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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doencga altamente incidente na populagdo mundial,
acometendo cerca de 44 milhdes de pessoas, levando ao comprometimento cognitivo e
comportamental. Atualmente, pode-se empregar no tratamento farmacos que visam o
controle dos sintomas, dentre eles os inibidores da enzima acetilcolinesterase, que
apresentam efeitos adversos bem pronunciados, dentre eles nauseas, vémitos, diarreia
e hepatotoxicidade. A curcumina (CUR) é um composto natural que tem apresentado
acdo farmacolégica nas principais causas associadas a DA, diminuindo a
neuroinflamagao e formacgao de radicais livres no cérebro, além de inibir as placas beta-
amiléides e hiperfosforilagdo da proteina tau. No entanto, seu uso é limitado devido a
sua insolubilidade em meio aquoso, baixa biodisponibilidade e instabilidade em meio
biolégico. A fim de superar essas limitagbes, sua incorporagcdo em nanoparticulas de
silica mesoporosas (NSMs) demonstra ser uma opc¢ado muito interessante, visto que
estes sistemas podem oferecer protecao contra a degradacao, melhorando assim sua
estabilidade, biodisponibilidade, potencializando sua ag&o e exercendo um controle de
sua liberagcao. A via nasal € uma via alternativa que pode promover a rapida absorcao
do farmaco, além de direciona-lo ao cérebro, pela via bulbo-olfativa, evitando assim a
metabolizacdo pre-sistémica. Porém, essa via possui mecanismos de depuracgio
mucociliar, os quais podem eliminar rapidamente a formulacao da cavidade nasal. Tais
inconvenientes podem ser contornados empregando hidrogéis termorresponsivos (HT),
com propriedades mucoadesivas, que podem promover o contato prolongado entre o
nanossistema e os sitios de absor¢do da cavidade nasal, retardando a depuragao
mucociliar. O objetivo deste trabalho foi a obtencdo e caracterizacdo das NSMs
acrescidas de CUR (NSMs@CUR) para incorporagdo em HT baseados em poloxamer
(P-407) e quitosana (QS) (HP-407/QS) objetivando a administragdo nasal, com
potencial aplicacdo no tratamento da DA. A caracterizagdo fisico-quimica dos
nanossistemas foi realizada pela determinagdo do indice de polidispersdo, carga
superficial, mobilidade eletroforética, microscopia eletrénica de transmissiao (MET),
espectroscopia vibracional de adsorgao na regiado do infravermelho (FTIR), ressonancia
magnética nuclear de sélidos (RMN), adsor¢do-dessorcao de nitrogénio e andlise
termogravimétrica. Os HT foram caracterizados por ensaios reolégicos, analise do perfil
de textura e mucoadesao in vitro. Os resultados evidenciaram que o método de sintese
foi eficiente permitindo a obtencdo de NSMs esféricas, uniformes, com distribuicdo de
tamanho homogénea, apresentando um arranjo hexagonal de poros com 7,2 nm de
didametro médio, area superficial em torno de 745 m? g', grupos hidroxilas disponiveis
na superficie e auséncia de matéria organica nos poros. Foi possivel incorporar
quantidades significativas de CUR, com EE% que variou de 62 a 91%. A encapsula¢ao
da CUR foi confirmada através o espectro de FTIR e analise térmica. O HP-407/QS
apresentaram boas propriedade mecanicas, elevada forgca mucoadesiva, foram
considerados termorresponsivos e adequados para possibilitar administracdo nasal. O
HP-407/QS+CUR, NSM@CUR e HP-407/QS+NSM@CUR apresentaram liberagcéo de
79,94 + 3,6, 20,39 + 1,33 e 15,74 + 5,07 respectivamente, atuando como um sistema de
liberacao prolongada. Além disso, a elevada permeacéo (17 a 56%) da CUR a partir dos
sistemas desenvolvidos revelam seu potencial para administracdo na mucosa nasal. O
ensaio in vivo mostrou que as NSM@CUR bem como o HP-407/QS+NSM@CUR foram
capazes de reverter o déficit cognitivo em camundongos, apresentando potencial no
tratamento da DA. A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que as NSM@CUR
bem como os HP-407/QS+NSM@CUR desenvolvidos demostram ser uma abordagem
muito promissora e inovadora para o tratamento da DA.

Palavras-chave: Alzheimer, curcumina, nanoparticulas de silica mesoporosas e
hidrogel termorresponsivo



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a worldwide incident disease, affecting around 44 million
people, leading to cognitive and behavioral impairments. Currently, it is possible to use
drugs able to control symptoms, among of them there are the acetylcholinesterase
enzyme inhibitors, which present significant collateral damages, including nausea,
vomits, diarrhoea, and hepatotoxicity. Curcumin (CUR) is a natural compound that has
been presenting pharmacological action over the mainly causes associated to AD,
diminishing brain neuroinflammation and free radical formation, as well as inhibiting the
amyloid plaques and the tau protein hyperphosphorylation. However, it has limited use
due its low water solubility, low bioavailability and biological medium instability. In order
to overcome these limitations, its incorporation in mesoporous silica nanoparticles
(MSNs) shows itself as a very interesting option, since these systems can offer protection
from the degradation, improving its release. The nasal route is an alternative route able
to promote the fast drug absorption, besides directing it to the brain by the olfactory bulb
route, avoiding the presystemic metabolization. Even so, this rout has mucociliary
depuration mechanisms, which can quickly eliminate the formulation from the nasal
cavity. These hindrances can be overcome employing termoresponsive hydrogels (TH)
with mucoadhesive properties that can promote the prolonged contact between the
nanosystem and the absorption sites, delaying the mucociliary depuration. The aim of
this study was the obtainment and characterization of the CUR-loaded MSNs
(MSNs@CUR) for the incorporation in Poloxamer (P-407) and chitosan-based (CH) THs
aiming the nasal administration with potential application in the treatment of AD. The
physicochemical characterization of the nanosystems was performed by the
determination of polydispersive index, zeta potential, mean hydrodynamic diameter,
transmission electron microscopy (TEM), Fourier-transform infrared vibrational
spectroscopy (FT-IR), solid-state nuclear magnetic resonance (ssNMR), nitrogen
adsorption-dessorption isotherm and thermogravimetric assay. The THs were
characterized by rheological assays, texture profile analysis, and in vivo mucoadhesion.
The results evidenced that the synthesis method was efficient, allowing the obtainment
of spherical uniform MSNs, having homogeneous size distribution, showing hexagonal
arrangement of pores with 7.2 nm mean diameter, surface area around 745 m2.g™,
hydroxyl groups available in the surface and absence of organic material in the pores. It
was possible to incorporate significant quantities of CUR, with encapsulation efficiency
(EE %) varying from 62 to 91%. The CUR encapsulation was confirmed by the FT-IR
spectra, thermal analysis and the mean hydrodynamic diameter measurement. The
formulation HP-407/CH shown good mechanical properties, high mucoadhesive
strength, being considered thermoresponsive and adequate to enable the nasal
administration. The formulations HP-407/CH+Cur, MSN@CUR and HP-
407/CH+MSN@CUR showed release of 79.94+3.6%, 20.39+1.33%, and 15.74+5.07%
of CUR, respectively, acting as prolonged release systems. Additionally, the high CUR
permeation (17 to 56%) from the developed systems reveals their potential for the nasal
mucosa administration. The in vivo assay showed that the MSN@CUR, as well as the
HP-407/CH+MSN@CUR were able to revert the cognitive deficit in mice, presenting
potential activity in AD treatment. According to the obtained results, it is able to conclude
that the developed MSN@CUR, as well as HP-407/CH+MSN@CUR showed
themselves as a very promising and innovative approach for the AD treatment.

Keywords: Alzheimer, curcumin, mesoporous silica nanoparticles, termoresponsive
hydrogel.
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1. INTRODUGAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma doenga neurodegenerativa (DN)
progressiva, caracterizada pela degeneragao dos neurdnios colinérgicos que
leva ao comprometimento cognitivo e comportamental, podendo evoluir a um
estado de depressao e incapacidade de desenvolver atividades basicas.
Atualmente, € considerada a causa mais comum de deméncia, responsavel por
cerca de 60 a 80% dos casos (ALZHEIMER ASSOCIATION, 2020). Existem
diversas hipoteses que sugerem como ocorre o desenvolvimento da DA. A
deposigao de peptideos B-amiloide (BA), que se acumulam e depositam na forma
de placas amiloides nas regides do cérebro, constitui a hipotese da cascata
amildide, sendo considerada a principal causa no processo neurodegenerativo
(SELKOE et al., 2016, 2018). Além disso, a hiperfosforilagdo da proteina tau (P-
tau), a neuroinflamacdo e o estresse oxidativo também estdo presentes e
contribuem para a progressao da doenga (DU; WANG; GENG, 2018; LIU et al.,
2019; RICCIARELLI; FEDELE, 2017).

Atualmente, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a utilizagao
de quatro farmacos para o tratamento da DA, que sado: donepezil, galantamina e
rivastigmina (RV), inibidores da enzima acetilcolinesterase e memantina que é
um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). No entanto, o
tratamento farmacologico contribui apenas para o controle dos sintomas e néo
previne a perda neuronal (ALZHEIMER’S ASSOCIATION; 2020). Além disso, os
farmacos disponiveis estao associados a diversos efeitos colaterais, como
nauseas, vomitos, diarreia, caibras musculares, indigestao por fadiga, perda de
peso, confusdo mental, dor de cabeca e hepatotoxicidade, que levam a
interrupcao do tratamento (FONSECA-SANTOS, 2015; KRSTI et al., 2013). Este
ano, o FDA aprovou um novo medicamento para o tratamento da DA. O
Aducanumab que € um anticorpo monoclonal que atua na redugao das placas
amiléides no cérebro. No entanto, € necessario analisar dados cientificos sobre
a eficacia desse novo tratamento e os possiveis efeitos adversos (NISTICO;
BORG, 2021)
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No entanto, a fim de minimizar os efeitos colaterais e propor o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas é necessaria a busca por
novas moléculas bioativas, dentre elas as de origem natural (DESHPANDE;
GOGIA; SINGH, 2018). Dentre os possiveis compostos naturais explorados na
literatura, a curcumina (CUR), composto natural polifendlico obtido do rizoma da
curcuma longa, tem apresentado potencial terapéutico no tratamento da DA
(AMALRAJ et al., 2016; GIACOMELI et al., 2019).

A CUR é descrita como um potente composto antioxidante que atua sobre
os radicais livres, protegendo o cérebro da peroxidagéo lipidica e inibindo a
hiperfosforilagdo da proteina tau (PARK et al., 2008; YANG et al., 2005). Além
disso, reduz a formacgao das placas beta-amildides (YANG et al., 2005) e exerce
agao na neuroinflamacéo, reduzindo as citocinas pré-inflamatérias (BEGUM et
al., 2008; RAY; LAHIRI, 2009). Entretanto, a aplicagdo da CUR ¢ limitada, pois
trata-se de um composto hidrofébico, que possui baixa biodisponibilidade e pode
sofrer rapida degradacao quando exposta a luz e temperatura (ANAND et al.,
2007). Com o objetivo de superar as limitagbes do uso da CUR, sua
encapsulacdo em nanoparticulas de silica mesoporosas (NSMs) se apresenta
como uma opgao muito interessante para viabilizar o seu uso no tratamento da
DA.

Sistemas baseados em silica, em particular as NSMs, apresentam
excelentes propriedades fisico-quimicas que favorecem o aumento da
solubilidade e biodisponibilidade de farmacos em meios biolégicos (MCCARTHY
et al., 2016). A alta estabilidade fisico-quimica, grande area superficial, estrutura
de poros e didmetro de particulas ajustaveis, além da presenga de grupos
silandis disponiveis para funcionalizagdo, conferem as NSMs a capacidade de
encapsular grandes quantidades de CUR, protegendo-a de efeitos de
degradacdo antes que alcance o seu local de acdo, podendo melhorar sua
estabilidade e veiculagcdo, reduzindo possiveis efeitos colaterais e
potencializando assim sua acao. Além disso, as NSMs exibem propriedades
biolégicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade
(LOMBARDO; KISELEV; CACCAMO, 2019; MANZANO; VALLET-REGI, 2020;
MATURI et al., 2019a; SABIO et al., 2019).
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A escolha da via de administragao vem de encontro com a problematica
associada a liberagao de farmacos no Sistema Nervoso Central (SNC), que é
dificultada devido a natureza da barreira hematoencefalica (BHE) que é
altamente seletiva e desempenha funcao na protecdo e homeostase do SNC,
restringindo a entrada dos farmacos no cérebro. Assim, quando o farmaco é
administrado pela via oral, menos de 1% chega ao SNC, sendo necessarias
doses sistémicas maiores para atingir os niveis terapéuticos, o que leva a
diversos efeitos colaterais bem pronunciados (ADAYA et al., 2016; BOURGANIS
etal., 2018; RASSU et al., 2016a; RAVI et al., 2015; SILVA ADAYA et al., 2017).

Desta forma, a administragdo nasal compreende uma estratégia
promissora para administragao de farmacos, uma vez que o cérebro e a cavidade
nasal estdo conectados pelo sistema nervoso olfativo e nervo trigémeo, que
termina no neuroepitélio olfatério, os quais oferecem pontos acessiveis que
podem ser explorados no transporte eficiente de farmacos direcionados ao
cérebro, contornando a BHE (DUCRAY et al., 2017; FONSECA-SANTOS, 2015;
RASSU et al., 2016b; SHARMA; LOHAN; MURTHY, 2014).

De forma a possibilitar a administracdo nasal do sistema proposto, é
necessario o desenvolvimento de uma formulagao adequada para tal aplicacao.
Pensando nisso, o desenvolvimento de hidrogéis se torna uma opg¢ao bastante
viavel. Hidrogéis séo redes poliméricas constituidas por macromoléculas unidas
por interagdes fisicas ou ligagdes covalentes que sdo capazes de absorver
elevadas quantidades de liquidos, apresentando elevado perfil de
intumescimento (HOFFMAN, 2012; PEPPAS et al., 2000; THAKUR; WANCHOO;
SINGH, 2011). Sado considerados veiculos de liberacdo de farmacos
promissores, pois sdo capazes de direcionar os farmacos para locais especificos
e ainda controlar sua liberacdo. Além disso, podem ser desenvolvidos
objetivando responder a estimulos especificos, como por exemplo, temperatura,
sendo chamados hidrogéis termorresponsivos (HT) (NARAYANASWAMY;
TORCHILIN, 2019).

Esses hidrogéis quando submetidos a temperatura ambiente (18-23 * 2

°C ), se apresentam fluidos ou liquidos, o que € bastante interessante uma vez
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que permitem uma facil administragcdo, e quando submetidos a temperatura
préxima a corporea (por exemplo a temperatura nasal, 32-34 + 2 °C) apresentam
uma transigao de solvente para gel pela mudanga da sua viscosidade induzida
pela temperatura do meio fisiolégico, sendo esse processo conhecido como
geleificacdo in situ (GIULIANO et al.,, 2018a; RAVI et al., 2015). Além disso,
esses materiais sao biocompativeis, biodegradaveis e, dependendo da sua
composic¢ao, exibem excelentes propriedades mucoadesivas, o que é muito
interessante para administracdo nasal, visando a permanéncia da formulacao
naquela regido de maneira que ocorra a liberagdo do farmaco no seu local de
acao (CHANG et al., 2002; PELLA et al., 2018).

Dentre os polimeros sensiveis a temperatura destaca-se o poloxamer 407
(P-407), um copolimero tribloco constituido de poli 6xido de etileno (PEO) e poli
oxido de propileno (PPO), muito utilizado no desenvolvimento de HT. Além disso,
de modo a associar as propriedades termorresponsivas do P-407 com
propriedades mucoadesivas, € possivel associa-lo com a quitosana (QS), um
polissacarideo obtido a partir da quitina, que possui propriedades mucoadesivas
devido as cargas positivas em sua estrutura, que permite fortes interagbes com
as cargas negativas da mucina, principal glicoproteina presente do muco.
Ademais, a presenca da QS favorece o aumento da resisténcia mecanica do
hidrogel e também pode promover a abertura das jung¢des entre as células
epiteliais facilitando assim a passagem dos nanossistemas (ALl et al., 2019;
GIULIANO et al., 2018a; RASSU et al., 2016a).

Neste contexto, a utilizacdo de um sistema que alia as propriedades da
NSMs, hidrogéis baseados em P-407 e QS (denominado — HP-407/QS) para
administragao nasal de CUR compreende uma estratégia com grande potencial

no tratamento da DA.
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6. CONCLUSAO

Ao longo desde trabalho foi possivel realizar a co-validagdo da
metodologia analitica para quantificagao da CUR, todos os parametros avaliados
demostraram estar dentro do que é preconizado pelos 6rgaos regulatorios. O
meétodo analitico permitiu conduzir estudos de solubilidade, sendo muito

importante para quantificagcdo da CUR nos estudos de liberagédo e permeacao.

O processo de obtengao das NSMs através da técnica de microemulsao
direta, permitiu a obtengdo de particulas mesoporosas esféricas, uniformes,
didmetro na escala nanométrica e adequada homogeneidade de tamanho, além
do potencial zeta negativo demonstrando que as particulas apresentam
caracteristicas e propriedades favoraveis a estabilidade do sistema. Os poros
com didmetro de 7,2 nm, com elevada area superficial 745 m? g' e volume de
poros de 1,46 cm?® g' provavelmente foram responsaveis pela elevada
encapsulacao da CUR. Além disso, as particulas apresentaram grupos silanois
disponiveis na superficie/mesoporos, que provavelmente contribuiu para

interacdo com a CUR.

A elevada eficiéncia de encapsulagéo (62,63 + 0,08 % a 91,32 £ 0,02 %)
e capacidade de carga (9-18 %) demostram o potencial das NSMs para
incorporagao de farmacos pouco soluveis. As NSM@CUR foram caracterizadas
e sua encapsulacado foi comprovada pelas analises de FTIR-ATR, ATG/ATD,
DSC, DLS e NTA.

Os hidrogéis baseados em P-407/QS apresentaram propriedades
reoldgicas importantes. O ensaio de fluxo demonstrou que os hidrogéis fluem em
temperatura de 18°C podendo ser facilmente administrados. A reologia
oscilatoria evidenciou que os hidrogéis sao termorresponsivos, uma vez que a
mudanga na temperatura promove o0 aumento da viscosidade e
consequentemente induz o processo de geleficagdo in situ na faixa de

temperatura nasal, originando sistemas bem estruturados.

As excelentes propriedades mecanicas e mucoadesividade dos hidrogéis
desenvolvidos neste trabalho sao promissores para administragdo nasal,

podendo superar os mecanismos de depuragdo mucociliar, bem como aumentar
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o tempo de permanéncia da formulagdo na regido nasal, além de melhorar a

biodisponibilidade do farmaco.

O ensaio de liberagdo mostrou que as formulagdes desenvolvidas foram
capazes de aumentar a solubilidade da CUR quando incorporada aos sistemas.
Os ensaios de liberagdo demonstraram que HP-407/QS+CUR, NSM@CUR e
HP-407/QS+NSM@CUR foram capazes de liberar 79,94% + 3,6, 20,39% + 1,33
e 15,74% £ 5,07 de CUR, respectivamente, em um periodo de 24 horas. O
modelo matematico que mais se ajustou ao perfil de liberacdo das formulagbes

foi o modelo Higuchi evidenciando a liberagao por processos de difusao.

No ensaio de permeacao as formulagdes aumentaram significativamente
a permeacao da CUR pela mucosa. A CUR apresentou maior permeabilidade a
partir da formulagao final, o HP-407/QS+NSM@CUR com permeagao 28,40 +
1,88 ug/cm?. Além disso, as NSM@CUR apresentaram permeacao de 12,46 +

1,08 ug/cm? de CUR na mucosa nasal.

As formulacdes desenvolvidas neste trabalho ndo apresentaram efeitos
citotoxicos dentro da concentragdo utilizada (50 pg / mL) sendo considerados

biocompativeis.

Por fim, os estudos in vivo demonstraram que a CUR livre n&o foi capaz
de reverter o déficit de memoaria causada pela indugao da DA. No entanto, as
NSM@CUR bem como o HP-407/QS+NSM@CUR demonstraram elevada agéo
farmacoldgica, revelando o potencial promissor destes sistemas administrados

pela via nasal.

Devido a elevada capacidade da formulagdo final, HP-
407/QS+NSM@CUR, em liberar o farmaco, aumentar sua permeagao através
da mucosa, suas propriedades mucoadesivas, termorresponsivas, nao
citotoxicidade e acao bioldgica in vivo, pode-se concluir que esses sistemas
apresentaram uma estratégia muito promissora com elevado potencial no

tratamento da DA.
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