogénese) em tecidos e 6rgdos vizinhos. Cada tipo de cancer
tem um processo caracteristico de crescimento, bem como seu diagnostico e tratamento
[1,2].

O INCA- Instituto Nacional de Cancer, para 0 ano de 2014/2015, fez uma
estimativa de 576 mil novos casos de cancer, dentre destes, o cancer de pele do tipo
ndo-melanoma se apresenta com 182 mil novos casos, sendo o de maior incidéncia na
populacdo brasileira. Conforme os dados demonstrados pelo INCA (Figura 1) para o
sexo feminino, os tipos de maior incidéncia serdo os casos de mama, célon e reto, colo
do atero, pulmao e glandula tireoide; para o sexo masculino de prdéstata, pulmao, colon
e reto, estbmago e cavidade oral. Deixando claro ainda que no Brasil a doenga é um
problema de saude puablica, em que é necessario priorizar o controle e prevencdo em
todas as regides, independente do indice de desenvolvimento [2].

Outra estimativa declarada pelo INCA para 2030 prevé a quantia de 13,2
milhdes de Obitos por céncer, em virtude do aumento e do envelhecimento da
populacdo, da diminuicdo da mortalidade infantil e de 6bitos por doencas infecciosas
em paises em desenvolvimento [2]. Desde 2012, o Ministério da Saude (MS) investe em
média R$130 milhGes/ano para disponibilizar um dos primeiros medicamentos de alto
custo incorporados no Sistema Unico de Satide-SUS, para o tratamento medicamentoso

de céncer de mama, em 2011, o ministério gastou R$ 4,9 milhGes para atender a 61



pedidos judiciais de pacientes diagnosticados com a doenca [3].
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Figura 1 Casos de cancer / nimero de incidentes por sexo estimados para 2014/2015 no Brasil.
Fonte: INCA(2014) [2].

Apesar dos tratamentos existentes como: cirurgia, radioterapia, quimioterapia e a
terapia bioldgica; conforme demonstrado pelos dados crescentes apresentados pelo
INCA, ainda tem sido um grande desafio tratar a doenca, devido a ambos os tratamentos
afetarem tanto as células malignas quanto as células sadias o que resulta na maior parte
das ocorréncias de inimeros efeitos colaterais que na maioria dos casos diminuem a
qualidade de vida dos pacientes, levando até mesmo a morte [4].

Desde a antiguidade sdo utilizados produtos naturais para o tratamento de varias
doencas, atualmente existe um interesse crescente em estudos cientificos de plantas
naturais para uso na prevencao e tratamento do cancer. Grande nimero de plantas tem
sido estudado para o tratamento desta doenca e entre elas, a curcumina, é a que tem
demonstrado amplo potencial com propriedades medicinais capaz de eliminar a
proliferacdo de uma grande variedade de células de tumor. As principais substancias
presentes na curcuma longa sdo os pigmentos curcumindides constituidos por trés
pigmentos: a curcumina (77%), desmetoxicurcumina (17%) e bidesmetoxicurcumina
(3%). Dentre eles, se destaca a curcumina, pela sua atividade anticancerigena; entre
outras propriedades que exibe como: antioxidante, anti-inflamatdrio e antimicrobiana
[5,6]. A curcumina € um composto bioativo lipofilico, insolivel na &gua, e estavel no
pH &cido do estdbmago. Entretanto, & baixa solubilidade e depuracdo plasmatica rapida
da curcumina torna a sua utilidade terapéutica um pouco limitada, levando o0s

pesquisadores [7-9] a investigarem os beneficios da curcumina complexada com outras



substancias para aumentar a biodisponibilidade sistémica [10,11]. Diante deste contexto
0 presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um sistema polimérico
poli(2-hidroxietilmetacrilato)/curcumindides (pPHEMA/CC) de liberacdo controlada
contendo curcumindides a fim de tratar o cancer, o que proporcionara efeito colaterais
menores e niveis terapéuticos adequados para o tratamento do cancer.

Sistemas poliméricos de liberacdo de drogas sdo largamente utilizados, afim de
permitir uma liberagdo lenta e gradual do principio ativo, além de possibilitar o
direcionamento a alvos especificos do organismo a ser tratado, como um sitio de
inflamacdo e tumor. Sejam sintéticos ou naturais, estes polimeros podem ser
hidrolisados, resultando em compostos biocompativeis. Dessa forma os curcuminoides
serdo incorporados ao polimero pHEMA sintetizado neste projeto. O pHEMA é um
grande candidato para sistemas de liberacdo controlada de farmaco. Diante disto, o
sistema polimérico pHEMA contendo o principio ativo tem por finalidade tratar as
células tumorais, reduzindo ou até mesmo eliminando os efeitos indesejaveis da
quimioterapia ou de outros tratamentos existentes. O hidrogel poli(2-
hidroxietilmetacrilato) (pHEMA) é um dos polimeros sintéticos aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) para uso como biomaterial na industria biomédica e
farmacéutica por ser um polimero atéxico, hidrofilico e biocompativel. Os hidrogéis de
pHEMA tém se mostrado bastante versateis dentro das diferentes &reas da medicina,
sendo utilizados na confeccdo de lentes de contato, nas cirurgias de cdrnea, como
prétese mamaria, e vém sendo estudados para diferentes aplicacBes tais como:
dispositivos intrauterinos, cirurgias plasticas e buco maxilo facial, cirurgias
periodontais, sistemas para liberagdo controlada de drogas, revestimento de material
hemocompativel e outros [12,13].

Na pesquisa bibliografica realizada durante o desenvolvimento deste trabalho
encontrou-se até o presente momento, apenas dois estudos envolvendo o polimero
pHEMA e curcumina que mostraram, por meio de diferentes técnicas, que a formacéo
do sistema no estudo foi capaz de inibir eficazmente a proliferacdo de células
cancerosas além de obter um mecanismo de liberacdo sustentada da curcumina [7,9].
Entretanto, ndo foi encontrado na literatura pesquisada a eletrossintese do pHEMA
seguindo rota desenvolvida durante nosso trabalho.

Portanto, o presente trabalho de Dissertacdo de Mestrado teve como objetivo o
desenvolvimento de uma técnica simples de eletrossintese, livre do uso de iniciadores,

para a obtengéo do hidrogel pHEMA, assim como a extracdo e incorporagéo de CC na



matriz do pHEMA. A caracterizacdo fisico-quimica de todos os compostos (PHEMA
puro, extrato de CC, sistema polimérico pHEMA/CC) e, o estudo de liberacdo
controlada in vitro da CC em solugéo simuladora de fluido biolégico.



2 OBJETIVO

2.1 Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral a eletrossintese e caracterizagdo do
pHEMA, preparacéo e caracterizacao do sistema polimérico contendo o principio ativo,
Curcumindides, assim como o estudo de liberagdo controlada in vitro dos

Curcumindides visando o tratamento do cancer com niveis terapéuticos adequados.
2.2 Especificos

e Realizar a extracdo do principio ativo, Curcumingides, da planta medicinal
Curcuma longa (nome popular Acafrdo da india).

e Sintetizar via polimerizacdo eletroiniciada o poli(2-hidrdxietilmetacrilato)
(PHEMA).

e Incorporar os curcumindides ao polimero sintetizado formando o sistema de

liberacéo controlada.

e Caracterizar o pHEMA, os curcuminoides e o sistema pHEMA/CC, por anélise
espectroscopica de ultravioleta visivel (UV-vis), Infravermelho por transformada

de Fourier (FTIR); analise termogravimétrica - TGA.

e Confirmar a presenca de cristais dos Curcumindides na oleoresina por
microscopia Otica (MO). Estudar a morfologia do pHEMA e do sistema
pHEMA/Curcumindides, pela e microscopia eletrénica de varredura (MEV).

e Estudar a cinética de liberagdo controlada in vitro do sistema

pHEMA/Curcumindides em solucdo simuladora do fluido bioldgico.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Curcumindides

O rizoma (Figura 2) conhecido como Cuarcuma longa L. (familia das
Zingiberaceae), de nome popular Acafrdo da India, tem sido amplamente utilizada
durante anos na medicina indigena para o tratamento de doengas, além de um agente de
especiarias e corantes em alimentos indianos. O rizoma é composto por um grupo de
trés pigmentos curcuminoéides, Oleos volateis, agucares, proteinas, e resinas. As suas
propriedades medicinais tém sido atribuidas principalmente para o0s pigmentos
curcuminoides, dentre eles o componente curcumina [6,10,14]. Além da curcumina
outros componentes que apresentam atividades bioldgicas do grupo dos curcumindides
séo: a desmetoxicurcumina (17%) e a bis-desmetoxicurcumina(3%) [5,6,15,16].

Figura 2 Acafrdo: rizoma(a esquerda) e po(a direita).
FONTE: ZEBIB, B.; et al (2010) [17]

A curcumina possui coloracdo de amarelo claro a amarelo alaranjado em solugdes
oleosas e apresenta coloracio amarela a castanho nas formas soltveis. E insolvel em
agua e éter, mas é solivel em etanol, dimetilsulfoxido(DMSO) e outros solventes
organicos. E descrito em diversos estudos que a presenca da desmetoxicurcumina e da
bisdesmetoxicurcumina, juntamente com a curcumina, fornece na aplicacdo do corante
um efeito sinérgico as propriedades da curcumina. Tem aprovacéo pela WHO - World
Health Organization e FAO - Food and Agriculture Organization como aditivo

alimentar a partir do século XIX [6,18,19].



Vogel e Pelletier em 1815 foram os primeiros pesquisadores a isolar a curcumina.
Daube e colaboradores, obtiveram a sua forma cristalina em 1870. Tempos depois,
Lampe e colaboradores estudaram e descreveram a estrutura quimica (Figura 3) como
sendo as possiveis formas estruturais da curcumina. Ambas as estruturas apresentam um
efeito tautomérico, resultado da instabilidade do grupo enol, interconvertendo-se em um
grupo ceto [20].

B-dicetona

CH;—O

Tautomero cetonico
HO

CH,;—0
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Tautoémero endlico
HO

Figura 3 Isdmeros da Curcumina: Forma cetonica e endlica.

Os pigmentos curcuminoides (Figura 4) possuem em sua estrutura quimica duas
hidroxilas fendlicas, sendo um composto B-dicarbonilico, e um grupo B-dicetona,
diferenciando entre si pela presenca da metoxila, em que na curcumina contem duas
metoxilas, na desmetoxicurcumina apenas uma metoxila e na bisdesmetoxicurcumina e
metoxila é inexistente. Os grupos fenolicos e a B-dicetona sdo estruturas caracteristicas
de compostos antioxidantes, sendo fundamentais para a acdo antioxidante da curcumina
[21]. Os grupos fendlico, p-dicetona, e metoxilas de curcumina sdo os causadores da
eliminacdo de radicais livres. Esta propriedade confere a natureza anti-cancer para este
composto [22,23]. O potencial anti-inflamatorio e anti-tumoral dos curcumindides estdo
relacionados com baixo nivel de hidrogenacdo, elevado nivel de metoxilagdo, como

também elevado nivel de insaturacdo da porc¢éo de dicetona [19].
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Figura 4 Estrutura quimica dos curcuminoides

A curcumina é um produto quimico natural capaz de reverter, inibir ou prevenir
o desenvolvimento de células cancerigenas através da inibicdo de vias especificas de
sinalizagdo moleculares envolvidos na formagdo do céancer. A literatura demonstra
através de estudos clinicos a seguranca da curcumina mesmo em doses altas (12g/dia), o
prosseguimento clinico deste composto natural promissor € dificultado pela sua fraca
solubilidade em 4agua e semi-vida biolégica curta, resultando em baixo
biodisponibilidade no plasma e tecidos [19].

Estudos em animais demonstraram que a curcumina € rapidamente
metabolizada, conjugada no figado e excretada nas fezes, por conseguinte apresenta
limitada biodisponibilidade sistémica. S&8o inconclusivos o0s dados sobre a
farmacocinética, metabolitos e biodisponibilidade sistémica realizados em pacientes
com cancer. Mostrando que 0s niveis séricos atingiram o pico entre uma e duas horas
apos a dose, e diminuiram rapidamente. Outro teste realizado com a curcumina mostrou
que ndo foi detectada no plasma de pacientes que tomam doses mais baixas [10].

Além das atividades farmacoldgicas decorrentes das propriedades antioxidantes
e anti-inflamatdrias, foram identificados efeitos da curcumina em diversos alvos
moleculares. Pesquisas realizadas durante anos indicam que a curcumina pode prevenir
e tratar o cancer. A potencialidade anti células cancerigenas deriva da sua capacidade
para suprimir a proliferacdo de uma grande variedade de células de tumor, indugéo de

apoptose e modulacao da expressao génica. Seus principais alvos moleculares incluem o



fator nuclear kB (NF- kB), a c-Jun N-terminal quinase (jnk), a ciclooxigenase-2 (COX-
2), a proteina quinase C, a glutationa-S-transferase e o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR). Evidéncias cientificas apresentas na literatura também sugerem

que a curcumina pode suprimir iniciacdo do tumor, promocao e metastase [6,24].
3.2 Transportadores macromoleculares de Curcumina

A utilizacdo de transportadores macromoleculares hidrossoliveis tem sido
estudada por vérios pesquisadores. Conforme verificado(Figura 5) pela Referéncia de
Banco de Dados da PUBMED nos ultimos 5 anos houve um crescente numero de

estudos envolvendo transportadores macromoleculares (polimeros) com curcumina [25].
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Figura 5 Estudos publicados no periodo de 2010 a 2014.
Fonte: PUBMED(2015) [25]

A busca cientifica por novos meios de transporte de principios ativos permitiu o
desenvolvimento de varios tipos de sistemas de transporte dos quais se destacam 0s
transportadores poliméricos. Os diferentes sistemas tém evidenciado ser eficientes
agentes terapéuticos para uma grande variedade de principios ativos, correspondendo
assim a varias necessidades como: o direcionamento especifico ao local alvo, o
mecanismos de defesa, a reducdo da sua toxicidade sistémica, a prevengdo da sua
eliminacdo rapida do organismo, a estabilizagdo e a otimiza¢do do seu metabolismo
[26].

Em uma revisdo de trabalhos cientificos publicados envolvendo a curcumina



(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.), apresentaram as varias abordagens
mostradas na literatura para melhorar a biodisponibilidade da curcumina, aumentar a
concentracdo da curcumina no plasma, e 0s processos para aumentar a permeabilidade
celular de curcumina. A revisdo descreve diferentes tipos de nanoparticulas que tém se
mostrado adequados para a encapsulacéo e transporte da curcumina, melhorando os seus
efeitos terapéuticos em diferentes doengas. As nanoparticulas, tais como nanoparticulas
poliméricas (dendrimeros) e nanogéis emergiram como uma das alternativas Uteis que
tém se mostrado efetivas no encapsulamento e transporte, fornecendo concentracdes
terapéuticas da curcumina. Os resultados mostrados indicam que os efeitos terapéuticos

da curcumina podem aumentar em certa medida atraveés do uso da nanotecnologia [27].

Tipe of

: Form Size (nm)  Used models Metheds Results Reference
nanoparticles
%Mﬁw Dendri Globular (i) Breast cancer In v!m (i) Improved stability (57,58)
: e endrimer 5-150 Invivo : ) o
’ polymer (ii) Colon cancer (nice) (ii) Increased antitumor and antiproliferative effects [39-63)
(i) Increased stability
(it) Enhanced fluorescence effects
Cross-linked (1) Melanoma (iii) Develaped bioavailability 6]
Nanogel polymer 10-200  (ii) Breast and Invitra (iv) Improved anticancer effects 165]
network pancreatic cancer cells {v) Get better controlled release

(vi) Prolonged half-life
(vii) Enhanced treatment of melanoma

Figura 6 Tabela com as nanoparticulas conjugadas com curcumina para o tratamento de diferentes doenga.
Fonte: Adaptada de GHALANDARLAKI, N.; et al (2014) [27].

A descricdo realizada [11] de um estudo pioneiro [16], foram sintetizados
sistemas transportadores nanoparticulados baseados em copolimeros aleatérios de N-
isopropilacrilamida (NIPAAm), com N-vinil-2-pirrolidona (VP) e polietilenoglicol-
monoacrilato (PEG-A) reticulados, incorporando a curcumina. Os dados obtidos na
caracterizacdo fisico-quimica destas nanoparticulas poliméricas demonstram a eficacia
terapéutica in vitro comparavel com a curcumina livre contra um painel de linhas
celulares de cancro pancreético humano, tal como avaliado pela viabilidade celular. E
em um segundo estudo descrito [11] sintetizou um novo polimero anfifilico denominado
como MPEG-PA, baseado no segmento hidrofilico de metoxipolietilenoglicol (MPEG)
e como segmento hidrofébico o acido palmitico (PA). O conjugado da nanoparticula de
MPEG-PA contendo a curcumina foi preparado em um unico procedimento e, mostrou
pequena toxicidade em linhas de células cancerigenas humanas da cervical (HeLa). O
objetivo do estudo foi desenvolver um transportador polimérico que permitisse que um
farmaco hidrofébico, como a curcumina, fosse facilmente soltvel num sistema aquoso,

porém o estudo falhou pois ndo foi capaz de demonstrar qual é a dose eficaz de



curcumina no sistema nanotransportador de MPEG-PA.

Dois estudos foram realizados envolvendo pHEMA e curcumina [9,28], o
primeiro estudo teve como objetivo encapsular a curcumina hidrofébica no ndcleo
polimérico hidrofilico do poli(2-hidroxietilmetacrilato) (pHEMA), o conjugado foi
preparado pelo método de nano-precipitacdo. Os resultados reportados mostraram que
as nanoparticulas tinham forma esférica apresentando-se livre de agrega¢do. Os ensaios
de caracterizacdo confirmaram que a curcumina, encapsulada na nanoparticulas de
pHEMA, apresentava natureza amorfa. Os autores analisaram a atividade
anticancerigena do conjugado utilizando células de cancro do ovéario (SKOV-3) in vitro,
e os resultados mostraram que o conjugado teve melhor atividade de regressdo das
celulas tumorais se comparado & curcumina livre. Além de se mostrar biocompativel, o
conjugado mostrou um nivel terapéutico eficiente no tratamento do céncer [9]. O
segundo estudo teve como objetivo preparar, caracterizar e avaliar a eficacia in vitro de
curcumina (C) transportada em nanoparticula preparada a partir do pHEMA
(polimerizado na presenca de um liquido idnico derivado de colina) e acido estearico
(AS). Portanto, a incorpora¢do da curcumina ¢ realizada “in situ” durante a preparacao
da nanoparticula, a partir da emulsdo dos componentes pHEMA, AS e C e, posterior
evaporacdo do solvente. O conjugado chamado de nanoparticula de C-PAS exibiu o
tamanho médio em torno de 184 nm sem agregacdo, revelando a caracterizagdo fisico
quimica a presenca de curcumina. O ensaio de citotoxicidade in vitro indicaram
propriedades anticancerigenas em células MCF-7 [28].

Em 2015 desenvolveu um dispositivo para o tratamento de feridas, utilizando o
conjugado pHEMA e curcumina preparado através do metodo da eletrofiacdo e
caracterizados a fim de avaliar a acdo antibacteriana da curcumina. Os resultados
reportados no estudo de liberacdo mostraram ser eficazes contra as doencas infecciosas
causadas por organismos resistentes a multiplos farmacos. A atividade antibacteriana da
curcumina contra a meticilina Staphylococcus aureus resistente (MRSA) e contra o
espectro estendido da pB-lactamase (ESBL) provou ser um composto fitoterapico
antibacteriano bom para substituir antibidticos. Assim, os resultados indicaram que 0
sistema polimérico pHEMA contendo curcumina tém potencial aplicagdo como adesivo
na cicatrizacdo de feridas de doenca infecciosa causada por organismos resistentes a

multiplas drogas e excelente transportador para a liberagao de drogas.



3.3 Sistemas de Liberacao

Os sistemas de liberacdo de principios ativos sdo formas farmacéuticas solidas,
onde o principio ativo é misturado com outras substancias (excipientes ou veiculos)
para se transformar em medicamento. Nos sistemas de liberacdo controlada (SLC) a
liberacdo modula-se de acordo ao sistema utilizado, de forma tal que se alcance o nivel
plasmético e terapéutico no tempo desejado. A maioria dos sistemas de liberacdo
controlada s&o baseados em matrizes poliméricas. Nas duas Ultimas décadas as matrizes
hidrofilicas tornaram-se muito apreciadas na formulacdo de formas farmacéuticas de
liberacdo controlada. Os SLCs sdo classificados de acordo a seu mecanismo de
liberacdo. O sistema matricial polimérico € preparado pela mistura de um polimero
hidrofilico ou hidrofébico e de um farmaco insollvel. A utilizagdo do polimero
hidrofilico como matriz na formulacdo destes SLC fornece a combinacdo apropriada
para que acontecam 0S processos a partir do qual opera 0 mecanismo, sendo estes:
intumescimento, difusdo ou erosdo, portanto é a matriz quem determina a cinética de
liberagdo controlada [29].

A liberacdo controlada de principios ativos permite diminuir o nimero de doses
diarias obtendo um tratamento continuo e, consequentemente, o desaparecimento de
picos plasméticos e a manutencdo da concentracdo eficaz. Resultando em menor
acumulo de droga no organismo e prote¢do do principio ativo a degradacdo por fluidos
biolégicos. Portanto, as principais caracteristicas apresentadas pelo SLC matricial
polimérico sdo: operar através do efeito sinérgico de varios processos (intumescimento,
dissolucdo do principio ativo, difusdo ou erosao), atingir rapidamente a concentracdo
terapéutica, manutengéo dentro desta concentragao [30].

A literatura reporta diferentes estudos sobre sistemas para transportar o farmaco a
um local determinado do organismo, onde o principio ativo deve ser liberado e
absorvido. A Figura 7 resume comparativamente 0s sistemas convencionais com 0S
sistemas de liberagdo controlada mais discutidas na literatura elas sdo: liberagéo
retardada, repetida, prolongada, sustentada [30,31].

No sistema de liberacdo convencional (curvas 1 e 1.a) o farmaco é imediatamente
liberado e portanto absorvido com rapidez e por completo, caracterizando-se o sistema
pela formagéo de um pico plasmatico. Algumas drogas necessitam apenas de uma dose
(curva 1) por dia para manter niveis terapéuticos adequados no sangue. Porém, farmacos

que ndo sejam de longa duracdo necessitam de doses diarias maltiplas (curva 1.a) para



alcancar os resultados terapéuticos desejados. Os sistemas de liberacdo sustentada
(curva 2) permitem a liberagdo imediata e mantem constante a concentracdo plasmatica
do principio ativo por um periodo, produzindo prontamente o efeito terapéutico
desejado ao longo de um tempo predeterminado. A liberagdo pode ser sustentada pelos
processos de difusdo ou erosdo. Os niveis de farmaco no plasma fornecidos pelo SLC
sustentada, muitas vezes elimina a necessidade de varias dosagens, o que beneficia ndo

sO o0 paciente, mas também ao acompanhante [31].

Zona de toxicidade

Zona
\ o .
terapeutica

Nivel do farmaco no plasma

Tempo

Figura 7 Perfis plasméticos em diferentes sistemas de liberacéo.
Fonte: VEIGA (1988)

1- Liberacédo convencional dose Unica
1.a- Liberag&o convencional dose dupla
2- Liberacdo sustentada
3- Liberacdo retardada
4- Liberacdo repetida
5- Liberacédo prolongada
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Em sistemas de liberacdo retardada (curva 3) a liberagdo do farmaco ndo se inicia
imediatamente apds a administracdo, o SLC libera a droga a uma hora diferente da
administracdo. O atraso pode ser baseado no tempo ou baseado na influéncia de condicdes
ambientais, como pH gastrointestinal, etc.. Para o sistema de liberacdo repetida (curva 4)
ocorre a liberacdo de uma dose individual logo apos a sua administracao, entretanto este SLC
¢ desenhado para farmacos que necessitem ser administrados mais de uma vez ao dia,
causando picos (vales) sequenciais no nivel terapéutico. Estes picos(vales) estdo associadas
com a liberagdo de cada dose através de um sistema especifico de controle [31]. No sistema
de liberacdo prolongada (curva 5), o principio ativo € disponibilizado através de uma primeira
liberacdo imediata, afim de produzir o efeito terapéutico desejado sem causar danos ao
organismo e, posterior manutencdo com liberacdo gradual, a fim de prolongar a extensdo da

resposta terapéutica [31].

3.3.1 Mecanismo de Liberacdo Controlada em Sistemas Matriciais
Poliméricos.

Os SLCs de principios ativos em formulacdes farmacéuticas baseadas em matrizes
poliméricas tém crescido nas Ultimas décadas. A indastria farmacéutica tem buscado novos
sistemas de liberagdo controlada visando oferecer maior conveniéncia ao paciente, sendo
assim um grande nimero de SLC de farmacos bem sucedidos tém sido desenvolvidos. No
entanto, o desenvolvimento de SLC de farmacos se baseia em uma avaliacdo minuciosa e
criteriosa do sistema matricial. A modelacdo matematica de SLC tem facilitado o estudo
destes sistemas de maneira a prever a difusdo e as taxas de liberacdo de farmaco a partir de
modelos matematicos apropriados, reduzindo assim o numero de experiéncias necessarias
[32].

Um sistema matricial polimérico é caracterizado como um sistema que controla a
liberacdo do farmaco, molecularmente disperso ou dissolvido numa matriz polimérica
resistente a desintegragdo [29].

Para classificar um sistema matricial devem ser considerados diferentes fatores tais
como: natureza quimica e estrutura da matriz, cinética de liberacdo (idealmente de ordem
zero), 0 mecanismo através do qual a liberacdo é controlada, é dizer, os processos através dos
quais o principio ativo € liberado: intumescimento, difuséo e eroséo.

O SLC opera atraves das estruturas matriciais poliméricas, quando estas entram em

contato com o meio de dissolugcdo (ou fluido bioldgico) podem manter sua estrutura
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aproximadamente estdvel ao longo de todo o processo de intumescimento, dissolucdo e
difuséo ou podem sofrer um fendmeno de intumescimento e, sequida de eroséo [29].

Portanto, o mecanismo e a velocidade de liberacdo do farmaco em matrizes

poliméricas pode ser descrita por um ou mais dos processos cinéticos citados abaixo [32]:
a) Intumescimento
b) Difuséo
¢) Eroséo

O mecanismo de liberacdo de farmacos através de matrizes poliméricas acontece por
diferentes mecanismos através dos processos cinéticos, acima citados, em decorréncia das
propriedades da matriz polimérica. A Figura 8 e Figura 9 representam 0s mecanismos de
liberagdo para matrizes poliméricas hidrofébicas e hidrofilicas, respectivamente.

A Figura 8 representa o mecanismo de liberacdo regido pelo processo de difusdo
guando a matriz polimérica € hidrofébica ou inerte. Nestes sistemas 0 mecanismo de liberacéo
acontece essencialmente pelo processo de difusdo através dos poros. Porém, o mecanismo de
liberacdo pode acontecer por um processo de erosao, prevalecendo um processo ou outro de
acordo com as propriedades da matriz e principio ativo.

No mecanismo representado na Figura 8 o polimero, que constitui a matriz inerte é
insolGvel, apresenta estrutura porosa. O farmaco esta disperso no interior da matriz polimérica
e a interfase solido/liquido de dissolucdo é dizer a superficie da matriz ndo é modificada ao
longo de todo o processo de liberacdo. Estes SLC ndo sofrem alteracdo no trato
gastrintestinal, sendo eliminados do organismo praticamente intatos. O mecanismo de
liberacdo nestes sistemas, de acordo com a Figura 8, acontece em 3 etapas: (a) o liquido de
dissolucdo penetra pelos poros da matriz, (a.1) o farmaco é dissolvido e, finalmente, (b)
acontece a difusdo lenta do farmaco dissolvido através dos canais da estrutura porosa da
matriz. A etapa mais lenta e, portanto a etapa limitante da cinética de liberacdo, é a penetracéao

do liquido de dissolucdo na matriz [1, 4, 5].



29

o T (S I (N T

o
Z
>
i

I\

A AN KN

liquido de dissolugao

Figura 8 Etapas de libera¢do dos farmacos em sistemas matriciais inertes ou hidrofébicos:
(a) penetracdo do liquido de dissolugdo nos poros da matriz; (b) difusdo lenta através dos canais do farmaco dissolvido até o
exterior.

A Figura 9 representa o mecanismo de liberacdo regido pelo processo de
intumescimento e erosdo em uma matriz polimérica hidrofilica. A matrizes poliméricas
hidrofilicas se caracterizam por liberar de maneira controlada o farmaco devido a sua
capacidade de intumescer e relaxar.

Esta capacidade pode ser descrita através da transicdo dos polimeros do estado
vitreo ao estado borrachoso (Tg), neste caso especifico a transicdo pode ser descrita como
uma transi¢ao do sistema de um estado vitreo “ndo intumescido” para um estado borrachoso
“maledvel” , como consequéncia do processo de intumescimento da matriz. Isto porque a 4gua
é um plastificante e, consequentemente, devido ao intumescimento da matriz tg do polimero
baixa. Esta transicdo permite que as cadeias anteriormente no estado vitreo (estado de
configuracdo altamente emaranhado) passe ao um estado maleavel, o que esta associado com
0 processo de intumescimento/relaxamento.

A Figura 9 representa as diferentes etapas que envolve o mecanismo de
liberagdo em matrizes poliméricas hidrofilicas. Podemos ressaltar que neste mecanismo a
liberacdo controlada estd acontecendo em cada etapa (a partir da etapa 2), através dos
processos que operam sinergicamente: intumescimento/difusdo e intumescimento/erosao.

Primeiramente, (1) temos o SLC no estado seco. Na segunda etapa, (2) a matriz
hidrofilica entra em contato com a dissolu¢éo ou fluido bioldgico (gastrintestinal), iniciando-
se 0 processo de absorcdo de agua, principalmente pelos poros do sistema matricial. Entéo,
apos a hidratacdo o farmaco que esta presente na superficie do polimero € imediatamente
liberado. Nesta etapa, na superficie do polimero que ja esta se intumescendo acontece a

transicdo vitrea/maleavel que chamamos de transicdo intumescimento / relaxamento.
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Formando-se portanto, uma camada gelatinosa de polimero (estado maleavel ou relaxado) em
torno do nucleo seco do SLC [29,32,33].
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Figura 9 AlteracOes observadas nos sistemas matriciais hidrofilicos que intumescem e sofrem eroséo.

1- matriz seca; 2- inicio do intumescimento da matriz; 3 e 4 —ocorre crescente hidratagdo e
intumescimento da matriz com diminuicdo do nucleo seco e comego da erosdo das cadeias
poliméricas; 5- aumento da erosdo das cadeias; 6- separacdo das cadeias poliméricas liberando
rapidamente o restante do farmaco.

As setas duplas apresentadas nas etapas 3 e 4 (Figura 9) representam a agua que
continua a penetrar na matriz (=), mas agora ndo apenas pelos poros e sim sobretudo através
da camada gelificada (cadeias poliméricas relaxadas), que, lentamente, se formam.
Simultaneamente nesta etapa acontece a difusdo do farmaco para o alvo (€). Nesta etapa o
nacleo seco comeca o processo de hidratacdo e, a camada exterior gelificada comeca a sofrer
erosdo. Estes dois fendmenos ocorrem simultaneamente e o sistema matricial mantém uma
estabilidade dimensional mais ou menos constante (3 e 4). Esta etapa é a que mantém o
farmaco sendo liberado de maneira controlada (liberagédo sustentada) no tempo.

Na etapa 5, temos que na superficie da matriz polimérica altamente intumescida a
forca das interagdes polimero-agua comecam a aumentar frente a forca da interacdo polimero-
polimero. Portanto, quando a concentracdo de &gua excede certo valor critico as cadeias
poliméricas comecam a se separar, alargando os espacos onde a difusdo do farmaco ocorre. E
dizer a taxa do processo de erosdo aumenta, consequentemente a taxa de hidratacdo do nucleo
diminui. Na etapa 6, as cadeias poliméricas do nucleo ja intumescida se estendem e
dispersam-se na camada mais externa, resultando em maior aumento da taxa de eros&o.
Consequentemente, uma maior erosdo aumenta ainda mais a distancia entre as cadeias, ao néo
permanecer interligadas as cadeias 0 SLC subsequentemente é totalmente desintegrado, e o

farmaco restante é liberado [29,32,33].
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

Durante o desenvolvimento experimental foram usados os reagentes descritos a seguir,

destacamos 0 grau de pureza e procedéncia. Todos os reagentes foram utilizados sem previa

purificacéo.

P6 de rizomas do Acafrdo da india (Curcuma Longa L.) (Comercial kodilar)

Acetona P.A (Isofar)

Alcool Etilico 95% (Vetec)

2-Hidroxietilmetacrilato 98% - HEMA (Peso Molecular: 130,14g/mol; Sigma-
Aldrich)

Cloreto de Potéssio P.A (Impex)

Tween 80 (Monooleato de Sorbitan Etoxilado 20 EO, Merck )

Solucdo de PBS (Tampdo de Fosfato e Salina, pH= 7,4 (NaCl, KCI, Na;HPO, e
KH,PO,)

Dimetilformamida (DMF) (Vetec)

A seguir descrevemos 0s equipamentos utilizados, especificando marca e modelo.
Manta aquecedora (Mod. 3320 — Nalgon)

Agitador Magnético com agquecimento (N1 1108—-Nova Instrumentos)

Balanca Analitica (Mod. AY 220 — Marte)

Evaporador Rotativo (SL 120 — Solab)

Liofilizador LJJ04

Potenciostato/Galvanostato modelo PGSTAT128N da marca AUTOLAB
(AUT85118), acoplado a um computador com software NOVA 1.10

TGA — Analisador Termogravimétrico (Mettler TG50)

FTIR ATR - Espectrofotometro de Infravermelho com Transformada de Fourier
(Spectrum 100 com acessorio ATR - PerkinElmer)

UV - Espectrofotdmetro UV-vis (Cary ® 50 Scan)

MEV - Microscopio Eletronico de Varredura (EVO MA 15, Marca Zeiss)

MO - Microscopio Optico (Eclipse E200 - Nikon)

Difratbmetro de Raio-X — (Pert Pro MPD — Marca Panalytical)
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4.2 Metodologia: descricéo e fundamentos

Extragio CC

a partir do

Rizoma
CcC
CC
pHEMA

Eletrossintese Sistema Polimeérico Caracterizagdo

do HEMA pHEMA/CC Fisico —Quimica e

Estudo de Liberagdo
Preparo

4.2.1 Extracdo de Curcuminoides do Acafrédo da India

A extracdo é um dos métodos mais utilizados para a obtencdo de principios ativos de
plantas. Utilizando solventes apropriados e ndo tdxicos, o material final da extracdo sélido-
liguido denomina-se solucdo extrativa. Entre os métodos de extracdo sélido-liquido mais
utilizados destacam-se os métodos tradicionais tais como a maceracao, percolacdo, extracdo
de soxhlet, extragdo a quente, arrastre de vapor etc.. A literatura reporta o estudo de
diferentes métodos tradicionais para a extragdo de Curcuminoides da Curcuma longa [34,35].
Estes trabalhos avaliam o método e o solvente mais eficiente para a extracdo de
Curcumindides. A literatura estudada mostrou que os métodos de maceracdo e extracdo de
soxhlet foram os mais adequados para a extragdo dos principios ativos presentes na Clrcuma,
utilizando como solvente em ambos os métodos citados a acetona. Estas técnicas mostraram
maior rendimento comparado aos demais métodos testados: percolacdo - homogeinizacao,
extracdo simples - centrifugacdo, extracdo sequencial, e extracdo infusdo-agua quente [34].
Portanto, em nosso trabalho decidimos estudar os metodos de extracdo de soxhlet e

maceracdo. Os procedimentos e fundamentos destas técnicas de extracdo sdo descritas a
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sequir.

4.2.1.1 Método 1 — Extracdo dos Curcuminoides através da maceracdo a temperatura
ambiente

O procedimento da extracdo por maceragdo pode ser estatico ou dinamico, a diferenca
entre os dois estd dada em que no método estatico a agitacdo é ocasional € no dinamico a
extracdo se realiza sob agitacdo mecénica constante. Ambos os métodos sdo realizados em
recipiente fechado, com solvente apropriado em temperatura ambiente, com duracédo
prolongada (horas ou dias), sem renovacdo do solvente extrator (quando se faz renovacgédo do
solvente o processo é chamado de remaceracdo). Por natureza, ndo ocorre esgotamento da
matéria prima vegetal, seja devido a saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de
um equilibrio difusional entre 0 meio extrator e o interior da matriz celular (planta vegetal)
[35]. Neste trabalho foi utilizado o método de maceracdo dinamica sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente (20°C).

Em uma balanga analitica com auxilio de um béquer de 150 mL, pesou-se 30,9011g do
po de rizomas do Acafrdo da india, em seguida adicionou 100 mL de acetona medido em uma
proveta e despejado no béquer contendo o p6 de rizoma do Acafrdo. Apds tampado o béquer
com um vidro de relégio foi levado para o agitador magnético sob agitacdo constante de 600
+ 5 rpm, por um tempo de 48 horas, a temperatura de 20°C, verificando de tempo em tempo o
nivel do solvente. Concluido o tempo de agitacéo, a mistura (conforme ilustrado na Figura 10)
permaneceu em repouso para coletar o sobrenadante. Em uma placa de Petri, previamente
pesada e identificada, depositou-se o sobrenadante do extrato, com o auxilio de uma pipeta. A
cristalizacdo do extrato foi realizada adicionando-se 2 ml de etanol. A placa foi submetida por
24 horas em estufa a vacuo com temperatura de 50°C, em seguida foi pesada novamente, para

posterior calculo do rendimento utilizando a Eq. (1).

Mextrato Eq' (l)

Re(%) = 100

Malimentada

R, (%): Percentual do rendimento do extrato
Meytrato: € 0 valor da massa (curcuminéides)obtida apés a eliminagdo do solvente (g)

Mylimentada: € @ Massa de matéria prima (agafrao)utilizada na extragio (g)
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Figura 10 Extracdo da curcumina pelo método maceragéo dinamica.

4.2.1.2 Método 2 — Extracao da Curcumina com utilizacdo do Soxhlet

O método de extracdo de Soxhlet, inventado em 1879 por Franz Von Soxhlet, é a
técnica mais antiga e difundida utilizada para extragGes continuas de sélido por um solvente
quente, sendo uma das principais metodologias adotadas como referéncia de eficiéncia da
extracdo. O equipamento é constituido pelo aparelho soxhlet na qual a amostra é
acondicionada em forma de um cartucho interno (utilizando papel de filtro), posteriormente
acoplado a um baldo de fundo redondo contendo solvente, a selecdo do solvente dependera da
solubilidade da substdncia a ser extraida e da facilidade com que o solvente possa ser
separado da amostra solida. Em seguida o sistema € conectado a um condensador de refluxo
Allihn (o tubo de condensacéo € feito com uma série de bolas). Quando o solvente do baldo é
aquecido, seu vapor que sobe pela conexéo ¢é entdo condensado, caindo no cartucho no qual a
amostra se encontra e cobrindo totalmente a amostra, extraindo lentamente o principio ativo.
O aparelho possui um sifdo, ao preenché-lo totalmente o solvente é sifonado para o baldo
transportando assim a quantidade de substancia que extraiu da amostra. O processo se repete,
ate que esteja completada a extracdo de acordo com a quantidade de principio ativo presente
na matriz vegetal [36,37].

Com o auxilio de uma balanca analitica, pesou-se 33,2971g de p6 de Acafrio da india,
utilizando papel de filtro. Apo6s a pesagem a amostra foi fechada com barbante em forma de
um cartucho e colocada no tubo de extragdo Soxhlet (conforme ilustrado na Figura 11). Foram
adicionados 200 ml de acetona ao bal&o de fundo redondo. O tubo de extragdo Soxhlet foi
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encaixado, a extremidade inferior no baldo e a extremidade superior no condensador. O bal&o
foi acomodado dentro de uma manta aquecedora. A manta aquecedora foi ligada apds a
abertura da agua no condensador, iniciando assim o0 processo de extracdo, por um periodo de
24 horas. A temperatura foi mantida constante, dentro da faixa de ebulicdo da acetona (56
°C). Ap0s a extracdo, a manta aquecedora foi desligada para aguardar o resfriamento. O tubo
de extracdo Soxhlet foi desconectado do condensador e do baldo de fundo redondo. Com o
auxilio de uma pinc¢a, o material foi retirado de dentro do tubo de extracdo e escoado todo
acetona contida. Apos todo o processo de extracdo a solucdo de acetona contendo o extrato foi
colocada em um evaporador rotativo, para evaporar a acetona e concentrar a solugéo contendo
0 extrato. Apds o extrato foi transferido para uma placa de petri previamente pesada e
identificada. A cristalizacdo do extrato foi realizada adicionando-se 2 mL de etanol,
posteriormente este foi levado para uma estufa & vacuo com temperatura de 50°C por 24 h,

seguida da pesagem para calculo do rendimento na qual utilizamos também a Eq. (1).



36

Figura 11 Extracdo da curcumina com utilizagdo do Soxhlet.

4.2.2 Polimerizacao eletroquimica do poli(2-hidroxietilmetacrilato) pHEMA

e preparo do sistema pHEMA/Curcumindides

Para realizar a polimerizagdo do poli(2-hidroxietilmetacrilato) pHEMA, através da
eletrolises do monbémero 2-hidroetilmetacrilato HEMA, foi utilizado o equipamento
Potenciostato/Galvanostato modelo PGSTAT 128N da marca AUTOLAB (AUT85118),
acoplado a um computador com software NOVA 1.10, utilizando uma célula eletrolitica de
dois eletrodos conforme ilustrado na Figura 12.

O polimero pHEMA foi sintetizado eletroquimicamente utilizando a técnica
galvanostatica a corrente constante 200mA, através da eletrolise do HEMA 1molL™,
utilizando como eletrélito suporte cloreto de sédio KCI ImolL™, em meio aquoso, atmosfera
ar e temperatura ambiente (23°C).

Um fio de platina (Pt) foi utilizado como eletrodo de trabalho (WE — &nodo conectado
ao eletrodo suporte (SE)) e o segundo fio de platina (Pt) como contra-eletrodo (CE - catodo na
qual foi conectado ao eletrodo de referéncia (RE)), toda a reacdo ocorreu no interior de uma
seringa de 5 mL, com a finalidade de obter o formato cilindrico (Figura 12).
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O pHEMA obtido foi lavado repetidamente com agua destilada, em seguida congelado
e liofilizado para posterior caracterizagao.

Para as demais polimerizacdes realizadas ap0s a conclusdo da sintese, se efetuou a
incorporacdo dos curcuminodides ao pHEMA, na concentracdo de 3% da massa de
curcuminoides por massa de pHEMA, obtendo assim o sistema pHEMA/curcumindides. A
incorporacdo dos curcuminoides foi realizada por dois procedimentos diferentes: (A) mistura
fisica manual entre a solucdo de pHEMA em KCI e os curcumindides, (B) mistura fisica
manual entre 0 pHEMA e uma solucdo dos curcumindides em HEMA. Em seguida as
amostras foram lavadas repetidamente com &gua destilada, congeladas e liofilizadas para
demais caracterizagdes. A Tabela 1 mostra as quantidades dos reagentes utilizados na
eletrossintese do pHEMA puro e na preparacdo do sistema pHEMA/curcumindides, obtido

pelos procedimentos A e B.

Citodo(-): Contra-eletrodo de _ .Anodo (+): eletrodo de
trabalho de platina trabalho de platina

- Solugdo HEMA 1 molL
+KCl 1 molL

Figura 12 Representagdo da célula eletroquimica para sintese do polimero pHEMA.

Tabela 1 Dados e procedimentos da polimerizagéo.

pHEMA pHEMA/curcumindides pHEMA/curcumingides

puro Procedimento A Procedimento B
HEMA (ml) 0,54 mL 0,54 mL 0,4 mL
HEMA (g) 0,584 0,58 ¢ 0,439
Volume da
Solucio KCI (ml) 4,5 mL 4,5 mL 4,5 mL
HEMA (molIL™) 0,99 mol/L 0,99 mol/L 0,7 mol/L
Apos eliminar a solugédo
NZo houve Ap_és a sintese, se de KCI. Se adicionou ao
. x adicionou 0,017g de pHEMA 0,017g de
« incorporagéo NN ~ Ay
Incorpor@(;ap do apenas curcuminoide a solugéo curc_u_m|n0|de
curcuminoide ' HEMA de pHEMA em KCl e solubilizados em
P realiza-se a mistura 0,14mL de HEMA e,
puro. fisica. realiza-se a mistura
fisica.

Foram realizadas sucessivas lavagens com agua destilada e
congelados a -12°C
Secagem As amostras foram liofilizadas a -40°C

Lavagem

Massa Molar (MM)xema=130,14 g/mol, densidade (d)pema= 1,073 g/mL
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4.2.3 Caracterizacdo fisico-quimica do pHEMA puro, CC e do sistema

pHEMA/curcumindides

4.2.3.1 Caracterizacdo por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma das
técnicas espectroscopicas mais aplicadas para caracterizacdo de materiais. Esta técnica além
de identificar os diferentes grupos quimicos funcionais, constituintes de uma amostra, pode
dar informagGes sobre a estrutura da amostra analisada. A radiagdo de infravermelho quando
absorvida pela amostra, converte-se em energia de rotacéo e vibracdo molecular. Cada ligacéo
qguimica possui uma frequéncia de rotacdo e de vibracdo especifica, as quais equivalem a
niveis energéticos especificos (quantizados). Desta forma, quando a radiacdo de
infravermelho incide sobre a amostra e a atravessa, a molécula absorve-a. O processo de
absorcdo € quantizado e, em consequéncia 0 espectro aparece como uma serie de bandas. A
frequéncia vibracional ou comprimento de onda de uma absorcao depende da massa relativa
dos atomos e da constante de forca da ligacdo através da Eq. (2). E dizer, cada grupo
funcional apresenta valores caracteristicos de frequéncia de vibragdo, portanto absorve a
diferente frequéncia vibracional. As posicOes das bandas no espectro infravermelho s&o
apresentadas em comprimento de onda (A) e ndo em termos de frequéncia de vibragdo, mas
especificamente elas sdo apresentadas em niimero de onda (cm™), centimetro inverso que é
diretamente proporcional a energia. Desta forma a presenca de bandas caracteristicas de
grupos funcionais no espectro infravermelho permite a obtencdo, através de simples exame e
consulta da literatura, de informacBes estruturais Uteis e, portanto da identificacdo de
estruturas na amostra analisada [38].

N k Eq. (2)
21C MxMy
M, + M,

Onde:
v: frequéncia vibracional (cm™)
c: velocidade da luz (cm/s)
k:constante de forca da ligagéo (dinas/cm)

My e M,: massa do atomo x e massa do atomo y, respectivamente (g).
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O FTIR foi utilizado para caracterizar estruturalmente os curcumindides presentes nos
extratos do Acafrdo da india, confirmar a polimerizagdo do pHEMA, confirmar a
incorporacdo dos curcumindides no pHEMA, assim como para avaliar a interacdo entre o
pHEMA e os curcuminoides. Para obter os espectros de infravermelho das amostras de
curcumindides coletados por: maceragdo dindmica a temperatura ambiente (oleoresina);
extracdo de soxhlet (oleoresina), das oleoresinas cristalizadas, assim como das amostras:
HEMA, pHEMA, sistema pHEMA/Curcumindides (procedimento B) (pHEMA/CC),
utilizamos o Espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier (Spectrum 100
com acessério ATR - PerkinElmer) na regido 4000 a 650 cm™, com acessério para
Reflectancia Total Atenuada (ATR). As amostras foram colocadas diretamente sobre a
superficie do cristal (Diamante/seleneto de zinco ZnSe) do acessério de ATR e com auxilio de
uma ponteira aplicou-se uma ligeira pressdo para promover um intimo contato entre a amostra
e a superficie do cristal. O espectro foi obtido a partir de 16 varreduras e uma resolucdo de 4

em™.

4.2.3.2 Caracterizagdo por Termogravimetria (TG)

A andlise Termogravimetria (TGA) é uma técnica de analise térmica onde a variagdo
de massa da amostra analisada é analisada em funcdo da temperatura ou tempo de
aquecimento, utilizando um programa controlado de temperatura. O TGA é de grande
importancia para caracterizar termicamente um material, fornecendo informacdo detalhado
sobre as alteragdes que 0 aquecimento ocasiona na amostra analisada, permitindo assim: (a)
estabelecer a faixa de temperatura em que se inicia a decomposicdo térmica, (b) avaliar
processos de desidratacdo, oxidacdo e, outras reagOes que podem acontecer durante o
aquecimento (ciclizacdo, reticulacdo etc.), (c) teor de residuo (ou presenca de substancias
inorganicas). Na andlise Termogravimetria derivada (DTGA) sdo obtidas curvas que
correspondem a derivada primeira da curva TGA, onde as inflexes apresentadas na curva
TGA sdo substituidas por picos, na curva DTGA, que delimitam &reas proporcionais as
modificagdes de massa ocorridas durante a decomposi¢do do material [39].

A caracterizacdo por TGA foi realizada no Analisador Termogravimétrico (Mettler
TG50). As amostras curcuminoides, pHEMA e o sistema pHEMA/CC foram pesadas em
cadinho de alumina, colocadas na termobalanca sob atmosfera de nitrogénio (fluxo de

20mL/min) e aquecidas entre 25°C e 800°C com taxa de aquecimento de 10°C/min.
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4.2.3.3 Caracterizacdo por Difracdo de Raios-X

Os raios x séo ondas eletromagnéticas, descobertos em 1895 s6 foram utilizados na
elucidacéo da estrutura cristalina dos materiais, através do fenémeno de difragdo, em 1911. A
difracdo é um fendmeno tipicamente ondulatério, onde uma onda sofre um desvio na sua
trajetoria ao atravessar um obstaculo cuja dimensdo seja da mesma ordem de grandeza
(comprimento de onda) da onda que o atravessa. O processo de difracdo tornou possivel
determinar o comprimento de onda dos raios X, e concluiu-se que este é da mesma ordem de
grandeza que o tamanho de um atomo. Raios X de comprimento de onda bem definidos
podem ser usados na analise da estrutura cristalina de uma amostra, através do fenémeno da
difracdo. Ao incidir um feixe de raios X em uma amostra desconhecida, este difrata, e a
medida dos angulos de difracdo dos raios emergentes permite determinar a distancia entre os
planos atdmicos da amostra, assim como a sua estrutura cristalina [7,8]

A técnica de difracdo de raios X tem sido amplamente utilizada para elucidar os
arranjos atdbmicos e moleculares nos solidos. A aplicacdo desta técnica em materiais
poliméricos € eficiente para a determinacdo do grau de cristalinidade dos mesmos,
principalmente para polimeros semicristalinos. Entretanto, no presente trabalho, utilizou-se a
difracdo de raios X para confirmar a presenca dos cristais curcumindides no polimero, assim
as amostras de pHEMA e do sistema pHEMA/CC foram analisadas em um difratbmetro de
raios-X modelo X Pert Pro MPD — Marca Panalytical, usando irradiagdo de CuKa com
comprimento de onda A= 0,154 nm. A faixa de varredura (passo - 260) foi de 5 a 45°, com

intervalos 0,02°.

4.2.3.4 Caracterizacdo da Morfologia por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
e Microscopia Otica (MO)

Caracteristicas estruturais importantes dos materiais apresentam dimensGes
microscopicas (microestruturas) que s6 podem ser elucidadas com um equipamento especifico
chamado microscopio. A microscopia Optica (MO) permite que enxerguemos apenas a
superficie do material, tendo limite para ampliacdo de aproximadamente 2000X. Para MO o
limite maximo de resolucédo é estabelecido pelos efeitos de difragdo devido ao comprimento
de onda da radiacdo incidente o que justifica sua ampliacdo maxima ja citada anteriormente.
A microscopia eletronica de varredura (MEV) consiste em utilizar um feixe de elétrons de

pequeno diametro para explorar a superficie da amostra, e assim 0 mesmo transmite o sinal do
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detector a uma tela catddica cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do
feixe incidente, por intermédio de um detector de elétrons secundarios ou elétrons
retroespalhados. Portanto o sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a
superficie da amostra, no qual o sinal recolhido pelo detector é utilizado para modular o brilho
do monitor, permitindo a observagdo da amostra com aumentos de 300.000 vezes ou mais,
para a maior parte de materiais solidos, conservando a profundidade de campo com a
observacao da estrutura superficial [40,41].

Para confirmar a presenca dos cristais no sistema polimérico, foi utilizado um
microscopio 6tico modelo Eclipse E200 - Nikon, no modo de reflex&o. As fotografias foram
obtidas pela digitalizacdo instantanea utilizando uma camera digital acoplada ao microscopio.

A morfologia superficial e porosidade das amostras de pHEMA e do sistema
(PHEMA/CC), foram analisadas empregando-se a técnica de microscopia eletrbnica de
varredura. Para isto utilizou-se um MEV de bancada, modelo EVO MA 15, marca Zeiss,
profundidade de foco 9-11mm, tensdo 15 kV, para a analise as amostras foram previamente
recobertas com ouro (durante 30s). Para a analise de Energia Dispersiva de Raios X (EDS),
utilizou-se o equipamento acoplado ao MEV. A analise de EDS permitiu, através do espectro

de raios X, identificar os elementos quimicos presentes na superficie das amostras.

4.2.3.5 Determinacédo do peso molecular viscosimétrico médio (M,) do pHEMA

Uma das caracteristicas mais importante dos polimeros é o seu tamanho molecular. Os
polimeros se diferenciam das substancias simples por possuir em sua estrutura quimica uma
cadeia longa, isto €, de alta massa molar. A alta massa molar e a estrutura quimica sao as
principais caracteristicas dos polimeros, responsaveis pela suas propriedades e
consequentemente pela sua aplicacédo [42,43].

A massa molar de qualquer substancia quimica é definida como a massa de um mol de
moléculas (conjunto de 6,02x10%* moléculas, Nimero de Avogadro). Porém, nos polimeros,
todas as moléculas ndo apresentam o mesmo tamanho molecular, ou seja, em um mol de
moléculas ha uma distribuicdo de valores de massa. Entdo, a massa molar de um polimero
corresponde a um valor médio de massa molar. Ha diversas formas de expressar massa molar
média, em funcdo de qual aspecto da amostra se quer enfatizar, como enfatizaremos mais na
frente. Existe porém uma expressdo geral para a massa molar média, se consideramos que a

cadeia polimérica ¢ composta por um valor médio igual a “n” unidades monomeéricas A de
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massa molar “mp”, temos que a massa molar média “M” é:
M=maXn
(n = DP grau de polimerizacao)

Devido ao comprimento das cadeias (grau de polimerizacdo) representar um valor
médio, ndo constante, havera polimero sintético de massas molares diferentes.

A massa molar de um polimero pode ser determinada experimentalmente utilizando
métodos absolutos e relativos. Os meétodos absolutos sdo aqueles que se baseiam em
parametros fisicos fundamentais para determinar experimentalmente a massa molar média. Ja
os valores de massa molar média, determinados por métodos relativos séo aqueles obtidos por
comparacdo com uma amostra padréo de massa molar conhecida.

A seguir mostramos 0s tipos de massa molar média absolutos, os métodos

experimentais que permitem sua obtencdo e como podem definir-se matematicamente [44]:
» Massa molar numérica média ( M)

A M, € definida como sendo a massa molar de todas as cadeias, dividida pelo nUmero
total de cadeias, isto é, uma massa molar que leva em conta mais fortemente o nimero de
meros (unidade repetitiva) na cadeia, mais claramente corresponde a uma média ponderada
numericamente [42,44]. A massa molar numérica média pode ser determinada
experimentalmente por técnicas de osmometria de membrana, ou analise de grupos terminais

(por titulacdo ou ressonancia magnética nuclear, NMR). Matematicamente, tem-se na Eq. (3):

M LN M; Eq. (3
=N . (3

» Massa molar ponderal média (M)

A M,, é outra maneira de se calcular a massa molar média, onde a massa (ou tamanho) das
cadeias poliméricas é o mais importante. Assim, a massa molar de cada fracdo contribui de
maneira ponderada para o calculo da média, de uma forma mais clara ¢ uma média ponderada
massicamente [42,44]. A massa molar ponderal média pode ser determinada
experimentalmente por espalhamento de luz. Matematicamente, tem-se a Eq. (4):

LW M; Eq. (4)

M,
)72
Onde:

M; — massa molar do polimero de comprimento de cadeia i;
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N; — nimero de polimeros (moléculas) de cadeia i.

Wi — peso total das moléculas de comprimento de cadeia i.

O valor Mw/My chama-se de polidispersdo ou indice de heterogeneidade e da uma
medida da dispersdo das massas molares. Quanto mais proximo for de 1 o seu valor, mais
homogénea sera a massa molar do polimero[44]. Para determinar experimentalmente a massa
molar média em polimeros, existem metodos.

Dentre os métodos relativos de determinacdo de massas molares médias temos o
viscosimétrico e a cromatografia de exclusdo de tamanho. Nesta trabalho, utilizamos o
método viscosimétrico por ser o que temos disponivel no laboratério, devido a ser uma
técnica simples e portanto economicamente vidvel. A massa molar ponderal média
viscosimétrica (M,) pode ser determinada experimentalmente através de médidas de
viscosidade n de soluc@es diluidas (n é funcdo do volume hidrodindmico do soluto na solugédo
(i.e., massa molar); quanto maior o volume hidrodinamico do soluto mais viscosa é a solucao.
Matematicamente, tem-se a Eq. (5)

3 N; (Mp)+e]e Eq. (5)
v l SN, W l

Onde:

a: € uma constante experimental que depende do polimero, solvente e temperatura

Segundo as definices matematicas Eq. (3),Eq. (4), e Eq. (5) dos diferentes métodos
utilizados para determinar a massa molar média, tem-se como mostra a Figura 13, que a
massa molar viscosimétrica média (M,) tem um valor intermediario entre a massa molar
média numérica (M,) e ponderal (M,). Porém, como mostra a Figura 13, o valor

experimental de M, é um valor mais proximo ao valor de My,.
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% em peso

Figura 13 Representacéo gréfica da curva de distribui¢do de massas molares, Mn, Mw e Mv.

O método viscosimétrico consiste em realizar medi¢des da viscosidade em solucdo, ou
seja, determinar a viscosidade de solucdes de polimero diluidas, a fim de determinar a
viscosidade intrinseca (n;) que corresponde ao limite da viscosidade inerente (nin), quando a
concentragédo tende para zero [44].

A viscosidade intrinseca (n;) de uma solugdo polimérica esta relacionada com a massa
molar viscosimétrica média, atraves da equacgdo de Mark—Houwink—Sakurada.

A viscosidade de uma solucdo polimérica € maior do que a do solvente puro. Portanto,
primeiramente se determina a viscosidade relativa [Eq. (6)] que é a razdo entre o tempo de

escoamento da solucgéo (t) sobre o tempo de escoamento do solvente puro (to).

_ Ndissolucio _ tdissoluc;éo _ t Eq. (6)
Nyrel = - t - t_
Nsolvente solvente 0

Em seguida, se determina a viscosidade especifica [Eg. (7)] onde seu valor é a

viscosidade relativa menos um.

Nesp = MNret — 1 Eq. (7)

Para finalizar temos a viscosidade inerente ou reduzida [Eq. (8)] que é a razdo da
viscosidade especifica sobre a concentragdo da solugéo (C).

_ Nesp Eqg. (8)
Nred = C
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Por conseguinte, é possivel determinar a viscosidade intrinseca [Eq. (9)] através da
viscosidade reduzida a vérias concentragdes e em seguida extrapolar a concentracdo a zero
[42,43].

n; = Ci_r)% (Uegp) Eq. (9)

Conforme supracitado, a viscosidade intrinseca de uma solucdo polimérica esta
relacionada com a massa molar através da equacdo de Mark—Houwink—Sakurada [Eq. (10)] na
qual My é a massa molar viscosimétrica média, para cada par solvente/polimero a uma dada
temperatura temos as constantes K e a[42,45].

n; = KM Eq. (10)

No presente estudo a determinacdo da massa molar viscosimétrica média do polimero
pHEMA foi determinada utilizando um viscosimetro de Ubbelohde (Figura 14).
Primeiramente foi realizada a calibracdo do viscosimetro com o solvente puro
dimetilformamida (DMF), & temperatura de 30°C. Entdo preparou-se uma solucéo-estoque do
polimero utilizando como solvente DMF, na concentracdo de 0,0304g/dL em seguida
aliquotas foram usadas para obtencdo de solucdes com concentragbes de 0,0276; 0,0243;
0,0210 e 0,0184 g/dL; e assim, foi determinado o tempo de escoamento t, do solvente puro e
o tempo de escoamento das solucdes, nas diferentes concentracbes. Com os dados do tempo
de escoamento das solugdes a diferentes concentracdes e do escoamento do solvente puro,
determinou-se a viscosidade relativa (nr), a especifica (nesp), @ reduzida (nrq) € a inerente
(mi)- Com o valor de n; e das constantes K e o, obtidas na literatura para este polimero,
solvente e temperatura e, utilizando a Eq. (10) foi determinada a massa molecular
viscosimétrica do pHEMA. A medicdo do tempo, para cada concentracdo, foi realizada 5

vezes, portanto o tempo utilizado nos calculos representa a média aritmética de 5 medicdes.
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Figura 14 Foto e diagrama esquematico do viscosimetro Ubbelohde.

4.2.4 Estudo de Liberacao “in vitro”

No que se refere a liberacdo do principio ativo e a sua penetracdo nas camadas
epidérmicas ap0s a aplicacdo topica, se faz relevante realizar estudos que caracterizem o
processo de difusdo e permeacdo do principio ativo apos a aplicacdo [46]. Uma das vantagens
da liberagdo controlada é realizar uma administracdo terapéutica em que o principio ativo é
liberado durante periodos de tempo prolongado e controlado [47]. Os testes in vitro permitem
compreender e avaliar alguns fenémenos que ocorrem entre a aplicagcdo do principio ativo e o
comportamento farmacocinético, de modo breve e sem intervencdo de fatores biologicos,
apesar de ndo simular a membrana biologica [46]. A liberacdo do principio ativo, a partir de
matrizes poliméricas hidrofilicas, tem demonstrado que esta acontece a partir de uma
interacdo complexa entre o intumescimento, difusdo, erosdo e relaxacdo. Os sistemas
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matriciais hidrofilicos também sdo chamados de matrizes sollveis e intumesciveis. Baseado
nessa capacidade de intumescimento ou solubilidade em &gua é que sdo desenvolvidos
sistemas matriciais bioadesivos. Desta maneira, durante o funcionamento das matrizes
poliméricas geralmente, estas liberam o soluto via combinacdo de varios mecanismos. A
penetracdo gradual de &gua produz intumescimento (inchamento) para formar um gel
hidratado, por intermédio do soluto que deve passar pela dissolucdo e difusdo para 0 meio

aquoso [48].

A Eq. (11) é usualmente empregada para analisar o processo de liberacdo de solutos, a

fim de caracterizar o mecanismo predominante durante a liberacao[49]:

M, Eq. (11)
o=kt

o

M ~ . , e .
Onde M—‘ representa a fracdo do soluto liberado no tempo t, k € uma constante cinética que
(o]

incorpora caracteristicas da matriz polimérica e do soluto e, n € o coeficiente difusional, cujo
valor depende da geometria da particula e fornece informagdes sobre o mecanismo de
liberagdo de agentes ativos a partir da matriz polimérica, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 Relagdo entre o coeficiente difusional n e mecanismo de liberacdo para os diferentes sistemas de liberagdo
controlada

Coeficiente Difusional (n) Mecanismo de
Filmes ou blocos Cilindros Esferas Liberacao
0,5 0,45 0,43 Difusdo Fickiana
Transporte Andmalo
0,5<n<1,0 0,5<n<0,89 0,43<n<0,85 (ndo-Fickiano)
1,0 0,89 0,85 Caso Il de transporte

FONTE:[50,51]
Realizando a linearizagdo da Eq. (12), obtemos:

M
In (M—t) =Ink+nlint Eq. (12)

[0e]

Assim, a representacdo de In (;‘;—t) em funcdo de Int nos d& uma reta, de onde podemos

encontrar os valores de k e n.



48

4.2.4.1 Curva padrao de calibragdo para estudo da liberacéo in vitro dos curcumindides

A curva de calibracdo para estudar a liberagdo “in vitro”, em solu¢do de PBS
(Tampdo de Fosfato e Salina, pH= 7,4), dos curcumindides incorporados na matriz do
pHEMA, foi realizada em um Espectrofotdmetro UV-vis (Cary ® 50 Scan) a partir de uma
solucao estoque. Como o estudo da liberagdo “in vitro” ¢ realizada em solug¢dao de PBS, a
solucdo de estoque foi preparada nesta solucdo. Porém, como o0s curcumindides sao
constituidos de uma o6leoresina, a solucdo estoque preciso ser preparada em forma de uma
emulsdo de 6leo em agua usando como tensoativo Tween 80. A solucdo de estoque preparou-
se solubilizando, sob aquecimento (50°C), 11,4 mg de curcumindides na solugdo de PBS,
contendo 1% de Tween 80, apds estabilizada a emulsdo esta é deixada resfriar até
temperatura ambiente, adicionada ao baldo volumétrico de 25mL e completada com solugéo
de PBS. Por tanto a solucdo de estoque foi preparada com uma concentracdo de
curcuminoides de 0,456 g/L. Utilizando a solucdo estoque foi realizado o espectro UV-vis, na
faixa de varredura de 200-400 nm, de forma a verificar o valor de maxima absorbéancia da
amostra. O valor de maxima absorbancia foi no comprimento de onda A= 426 nm, sendo este
0 comprimento de onda usado para preparar a curva de calibragcdo. Sendo assim, a partir de
diluicbes adequadas da solucdo estoque, foram realizadas as medidas de absorbancia no
comprimento de onda de 426 nm para cada solu¢do, de modo a correlacionar os valores de

absorbancia com os de concentracdo dos curcuminoides em solugao.

4.2.4.2 Estudo da Liberacdo dos Curcuminoides incorporados no pHEMA

Para o estudo de liberagdo “in vitro” foi escolhida a amostra constituida pelo sistema
pHEMA/CC preparada pelo procedimento B (Tabela 1). O estudo da liberagdo “in vitro” foi
realizado em triplicata a temperatura de 37°C, as amostras foram condicionadas em tubos na
estufa (com temperatura controlada) e mantidas sem agitacdo durante todo o experimento,

como mostra a Figura 15 .
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Figura 15 Representacéo do sistema de liberagéo.

O meio de liberacdo constituido por 5 mL de solucdo Tampéao de Fosfato e Salina-PBS
(pH- 7,4), contendo 1% de Twenn 80, foi previamente condicionado a temperatura de 37°C
antes da adicdo do sistema pHEMAJ/CC. Apds a adi¢do do sistema pHEMA/CC seguiu-se a
liberacdo controlada, aliquotas (300 pL) foram retiradas em um tempo pré-determinado (antes
da retirada de cada aliquota o sistema € manualmente homogeneizado por agitacdo). As
retiradas das aliquotas foram realizadas em intervalos de hora em hora, durante as primeiras 7
horas, seguido por intervalos de 24 horas durante 3 dias. A cada aliquota retirada foi realizada
a reposicdo do mesmo volume, com a solugdo PBS + 1% Tween 80. As aliquotas retiradas
foram levadas ao Espectrofotometro, para obter o espetro UV-vis e assim determinar a
concentracdo de curcumindides liberada no tempo. O uso do tween 80 utilizado nesta
metodologia € relatada para aumentar a capacidade de liberacdo e solubilidade total de
curcuminoides liberados [9,52].

A concentracdo de curcuminoides liberada no tempo foi determinada utilizando a

curva de calibracdo previamente preparada, como explicado no item 4.2.4.1.
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5 ANALISE DE RESULTADOS

5.1 Rendimento das Extrac6es Solido-Liquido

As oleoresinas cristalizadas obtidas pelos métodos de extracdo por maceracao dinamica
a temperatura ambiente (Método 1) e por extracdo de soxhlet (Método 2) apresentaram um
mesmo odor forte e caracteristico, mas diferenciaram se pela colora¢do conforme ilustrado na
Figura 16(a, b). O extrato de oleoresina cristalizado obtido, pelo método 1 (Figura 16.a),
apresentou uma coloracdo amarela alaranjada clara com ligeira presenca de cristais, como

mostra a imagem de microscopia 6tica (Figura 17).

Figura 16 (a) Oleoresina contendo curcuminoides extraidos pelo método 1. (b) Oleoresina contendo
curcumingides extraidos pelo método 2.

A oleoresina cristalizada obtida pelo método 2 (Figura 16.b) apresentou uma
coloracgéo alaranjado avermelhado mais intensa, com maior presenca de cristais, Como mostra

a microscopia Otica Figura 18.
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Figura 17 Imagens obtidas pelo microscépio 6ptico da oleoresina extraida do método 1.

Porem, ambos o0s métodos apresentaram coloracdo conforme descrito na
literatura [6] visto que os curcuminoides sdo pigmentos de coloragdo amarelada. Srinavasan
(1953) realizou a identificacdo dos curcumindides na oleoresina demonstrando a presencga de
mais dois derivados desmetoxilados da Curcuma longa, além da curcumina, identificou a
presenca da desmetoxicurcumina (DMC) e da bisdesmetoxicurcumina (BDMC) presentes na
oleoresina extraida, reconhecendo estas como as responsaveis pela coloracdo amarela
caracteristico do rizoma [53]. Diante disto fica claro o aspecto amarelado apresentado pelas

oleoresinas, caracteristico da presenga dos curcuminogides em ambos os métodos de extrag&o.
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Figura 18 Imagem obtida pelo microscopio 6ptico da oleoresina extraida do método 2: (a) presenca da oleoresina e excesso
de curcuminéides, aumento de 10X. (b) Cristais — curcuminéides, aumento de 10X e 40X respectivamente.

Os resultados obtidos pelos métodos de extragdo estudados foram analisados através do
rendimento, definido como: a razdo entre a massa de extrato e a massa inicialmente
alimentada. A

Tabela 3 apresenta os resultados dos rendimento determinados segundo a metodologia
supracitada no item 4.2.1.1.

Tabela 3 Métodos e resultados de rendimento

Metodo de Extracéo Malimentada (9) Mextrato (9) Re (%)

Maceracdo — Método 1 30,90 0,69 2,23
Soxhlet — Método 2 33,29 1,13 3,40
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O método 2, realizado com soxhlet, apresentou rendimento de 3,4%, resultando em
uma quantia maior de massa de oleoresina extraidos comparado ao método 1, que apresentou
2,23%. Apenas 0 método 2 demonstrou rendimento em conformidade com a literatura em que
o rendimento de oleoresina obtida atinge a faixa de 3 a 6% [54]. Pode-se concluir que o
método 2 além de permitir um maior rendimento é mais eficiente, considerando o tempo de
extracao de 24h versus 48h de extracdo empregadas no método 1. Também, como mostram
as imagens de microscopia 6tica, 0 método 2 mostrou ser mais eficaz na extracao de cristais
de curcuminoides misturados a oleoresina extraida. A eficiéncia do método 2 é justificada
pela técnica de extracdo de soxhlet, onde o material vegetal entra em contato durante um
grande nimero de vezes (ciclos) com o solvente renovado constantemente, sendo que cada
ciclo corresponde a uma extracdo descontinua. Também o fator temperatura parece
influenciar facilitando a solubilidade para extrair melhor [36]. A partir destes resultados
decidiu-se utilizar o extrato de oleoresina cristalizado obtido pelo método 2 para
caracterizacdo fisico quimica, incorporacdo na matriz do hidrogel pHEMA e estudo de

liberacdo em solucdo de PBS.
5.2 Polimerizacao Eletroiniciada do pHEMA

O hidrogel pHEMA foi escolhido como sistema polimérico para a liberacdo
prolongada de curcumindides, considerando-se a aplicacdo para tratamento do cancer, por
diversas razdes: primeiro seu elevado potencial demonstrado em aplicacfes farmacéuticas
(libertacdo controlada de farmacos) entre outras aplicacdes biomédicas [55]; segundo a
presenca de grupos -OH na sua estrutura que podem estabelecer interacbes com 0s
curcumindides, facilitando a incorporagdo destes e o posterior controle na liberagao[56]. Além
da sua estrutura permitir um teor de agua semelhante a do tecido vivo, sendo inerte para 0s
processos bioldgicos normais, mostrando resisténcia a degradacéo [57].

A polimerizacdo eletroiniciada do pHEMA foi realizada com éxito. Uma fragdo em
massa menor do hidrogel polimeriza em torno do catodo, mas uma fracdo em massa bem
maior polimeriza na solugéo do eletrolito KCI. Desde o inicio e no decorrer da eletrossintese,
verificamos a formacgédo de bolhas (Figura 19) no contra elétrodo de platina (catodo), onde
ocorre liberacdo de H; (), ja no eletrodo de trabalho (&nodo) ocorreu formagdo de bolhas em

menor frequéncia, havendo liberagdo de O ().
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O monémero 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) é polimerizado por poliadi¢éo [58,59],
0 mecanismo de polimeriza¢do ocorre em cadeia, nos conduzindo a propor que no sistema
ocorre simultaneamente por dois tipos de polimerizacdo em cadeia:
i. Poliadi¢do radicalar tanto na superficie do catodo como dentre a solugéo
aquosa;
ii.  Poliadi¢do anibnica sob a superficie do catodo.

Catodo(-): Contra-eletrodode _  _ Anodo(+): eletrodo de

trabalho de platina ) trabalho de platina

b : Polimero em
Z '1 > formacao

Figura 19 Imagem e ilustracédo representando a eletrossintese do pHEMA.

Estudar o mecanismo de polimerizacdo do pHEMA néo é objetivo desta dissertagdo,
ainda que o procedimento seguido seja novo e portanto, ndo estd reportado na literatura.
Apenas realizaremos algumas sugestdes baseando nos mecanismos propostos na literatura
para outros procedimentos de eletrossintese de monémeros acrilicos. Os resultados obtidos na
polimerizacdo eletroquimica sugerem que o pHEMA depositado sobre o eletrodo de platina
pode ser polimerizado via poliadi¢cdo anidnica ou radicalar conforme demonstrado pelo
fluxograma da Figura 20. Porem, o pHEMA produzido no interior da solucdo de KCI é
iniciado apenas via radicalar devido aos radicais livres formados durante as reacgdes
secundarias de eletrolise da &gua, como mostra a Figura 21.
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Figura 20 Fluxograma dos possiveis mecanismos de polimerizagdo durante a eletrossintese do pHEMA no catodo
(Fonte: DECKER, VATAJ et al. 2004 ) [60]
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Figura 21 Esquema das possiveis reacOes eletroliticas da dgua.

Alguns autores tém estudado o mecanismo de eletropolimerizacdo de mondmeros
acrilicos em varios substratos metalicos [60] (Figura 20). Segundo estes autores, a iniciacdo
acontece devido a transferéncia de elétrons do catodo a um mondmero neutro para gerar um
anion-radical atraves de uma reacdo de reducdo. E seguidamente estes anions -radicais se
acomplam entre si formando-se uma espécie didnion. Neste mecanismo 0s autores propdem
que as reacgdes propagacéo sao reacdes nas quais os dianions transferem suas cargas para duas
moléculas de monémeros neutras, de maneira tal que a propagacdo ird a acontecer de ambos
lados do diénion. A reacdo de término da cadeia se dara pela presenca de espécies positivas
presentes no meio eletrolitico. O mecanismo de polimerizacdo via radicais livres ndo pode
deixar de ser considerado, no eletrodo catddo, ele pode ser iniciado no catodo como mostra o
esquema da Figura 20.

No esquema da Figura 20 podemos descrever a iniciacdo via radicalar como a reagao
do centro ativo, e o &nion-radical como o mondmero presente no meio. A reacdo de
propagacao ou reacdo em cadeia seria a sucessiva adi¢do do centro ativo propagante a dupla

ligacdo do mondmero presente no meio. O término da polimerizacdo é dado por qualquer
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interacdo bimolecular entre radicais, que finaliza a propagacao destes, ou por simples reacdes
de transferéncia (captura destes radicais em crescimento pela propia cadeia, ou por outra
cadeia ou outra espécie do meio).

Finalizado o tempo de polimerizacdo foi adicionada a oleoresina cristalizada,
obtida pelo método 2, ao hidrogel pHEMA. A adi¢do foi realizada seguindo dois
procedimentos como comentando no Capitulo anterior. A Tabela 4 mostra como foi realizado
0 calculo do rendimento, mostrando também a porcentagem de oleoresina cristalizada

incorporada ao pHEMA.

Tabela 4 Resultados de rendimento de hidrogel pHEMA e incorporagdo de oleoresina cristalizada na matriz do
hidrogel.

pHEMA pHEMA/curcumindides pHEMA/curcumindides
puro Procedimento (A) Procedimento (B)
_Massa apos 0,2283 0,2823 0,1660 (B1) / 0,2197 (B2)
liofilizacdo (g)
m(pHEMA) m(pHEMA /curc) — m(curc) m(pHEMA/curc) — m(curc)
m(HEMA) m(HEMA) m(HEMA)
Rendimento (%) * 100 * 100 * 100
39,36 % 45,74 % 34,65 % (B1) /47,14%(B2)
Eficiéncia de
incorporagéo de um fracio de ol .
oleoresina a pequena fragéo de oleoresina _ _
cristalizada (%) solubilizou-se na solucéo de KCI Toda a curcumina foi
N&o houve (que contem residuo de monémero) incorporada, portanto
m(curc)carr incorporagéo e p(_Jr_tanto foi descartad_a, sem consi(_jeramos que a eficiéncia da
e Yadic nesta amostra quantificar, portanto consideramos incorporagéo ~ 100 %
m(curc)adic que a eficiéncia da incorporagéo foi
* 100 <100%
Concentragéo
(9/9)
m(curc)carr 0 Nao foi quantificado 0,10 (B1) / 0,08 (B2)
m(pHEMA)

m(pHEMA) é massa de pHEMA (g), m(HEMA) ¢é massa de HEMA (g), m(curc) é a massa da oleoresina

cristalizada (g) adicionada, esta massa sempre foi de m(curc)=0,0170g.

Observamos na Tabela 4 que o rendimento médio da sintese eletroiniciada foi

41,72+5,8%, este valor &€ mais baixo que o obtido na sintese radicalar via tradicional (entre
80-90%), usando iniciadores térmicos ou ate por via eletrossintese utilizando eletrolitos, que
também formem radicais livres durante a eletrolise. Isto é explicado porque ndo usamos
iniciadores, apenas os radicais livres formados pela eletrolise da agua iniciam a

polimerizacdo. Evidentemente uma menor eficiéncia na etapa de iniciagdo acarreta menor



numero de centros de propagacdo, e assim menor nimero de cadeias em crescimento o que
conduz a uma diminuicdao no rendimento. O procedimento seguido nesta dissertacdo é menos
eficiente, porem apresenta a vantagem de ter um produto final livre de iniciadores que podem
prejudicar posteriormente a aplicacdo biomédica. Ainda assim um rigoroso controle deve ter
seguido na lavagem pelo residuo de monémero.

O procedimento (A) foi descartado para caracterizagéo fisico-quimica e estudo
de liberacdo. A imagen fotografica das amostras de pHEMA puro e do sistema pHEMA/CC
preparado pelo procedimento B sdo mostradas na Figura 22.

pHEMA puro Procedimento (A) Procedimento (B)

! !

Figura 22 Imagens fotograficas do pHEMA puro e do sistema pHEMA/CC preparado pelo procedimento A e B.

Podemos observar na Figura 22 Imagens fotograficas do pHEMA puro e do sistema
pPHEMA/CC preparado pelo procedimento A e B.

O procedimento B, escolhido para a incorporacdo da oleoresina, permite incorporar
aproximadamente 100% da curcumina na matriz do hidrogel mostrando uma distribuicéo

uniforme e homogenea tanto na superficie externa como no interior do pHEMA.



59

5.3 Caracterizacao Fisico-quimica

5.3.1 Caracterizagdo por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

As Figuras 23 e 24 apresentam comparativamente os espectros FTIR-ATR da
oleoresina (mistura de curcuminoides e 6leos essenciais) extraidos do rizoma: (Figura 24.1)
amostra de oleoresina obtida pelo método 1 — macerago sob agitacdo a 20°C; (Figura 24/2.a)
amostra de oleoresina obtida pelo método 2 - extracdo de soxhlet; e a (Figura 24/2.b) amostra
de oleoresina cristalizada obtida pelo método 2 ap0Os cristalizacdo. Na Tabela 5 séo
apresentadas as frequéncias de vibracdo (nimero de ondas) das principais bandas de absorcao
observadas nos espectros FTIR-ATR das Figuras 23 e Figura 24.

As atribuicbes das bandas de absor¢do foram realizadas em base a literatura,
referenciada na Tabela 5.

—— Oleoresina cristalizada - Método 2
—— Oleoresina - Método 2
—— Oleoresina - Método 1
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Figura 23 Espectros FTIR-ATR de: (1) Oleoresina — obtida pelo método 1; (2.a) Oleoresina — obtida pelo método 2 e, (2.b)
oleoresina cristalizada - obtida pelo método 2.
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Figura 24 Espectros FTIR-ATR de: (1) Oleoresina — obtida pelo método 1; (2.a) Oleoresina — obtida pelo método 2
e, (2.b) oleoresina cristalizada - obtida pelo método 2.

A partir de estudos de caracterizacdo a literatura [61,62] mostra que 0s pigmentos

curcumindides estdo presentes na oleoresina apds extracdo, e que 0S MesmMOS Sdo trés

pigmentos analogos estruturalmente, conhecidos como: curcumina, desmetoxicurcumina e

bidesmetoxicurcumina. Segundo a caracterizacdo quimica os pigmentos curcumindides se

diferenciam apenas pela quantidade de grupos metoxila (CH3O(C)) na estrutura quimica,

assim a curcumina possui dois grupos metoxila, a desmetoxicurcumina somente um e na

bisdesmetoxicurcumina este grupo esta ausente. Desta forma é dificil diferenciar os trés

pigmentos curcuminoides por FTIR, pois as estruturas quimicas destes apresentam modos

vibracionais semelhantes [63], assim sendo, podemos observar nos espectros da Figura 23 e

24 e na Tabela 5 que as bandas apresentadas pelos espectros (1) e (2.a) representam 0s grupos

funcionais caracteristicas da estrutura dos curcumingides, indicando assim a presenca dos

curcumindides na oleoresina.
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Tabela 5 Assinalamento de modos vibracionais e n° de onda caracteristicos dos curcuminéides para 0s
espectros da Figura 24(1 e 2.a).

Espectro 1 Espectro 2.a
Modo V|bra<:|on_al _ N° de (_)1nda N° de Onda (cm) Fonte
Grupamentos Funcionais (cm™)
V(O-H) hidroxila 3364 3364 [63,64]
V(C'H) alcanos metoxila 2923 / 2853 2923 / 2853
Tautdémero cetonico, v(C=0) 1743 1743 [9,65]
Tautdmero Enolico, v(C=0) 1709 1709 [65]
v(C=C) 1624 1623 [64,66]
V(C:C) anel aromatico 1603 1603 [5,9,64]
v[C-O(H) (fenol)] 1457 1455 [63]
v[C-O(H) (alifatico)] 1277 1277 [64]
v(C-0-C) 1035 1035 [5,9,64,66]

CHz;—O O——CHs
\ /
CH;—0
Curcumina
HO' OH
H
o]

[e]

CH;—0 | O—CH,
o X s
Tautdmero endlico

HO OH

(B)

Figura 25 (A) Estrutura quimica dos pigmentos curcuminoides. (B)Tautomerismo ceto-enol da curcumina.

Como mostra a Figura 25 as estruturas quimicas da curcumina e dos curcuminoides
apresentam: dois anéis benzeno, duas metoxilas [CH3O-] (apenas para curcumina) e dois
grupos hidroxi [-OH]; e na parte central da molécula existem pelo menos duas formas
tautomericas: a cetonica (dois grupos carbonila [C=0]) e outra endlica (um grupo C=0 e um
grupo —OH) [67,68]. Observando 0s espectros podemos sugerir que 0s curcuminoides
extraidos apresentam tanto a forma enolica como a cetbnica, conforme demonstrado pela
Tabela 5. A carbonila da forma endlica aparece em menor numero de onda (1709 cm™)
devido a ligagdo de hidrogénio com o grupo —OH [65].

O Figura 24 mostra, comparativamente, o espectro da oleoresina obtida pelo método 2
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apos a cristalizacdo (espectro 2b). O espectro 2b apresentou as bandas caracteristicas da
estrutura quimica dos curcuminoides presente na oleoresina sem cristalizar. Porém, algumas
mudangas no nimero de onda e na largura das bandas é observado, como mostra a Figura 24 e
a Tabela 6.

Tabela 6 Grupamentos e n° de onda caracteristicos dos curcumindides para o espectro c.

Modo Vibracional Espectro 2.b
. . h Fonte
Grupamentos Funcionais N° de Onda (cm™)
v(O-H 9,63
- ( _) 3331 [9,63]
associado ligacédo intermolecular
V(C-H)metoxila Sps 2921 /2851 [9]
Tautomerismo Ceto — enol v(C=0) 1709 — 1675 [65]
v(C=C) 1623 [64,66]
V(C=C) anel aromatico 1573
v[C-O(H)fenol] 1429 [66]
v(C-O(H) aliféatico) 1266 [63]
v(C-0O-C) 1028 [64]

E conhecido da literatura [69] que o espectro FTIR de uma substancia muda quando as
moléculas sdo organizadas formando uma estrutura cristalina. Portanto, as mudancas do
espectro 2b (Figura 24) confirmam o processo de cristalizagdo dos pigmentos curcuminoides.

As mudancas mais significativas foram nas seguintes bandas:

e v(-OH), muda de 3364 cm™ a 3331 cm ™, mostrando um deslocamnto a menor
namero de onda e um aumento na largura da banda, o que sugere uma forte
interacdo de ligacdo de hidrogénio na estrutura cristalina, esta associagéo
intermolecular origina a largura da banda e a diminui¢do da contante de forca
da ligacdo —O-H, que consequentemente aparece a menor numero de onda.

e v(C=0), tautomerismo ceto-enol muda de 1743-1709 cm™ a 1709 — 1675 cm’
! aqui também observamos um deslocamento a menor nimero de onda,

consequentemente a ordem cristalina, representa um aumento da interagdo

intermolecular, diminuindo assim a constante de forca da ligacdo C=0, e

consequentemente o nimero de onda de vibragdo da ligacéo.
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A Figura 26 exibe comparativamente os espectros FTIR obtidos para a amostra do
mondmero HEMA e o polimero pHEMA [poli(2-hidroxietilmetacrilato)] obtido via

eletrossintese.

100 v OH -1 02942 cm™ pH EMA v CO(H)
1257 cm”’
90
= 80
S i
s 70k 2929 cm”
e | 2954cm’ v"CH,, CH, 1640 cm’
S sl v CH,CH, vC=C
e
% 746 cm’’
=0T v C=0 N vCH,
[ 1708 cm”' CO(H
40 L v CO(H) |[© COH)
1298 Cm-1 1071 cm
0T HEMA
v CO(C)
20 | 1154 cm”’
1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NGmero de onda (cm™)

Figura 26 FTIR comparativo do monémero HEMA e o polimero pHEMA obtido por eletrossintese

Conforme podemos verificar através do espectro da Figura 26 e da estrutura do
pHEMA mostrada na Figura 27, que no mondmero a banda 3429 cm™ (relativa ao
estiramento dos grupos O-H) se deslocam para menor nimero de onda no pHEMA em 3389
cm’, devido ao aumento da interacéo intermolecular da ligacdo de hidrogénio entre as cadeias
do polimero, a interacdo de intermolecular diminui a constante de forca da ligacdo (O-H)
deslocando a banda para menor nimero de onda. Outra confirmagdo esta na banda de 2954
cm™ referente & deformacgéo angular (C-H) dos agrupamentos -CH, e -CH; presentes na
estrutura do mondmero. Este agrupamentos também presentes na estrutura do polimero
pHEMA, aparecem deslocados mostrando uma banda de vibragdo em 2942 cm™. Este
deslocamento pode ser explicado porque no monémero HEMA, ambos agrupamentos estdo

ligados a um carbono com hibridagéo sp? (vinilico (C=C)), este fato reforca a ligagéo C-H e,
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portanto a constante de forca é maior, aparecendo esta banda a maior nimero de onda no
monomero (HEMA).

e
—Cc—cC
|
H (=0
B O—CIH,—CI,—OH |

n

Figura 27 Representacéo da Estrutura quimica do pHEMA.
A evidencia estrutural que confirma a obtencdo do polimero pHEMA esta dada no

desaparecimento da banda de vibracdo de estiramento da ligacdo vinilica (C=C) que no
espectro do mondmero aparece em 1640 cm™, confirmando que o monémero foi polimerizado
pela metodologia utilizada (polimerizacdo radicalar eletroiniciada). Confirmando também a
auséncia de residuo de monémero apos o processo de lavagem.

O espectro FTIR do pHEMA puro, curcumindides (CC) e dos curcumindides
incorporados no pHEMA (pHEMAJ/CC) foram realizados com o intuito de investigar a
incorporagdo dos curcuminéides no polimero pHEMA e a interacdo entre estes. A Figura 28,
mostra comparativamente os espectros FTIR de pHEMA, CC, e sistema pHEMA/CC, sendo
possivel verificar a presenca dos curcuminoides incorporados no polimero atraves das bandas

v(C=C)aiitaica= 1633 cm™ e v(C=C)aromatica= 1582 cm™ ndo presentes no polimero pHEMA.

——pHEMA ——pHEMA/ICC ——CC

-1
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-1 v(C=C), ., 1573 cm
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v(C-O(H)) 1266 cm_4
1269 cm

-1
u(-O-H) 3413 cm
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Figura 28 FTIR comparativo das amostras pHEMA, CC e pHEMA/ CC.
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Os espectros apresentados na Figura 28, mostram fortes interagdes de ligacdo de
hidrogénio entre as hidroxilas e carbonila (grupo ester) presentes no pHEMA e as hidroxilas
dos CC. Esta interacdo é evidenciada pelo deslocamento das seguintes bandas:

e A banda de vibracéo v(-O-H), nos CC aparece em 3331cm™, no pHEMA puro
parece em 3389cm™, no sistema pHEMA/CC esta banda é deslocada a
3413cm™, evidenciando interacdo de ligacdo de hidrogénio entre as hidroxilas
de ambos compostos puros quando se misturam para formar o sistema.

e A banda de vibracao v(C=0) do grupo ester do pHEMA aparece em 1708cm™,
no sistema pHEMA/CC esta banda aparece deslocada a 1714cm™,
evidenciando interacdo de ligacdo de hidogénio entre o oxigénio da cabonila e
0s grupos hidroxilas dos CC.

e A banda de vibragdo v(C-O(H)) no CC aparece em 1266cm™, no pHEMA puro
parece em 1257cm™, no sistema pHEMAJ/CC esta banda é ligeiramente
deslocada a 1269cm™, evidenciando também interacdo de ligacdo de
hidrogénio entre as hidroxilas de ambos compostos puros quando se misturam
para formar o sistema.

Os resultados mostrados evidenciam forte interacdo intermolecular entre o pHEMA e

0s CC no sistema pHEMA/CC. Esta interagdo pode favorecer o controle da liberacdo da CC.

5.3.2 Analises Térmicas - Caracterizacdo por Termogravimetria (TGA)

A Figura 29 representa as curvas termogravimétricas para as amostras, oleoresina
cristalizada, que chamamos de curcuminoéides (CC), pHEMA e pHEM/CC. Todas as analises
foram realizadas em atmosfera inerte, de Ny(g) a fim de remover substdncias gasosas
liberadas durante a decomposicdo térmica assim como evitar ocorréncias de reacdo de
oxidacdo com o oxigénio do ar. A partir das curvas de TGA, foram determinados os seguintes
parametros: faixas de degradacdo, teor de massa degradada e, residuo ndo degradado até a
temperatura final da analise 800°C. A partir das curvas de DTGA, também foi observada a
temperatura de maxima velocidade de perda de massa [39].

Como pode ser visto na curva termogravimétrica da oleoresina cristalizada
(curcumindides CC) existe uma perda de massa que se inicia em torno de 31°C. A amostra se

mostra termicamente instavel até 122°C, apresentando nesta faixa de temperatura (31-122°C)
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com uma perda de massa em torno de 2,44%, devido a Umidade e impureza volatil presente na
oleoresina [70]. A curva de TGA dos CC mostra que a degradacdo € completa, ndo foi
observado residuo de degradacdo. Na curva TGA se observa abaixo de 800°C trés estagios
diferentes de degradacéo:
e primeiro evento, apartir de 122 °C até 302°C , apresenta 34,49% de perda de
massa;
e segundo evento, entre 302°C e 443°C, apresenta 37,77% de perda de massa;
e terceiro evento, entre 554°C e 650°C, apresenta 25,30 % de perda de massa.
Estes resultados sdo semelhantes aos reportados por CHEN, et al[71], que
atribuem o primeiro evento a decomposicdo dos grupos substituintes dos curcumindides; e 0
segundo evento a decomposicao de dois anéis de benzeno dos curcumindides. Estes autores,
encontram degradacgdo total a 600°C. Porém, eles estudam uma curcumina de grau analitico
produzida pela Sinopharm Chemical Reagent Co. Ltd.. Em nosso trabalho analisamos uma
oleoresina contendo curcumindides e outras espécies ndo caracterizadas, se comparamos
nossos dados com 0 TGA da curcumina pura, atribuindo apenas as transi¢des (122°C -302°C)
e (302°C-443 °C) a curcumina e curcumindides (que apresentam estrutura quimica semelhante
e portanto também devem degradar nestas faixas de temperaturas), podemos sugerir de
maneira aproximada que o contetdo de curcuminddes em nosso extrato é 72,26 % em massa,

sendo um 25,3 % da massa de outras substancias organicas presentes na oleoresina.
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Figura 29 Representacdo Termogravimétrica das amostras CC, pHEMA e pHEMA/CC.

A curva TGA da amostra de pHEMA mostrou uma perda de massa constante, em
torno de 11,5% da massa total, desde o inicio do aquecimento. Atribuimos esta perda de
massa a umidade (perda de agua) presente no polimero [7], o que pode ser explicado pela
hidrofilicidade deste polimero e pelo processo de secagem utilizado, liofilizacdo, que nao se
mostrou efetivo. O polimero se apresenta instavél até a temperatura de 203°C e,
evidentemente entre 160°C e 203°C, a massa perdida corresponde a espécies de natureza
organica (que pode ser residuo de monémero). A partir de 203°C comeca a degradar a cadeia
macromolecular do pHEMA, é dizer acontece a despolimerizacdo do polimero. A curva de
DTGA (curva azul) mostra um pico na temperatura onde acontece a velocidade maxima de
perda de massa[39], neste caso, 333°C. Entre 334°C e 350°C pode ser observado uma terceira
perda de massa de menor velocidade e menor teor de massa. A perda de massa pode ser
calculada pela area do pico da DTGA, que corresponde a 82,32% de perda para o polimero. A
curva TGA mostra que uma massa de 6,18% se mantém como residuo, ndo degrada até a
temperatura final da analise (800°C).

A curva de TGA do pHEMA obtido por eletrossintese apresenta caracteristicas

semelhantes se comparado com as curvas de TGA do pHEMA preparado por outras rotas de
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sintese e reportado na literatura. Porém, mostra um perfil de estabilidade térmica diferente.
Alguns autores descrevem a degradacao térmica do pHEMA completa (sem residuo) em dois
estagios (temperatura ambiente até 340°C e de 340°C a 400°C)[72]. Em outros trabalhos a
degradacéo térmica completa é descrita em 3 estagios: 70°C-160°C, (perda de agua); 160°C -
270°C (mondmero residual); 300°C - 325°C (despolimerizacdo) e 400°C - 420°C
(decomposicéo de ester e cisdo de ligacdo formando radicais livres)[73].

A curva de TGA do sistema pHEMA/CC mostrou que existe uma forte interacéo entre
0 pHEMA e os CC, o perfil da curva sugere a formacdo de um complexo pHEMA/CC estavel
e ndo uma simples incorporagdo ou mistura. Quais sdo as caracteristicas térmicas que
podemos destacar nesta curva de TGA:

1)- Entre a temperatura ambiente e 160°C, se observa perda de agua e compostos
volateis da oleoresina.

2)- Entre 160°C a 300°C perda de massa que pode ser atribuida a oleoresina
(substituintes dos curcumindides) e a presenca de mondmero residual.

3) A partir de 300°C e até 450°C degradacéo da cadeia macromolecular do complexo
pHEMAJ/CC, que se mostra estabilizado termicamente respeito ao pHEMA puro que degrado
entre 203°C — 350°C.

4)- A presenca de um 20 % de residuo estavel até a temperatura da anélise 800°C, que
pode ser atribuido a: residuo de oleoresina, residuo de pHEMA, e residuo do complexo
formado entre o pHEMA e 0s curcumindides ou outras espécies presentes na oleoresina.

A curva de TGA do sistema pHEMA/CC mostra também que as etapas de degradacao
2 e 3 apresentam uma menor velocidade de degradacdo se comparadas as curvas do pHEMA
puro e da oleoresina pura. O que confirma o aumento da estabilidade de ambos no complexo
pHEMAJ/CC. Segundo testes [9] a introducdo de curcumina no sistema pHEMA levou a um
aumento da estabilidade térmica da amostra. Outros estudos realizados por RAMALINGAM
(2014) [7] mostram que os sistemas pHEMA contendo diferentes concentragfes de curcumina
apresentaram comportamento semelhantes, revelando que ndo houve alteracbes quanto ao
aumento da concentracdo de curcumina. Considerando a aplicacdo do produto em
formulacBes farmacéuticas onde é avaliada a estabilidade do sistema entre 25-30 °C e em
testes de longa duracdo até 40 °C, podemos concluir que o sistema pode ser assimilado,
absorvido, e eliminado do organismo sem risco de acontecer nenhum processo térmico que
altere sua aplicacdo. Porém, o fato da analise de TGA mostrar presenca de mondmero e outras
espécies da oleoresina, reforcam o rigor que deve ser seguido durante o0 processo de

purificacéo.
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5.3.3 Caracterizacgao por Difracdo de Raios-X

Conforme mencionado no capitulo anterior, no presente trabalho, utilizou-se a difracdo
de raios X (DRX), com a finalidade de confirmar a presenca dos cristais de curcuminoides CC
(presentes na oleoresina) incorporados no polimero pHEMA. Assim, a partir da analise de
difracdo de raio-X, observa-se que a oleoresina (Figura 30) apresentou duas regifes: uma
amorfa abaixo do angulo de difracdo e a outra com uma regido cristalina correspondente aos
cristais curcumindides caracterizados por dois picos(28° e 40°) discretos os quais se
assemelham aos repostados na literatura [7,74]. Acredita-se 0S picos apresentaram-se
discretos devido ao preparo da oleoresina para andlise ser realizada sem o cuidado de conferir
(por microscopia Otica) a presenca de uma concentracdo suficiente de cristais na oleoresina.
Outros trabalhos, na literatura, mostram esta dificuldade, comentando que a falta e tempo
suficiente para que o pigmento defina caracteristicas cristalinas, € manifestado no espectro
DRX com uma elevacdo intensa da curva entre 10°-25° (estudo de DAKHEL, A.A. et all
[75]). Segundo os autores esta elevacdo da curva sugere que o CC estaria na fase inicial de

cristalizacéo.
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Figura 30 Perfis de DRX para as amostras pHEMA/ CC, pHEMA e CC.

Os perfis de difracdo de raio-X, reportados por diversos autores [76,77] para O
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pHEMA, demonstram concordancia com os perfis encontrados neste estudo, sendo observado
uma regido amorfa em torno de 13° — 17°(26). No sistema pHEMA/CC (Figura 30) é possivel
denotar dois picos (28° e 40°) caracteristicos dos CC conforme resultados obtidos por outros
estudos[7,74], desta forma o corante CC apresenta-se cristalino na amostra pHEMA/CC,

confirmando a presenca de CC no polimero.

5.3.4 Determinacdo de massa molar viscosimétrica média do pHEMA

A determinagdo da massa molar viscosimétrica média (M,) do pHEMA foi realizada
pelo método viscosimétrico. Embora existam métodos absolutos para determinar a massa
molar de polimeros, a viscosimetria (método relativo) permite através de uma técnica simples
e econdmica determinar um valor de massa molar viscosimétrica média que é intermediaria
entre o valor da massa molar numerica média (M,) e a massa molar ponderal média (My,)
obtidas por métodos absolutos[44]. As medidas de viscosidade foram realizadas utilizando um
viscosimetro capilar Ubbelohde, como explicado no Capitulo 4.1.3.5. Para cada concentracdo
de pHEMA diluido em DMF foram realizadas 5 medidas de tempo de escoamento, a média
destes tempos e do tempo de escoamento do solvente puro, assim como a viscosidade relativa,

especifica e, reduzida sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 Dados experimentais obtidos na determinacdo da massa molar utilizando 0 método viscosimétrico.

Temperatura controlada em banho termostatico — 30°C
Dados Concentracio (C) das solucées de pHEMA em DMF (g/dL) Equacoes
DMF  0,0304 0,0276 0,0243 0,0210 0,0184

tsoivente 89.59 _ _ _ _ _ -
(seg)

bowgzo 9927 97,77 9668 9545 9441 -
(seq)

K _ tdissolucio
Nretativa - 1,11 1,09 1,08 1,06 1,05 Nretativa =% erre
Nespecifica - 0,11 0,09 0,08 0,06 0,05 Nespecifica = Nrelativa~1

rlespecifica
Nreduzida - 3,55 3,30 3,25 3,12 2,92 Nreduzida = I

Plotando-se em um grafico (Figura 31) nrequzida Versus C, obtemos a viscosidade

intrinseca nint, €xtrapolando-se para uma concentragdo igual a zero.
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Figura 31 Viscosidade reduzida em fung¢éo da concentragéo para o pHEMA em DMF.

A viscosidade intrinseca de uma solucdo polimérica esta relacionada com a massa
molar viscosimétrica média, através da equacdo de Mark—Houwink—Sakurada aplicada ao
polimero. Os valores das (K) e (a) da equacdo Mark—Houwink—Sakurada para o pHEMA em

solucéo de DMF, a 30°C, encontra-se na Tabela 8.

Tabela 8 Valores das constantes K e a. € massa molar viscosimétrica média para o pHEMA em DMF a 30°C, segundo
referencia bibliografica.

K(l.g-1) o Mv (g/mol) Fonte

10,6 x 10° 0,7 1,2919 x 10° [78]

A massa molar viscosimétrica média Mv obtida em nosso trabalho, para 0 pHEMA
preparado por eletrossintese foi de 1,2919x10° g/mol. Este valor é maior ou parcialmente
maior do reportado na literatura consultada de 2,9x10%[79]; 8,9x10°[80] e 4,68x10° g/mol
[78]. Entretanto, uma massa molar elevada beneficia as propriedades fisico-quimicas dos
polimeros (por exemplo, a adesdo) e, portanto suas aplicacdes. Segundo VILLANOVA J.C.O
(2010) et al.[81] uma massa molar elevada favorece a bioadesividade. A bioadesividade é um
mecanismo que descreve a bioadesdo de polimeros a mucosa do corpo humano, na qual
acredita-se que o0s seguintes eventos estejam envolvidos: adsorcdo, dispersdo do material
bioadesivo sobre a mucosa e interpenetracdo entre as cadeias do polimero e da mucosa.
Portanto, o fato do pHEMA, preparado por eletrossintese ter elevada massa molar
potencializa sua aplicacdo biomédica, pois sua adesdao na mucosa do corpo humano favorecera

a penetracdo do principio ativo através da membrana celular .



72

5.3.5 Caracterizagdo por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para estudar a morfologia dos materiais pHEMA e pHEMAJ/CC foi utilizada a
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). O estudo da morfologia teve a finalidade de
investigar as estruturas dos poros do hidrogel e comparar as modifica¢cdes que 0s mesmos
sofrem com a inserg¢do dos CC. Assim como determinar a distribuicdo e morfologia dos CC
na matriz do hidrogel. A Figura 32 mostra a micrografia das amostras, obtida pelo MEV, em
diferentes graus de magnificacao.

As micrografias do polimero pHEMA mostram que a técnica de eletrossintese e o
procedimento de secagem permitiram obter um polimero com superficie altamente rugosa e
pequenas regides lisas. A superficie rugosa mostra nitidamente uma estrutura porosa,
caracteristico do hidrogel conforme relatado na literatura[82,83]. A micrografia revela a
presenca de poros assimétricos com diferente grau de profundidade, tais que alguns se
assemelham a canais. O tamanho médio dos poros foi calculado utilizando o software ImageJ
(editor de imagens), o calculo foi realizado selecionando diversas areas totalizando média de
7 poros. O tamanho médio de poros calculado para o hidrogel foi de 5-15 pm.

Segundo RAMALINGAM N.; et al(2015)[7], matrizes poliméricas com estrutura de
poros e porosidade dos suportes fibrosos desempenha um papel fundamental na determinacéo
da proliferacdo celular, este parametro foi investigado por nanofibras através de microscopia
eletronica de varredura.

Portanto, na Figura 32 (P2 e P3) pode-se verificar a distribuicdo dos poros do hidrogel,
constituido somente por cadeias interligadas através de interacdo de ligacdo de hidrogénio.
Atribuimos a elevada porosidade do hidrogel pHEMA ao procedimento de secagem, onde a
amostra ap6s a sintese, foi lavada e ainda intumescida foi congelada abaixo de -50°C e
posteriormente seca por liofilizacdo. Este procedimento garante que o tamanho dos poros da
amostra seca sejam semelhantes aos poros da amostra quando esta estava intumescida
contendo as moléculas de dgua. A elevada porosidade do pHEMA favorece a incorporagédo do

principio ativo no interior da matriz.
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Figura 32 Micrografias do pHEMA e pHEMAJ/CC (P1 e PC1:500X, P2 e PC2:1000X e P3 e PC3:3000X).

Como pode ser observado nas micrografias do sistema pHEMAJ/CC a superficie da
amostra se mostra altamente rugosa e homogénea o que demonstra que a CC se adsorve com
elevada afinidade na superficie do pHEMA, ocupando completamente toda a superficie, é
dizer ndo ha evidencia de regiGes de pHEMA puro. Na micrografia PC3 se distinguem alguns
aglomerados de cristais CC na superficie da amostra (destacados no circulo vermelho). Para
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comprovar a morfologia destes cristais foi realizada uma micrografia na lateral da amostra

fraturada (Figura 33).

20 um® EHT = 15.00 kV Mag= 200KX
WD =105mm Signal A = SE1

Figura 33 Micrografia do sistema pHEMA/CC (2000X).

A Figura 33 mostra a micrografia da superficie lateral ap6s a fratura da amostra
PHEMA/CC, nesta imagem s&o claramente definidos os cristais de CC mostrando sua

morfologia tubular, com comprimento > 20 um e diametro de 2 um.

5.4 Estudo de Liberacao “in vitro”

Para realizar o estudo de liberagdo “in vitro” preparou-se, primeiramente, a curva de
calibracdo da oleoresina (contendo os curcumindides CC), dissolvida em solucdo de PBS
(Tampéo de Fosfato e Salina, pH= 7,4). A solucdo de CC na forma de emulséo estabilizada
com Tween 80 foi preparada na faixa de concentragdes entre 0,0228 mg/mL a 0,0319 mg/mL.
Para preparar a curva de calibracdo foi previamente escolhido o comprimento de onda
adequado. O comprimento de onda escolhido foi de 426 nm, como mostra a Figura 34. Esta
méaxima absorcdo esti associada a transi¢do eletrdnica entre os orbitais moleculares n-7*.
Quando muda a estrutura e, portanto a estabilizacdo dos estados eletrénicos, o comprimento
de onda muda nos trés pigmentos (chamados curcumindides CC) encontrados na curcuma, €

dizer, a curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina apresentam diferentes
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absor¢cBes maximas no espectro UV-vis nos comprimentos de onda de 429, 424 e 419 nm
respectivamente (em etanol). Porém, devido a estreita faixa de absorcdo entre as trés formas é
comum nos trabalhos reportar a maxima absorcdo da circuma, como referindo-se apenas a
curcumina. Também, segundo a literatura destes trés pigmentos a curcumina esta em maior
concentracdo na curcuma[84].

Como ja comentamos o valor de méxima absor¢do na regido UV-vis, encontrado em
nosso trabalho foi de 426 nm, este valor € semelhante ao encontrado na literatura para o
estudo de curcumina pura procedente da Sigma Aldrich, em sistema semelhante (PBS em
emulsdo utilizando Tween 80 como emulsificante)[9]. Isto confirma o que a literatura ja
reporta, que a curcumina € a espécie de maior teor presente na cdrcuma. Na Figura 35

apresentamos a curva de calibracdo obtida para os CC em solucéao de PBS.

Oleoresina(CC) em etanol
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Figura 34 UV-vis da oleoresina (CC) em etanol.
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Figura 35 Curva de calibracdo dos CC dissolvidos em solucéo de PBS (Tamp&o de Fosfato e Salina, pH=7,4).
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Deste modo obtemos a equagéo [Eq. (13)] de calibragdo dos CC em solugdo de PBS
como:

A =30,53357 C — 0,02408 Eq. (13)
Onde:

A = absorbancia
C = concentragdo

O teste de liberacdo dos sistemas pHEMA/CC foram realizados em triplicata por 72
horas. Para determinacdo das concentracdes de CC liberados nos tempos pré-determinados,
utilizou-se a Eq. (13), as amostras ficaram submersas em solucdo de PBS (Tampao de Fosfato
e Salina, pH=7,4) atemperatura controlada de 37°C.

Antes de estudar a liberacdo de CC do sistema pHEMA/CC foi realizado um estudo
modelo, introduzindo a oleoresina contendo os CC em saquinho de cha, este estudo foi
chamado de sistema CC “livre”, pois ndo existe interagcdo entre 0s componentes do sistema, e
a liberacdo deve acontecer governada apenas pela difusdo. Este sistema de liberagdo “livre”
foi estudado por um periodo de 7hs e sera apresentado apenas como comparacao. O estudo de
liberagdo in vitro de curcumindides no sistema CC “livre” e no sistema pHEMA/CC ¢

mostrado comparativamente na Figura 36.

Na Figura 36, podemos observar que o estudo de liberacdo do CC no sistema CC
“livre” € mais lento em comparagdo com a liberacdo dos curcumindides no sistema
pHEMA/CC. Durante as 2 primeiras horas no sistema CC “livre” ¢ liberado apenas 7% da
massa total de CC, enquanto no sistema pHEMAJ/CC se libera 11% de CC, este
comportamento se repete durante o tempo estudado. Durante as 7 primeiras horas
demonstrou-se de grande utilidade para formulacGes de liberacdo controlada, uma vez que foi
possivel a observacdo desta liberacdo em forma crescente de percentual de concentracdo do
farmaco em fungdo do tempo. A maior velocidade de liberacdo inicial (15 minutos) no
sistema pHEMA/CC pode ser atribuida a fracdo do CC adsorvido na superficie do polimero.
[9] Apos este tempo inicial a velocidade diminui, pois 0 processo comeca a depender da
difusdo, atingindo depois uma velocidade de liberacdo controlada pela interacdo entre o
pHEMA e os curcumindides e pela difuséo.
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Figura 36 Liberacao in vitro de CC comparativa no sistema “livre” ¢ no sistema PHEMA/CC em PBS a pH 7,4.

A amostra pHEMA/CC, por sua vez, libera de forma crescente o principio ativo até
cerca de 48 horas de imersdo em solu¢do PBS, chegando a liberar cerca de 38,4% do principio
ativo. Apoés esse tempo, a liberacdo chega a um platd, onde a porcentagem de CC liberado nao
mais se altera. Considerando a massa do CC incorporados no sistema pHEMA/CC o patamar
de liberacdo de 38,4% corresponde a uma massa de 6,5mg de CC liberados, esta concentracédo
esta abaixo do nivel téxico reportado na literatura na qual declara 10mg/dia com base em um
adulto de peso médio de 50kg[85].

A metodologia in vitro para o estudo de permeacdo cutanea usualmente ocorre pela
difuséo do farmaco, atraves da membrana[31]. Os sistemas de difusdo consistem no transporte
de solutos dentro de um meio. No corpo humano, uma parte destes sistemas podem ser
exemplificados pela difusdo de oxigénio, agucares e proteinas no sangue e, de ions de sodio e
potassio através de membranas de células. Em todos estes sistemas fisioldgicos envolve-se
difusdo (simultanea) de solutos. A base tedrica da difusdo é usada como principio para a

liberacdo controlada de droga[86].
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Assim como j& foi mencionado no capitulo anterior, a cinética de liberagcdo do
principio ativo envolve processos simultdneos de absorcdo de agua pelo hidrogel,
intumescimento e relaxamento das cadeias poliméricas e a liberacdo do farmaco incorporado,
onde a liberacdo do principio ativo é controlada pela interacdo entre a agua, o polimero e o
principio ativo[29].

Deste maneira, a partir dos dados experimentais, os parametros de liberagcdo foram
calculados e obtidos através do procedimento matematico apresentado pelas Eq. (11) e Eq.
(12) no capitulo 4.2.2.2, onde podemos determinar a constante cinética k e o coeficiente
difucional n. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 37 e os parametros k e n

resumidos na Tabela 9.

0,0 5 m CC
0.5
§ -1,0 y
< 15- y=0,4755 X - 2,1466
= 7 Equation y=a+b'x
E -2,0 __ Adj. R-Squar  0,98846
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- S In Intercept  -2,14667 0,03467
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T I T I T I T I T I T I T I 1
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009 [ m pHEmA/KCC | n
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— -2,04 In Intercept | -1,55232 0,02921
4 | In Slope 0,41569 0,01399
'2,5 T T T T T T T T T I T I T ]
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Figura 37 In (Mt/Moo) em fungdo de Int no sistema CC “livre” e no sistema pHEMA/CC.
A andlise dos estudos da cinética de liberacdo tém se tornado alvo para compreender o
processo de liberagdo de solutos a partir de matrizes poliméricas. A Eq. (12) apresentada na
metodologia (capitulo 4), é geralmente usada para analisar 0 processo de liberagdo de solutos

encapsulados, a fim de caracterizar o0 mecanismo predominante durante a liberacdo[49]. A
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partir da linearizacdo da Eq. (12) obtida através do grafico de In M; /M.. em funcéo de In t, foi

obtido o expoente difusional n e a constante k.

Tabela 9 Valores das constantes n e K para o sistema pHEMA/CC imerso em solugéo PBS.

n K
Sistema CC “livre” 0,47 0,11
Sistema pHEMA/CC 0,41 0,21

Os dados de liberacdo do sistema pHEMA/CC apresentados n=0,41 na Tabela 9 indica
que, 0 mecanismo de liberacdo observado é o de difusdo do soluto através de camadas da
matriz, também conhecido como mecanismo de liberacdo Fickiana (Tabela 2— Capitulo 4).
Segundo FU,Y. et all.(2010)[87] para os dispositivos do tipo matriz, a libertacdo do farmaco é
mais provavel que seja a difusdo Fickiana, que esta associada com um gradiente de
concentracdo, distancia de difusdo, e o grau de intumescimento. A difusdo Fickiana € descrita
por CARDOT (1997)[88], como método na qual a molécula dissolve-se na membrana, antes
de atravessar, sendo que este fendmeno ndo necessita de energia, isto é, atinge o equilibrio
guando as concentracfes se tornam iguais de um lado e de outro da membrana e quando a
velocidade de passagem é proporcional a quantidade que permanece por absorver.

O valor da constante cinética k representa a velocidade com a qual o sistema se
desenvolve no inicio da liberacéo, o valor maior para o sistema pHEMA/CC confirma o que
ja foi discutido, a presenca de CC na superficie do pHEMA aumenta a velocidade inicial de
liberacdo do principio ativo neste sistema. Para um maior controle da velocidade inicial o
sistema deve ser desenhado na forma de micro ou nanoparticulas contendo o principio ativo

no interior.
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6 CONCLUSAO

A partir da discusséo de resultados descrita no capitulo anterior, podemos concluir que
o0 sistema polimérico desenvolvido no presente dissertacdo de Mestrado, baseado em poli(2-
hidroxietilmetacrilato)/curcumindides (pHEMA/CC) se mostra um sistema potencialmente
efetivo para a incorporacdo, transporte e liberacdo controlada dos curcumindides com a
finalidade de tratar o cancer, através da administracdo de niveis terapéuticos adequados e
permitindo assim a diminuicdo dos efeito colaterais desta substancia no organismo. De
maneira resumida detalharemos as principais conclusdes.

A partir do estudo da extragdo, dos pigmentos curcumindides do acafrdo da India por
dois métodos diferentes, encontramos que o método 2 “extracdo de Soxhlet” foi o0 mais
eficiente com rendimento de 3,4% e maior teor de cristais formados apéds cristalizacdo, como
mostrou a analise de MO. O extrato de oleoresina obtido pelo método 2 foi caracterizado por
diferentes técnicas fisico-quimicas. A espectroscopia de infravermelho (FTIR) confirmou as
bandas caracteristicas dos curcumindides no extrato, obtido por ambos os métodos de
extracdo. O FTIR da oleoresina cristalizada mostrou diferencias no nidmero de onda das
bandas caracteristicas dos curcumindides, o que atribuimos a maior constante de forca das
ligacGes quando a substancia estd cristalizada. O espectro de UV-vis confirmou que a
curcumina é a fragdo mais abundante entre os curcumindides. A andlise termogravimetrica
(TGA) mostra o perfil de degradacéo da oleoresina em 3 estagios, mantendo-se até 800°C um
residuo. Os resultados da analise de TGA sugerem que o teor de curcumindides na oleoresina
é de 72,26 %. A andlise por difracdo de Raios-X (DRX) demonstrou que para observar o
padrdo cristalino dos cristais de curcumindides a amostra deve ser previamente preparada.

A técnica de polimerizacao eletroiniciada do pHEMA mostrou ser efetiva, obtendo-se
um rendimento médio de 41,72 %. A massa molar viscosimétrica média foi determinada para
o hidrogel pHEMA sintetizado encontrando um valor de 1,2919x10%g/mol. A espectroscopia
de FTIR confirmou a polimerizacdo do pHEMA a partir da auséncia da banda de vibracéo de
estiramento da ligagdo (C=C). O perfil da curva de TGA do pHEMA evidenciou alto teor de
umidade e presenca de monbémero, a depolimerizacdo do pHEMA acontece a uma
temperatura ligeiramente menor a relatada na literatura para este polimero, obtido por outras
rotas sintéticas.

A preparacdo do sistema polimérico pHEMAJ/CC foi realizada através de dois

procedimento de mistura fisica em solugdo dos componentes pHEMA e curcuminoides: (A)
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solugéo aquosa, (B) solucdo de mondmero HEMA. O segundo procedimento mostrou ser
mais efetivo. O sistema polimérico foi caracterizado por FTIR, TGA, DRX e microscopia
eletronica de varredura (MEV). O FTIR mostrou a incorporagdo dos curcumingides na matriz
do pHEMA. O deslocamento das bandas caracteristicas do pHEMA sugeriram uma forte
interacdo de ligag&o de hidrogénio entre o pHEMA e os CC. A anélise de TGA confirma esta
forte interacdo mostrando a estabiliza¢éo térmica do sistema pHEMA/CC. O MEV revela uma
estrutura altamente porosa no pHEMA e a incorporacdo homogénea dos CC na superficie do
pHEMA. O MEV e DRX revelam a presenca de cristais de CC na matriz pHEMA.

O estudo de liberagdo controlada “in vitro” da CC em solugdo simuladora de fluido
bioldgico a 37°C mostrou que o sistema segue a Lei de Fick, liberando concentragdes dentro

da faixa terapéutica.
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