UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
«JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIA FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E
BIOTECNOLOGIA APLICADAS A FARMACIA

AMANDA LETICIA POLLI SILVESTRE

AVALIACAO DO POTENCIAL DE FILMES DE ALGINATO DE SODIO
CONTENDO CURCUMINA ENCAPSULADA EM NANOPARTICULAS DE
QUITOSANA ASSOCIADOS A TERAPIA FOTODINAMICA PARA O
TRATAMENTO DE BIOFILMES ORAIS

ARARAQUARA, SP

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
«JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIA FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS
E BIOTECNOLOGIA APLICADAS A FARMACIA

AMANDA LETICIA POLLI SILVESTRE

AVALIACAO DO POTENCIAL DE FILMES DE ALGINATO DE SODIO
CONTENDO CURCUMINA ENCAPSULADA EM NANOPARTICULAS DE
QUITOSANA ASSOCIADOS A TERAPIA FOTODINAMICA PARA O
TRATAMENTO DE BIOFILMES ORAIS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos Graduacao em
Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,

para obtencdo do grau de Mestra.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Marlus Chorilli
COORIENTADORA: Profa. Dra. Andréia Bagliotti
Meneguin.

ARARAQUARA, SP
2020



S587a

Silvestre, Amanda Leticia Polli.

Avaliagdo do potencial de filmes de alginato de sodio contendo
curcumina encapsulada em nanoparticulas de quitosana associados a
terapia fotodindmica para o tratamento de biofilmes orais / Amanda
Leticia Polli Silvestre. - Araraquara: [S.n.], 2020.

98 f. :il.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista. “Julio de
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pos
Graduacgdo em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia. Area de
Biotecnologia Diagndstica, Bioprodutos e Biofarmacos.

Orientador: Marlus Chorilli.
Coorientadora: Andréia Bagliotti Meneguin.

1. Nanotecnologia Farmacéutica. 2. Nanoparticulas Poliméricas. 3.
Filmes bucais. 4. Curcumina. 5. Quitosana. 6. Alginato de sodio. 7. Biofilmes
orais. 8. Terapia fotodindmica. I. Chorilli, Marlus, orient. II. Meneguin,
Andréia Bagliotti, coorient. III. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagé&o - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030081P7
Esta ficha ndo pode ser modificada



Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA )
H o
:
i

unesp

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA D|SSERTA(;AO: Avaliacdo do potencial de filmes de alginato de sdédio contendo curcumina
encapsulada em nanoparticulas de quitosana associados a terapia
fotodindmica para o tratamento de biofilmes orais.

AUTORA: AMANDA LETICIA POLLI SILVESTRE
ORIENTADOR: MARLUS CHORILLI
COORIENTADORA: ANDREIA BAGLIOTTI MENEGUIN

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Mestra em BIOCIENCIAS E
BIOTECNOLOGIA APLICADAS A FARMACIA, area: Analises Clinicas pela Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. MARLUS CHORILLI (Participacao Virtual)
Departamento de Farmacos e Medicamentos / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - Araraquara

Profa. Dra. ELENARA MARIA TEIXEIRA LEMOS SENNA (Participacao Virtual)
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas / Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Dr. EDUARDO RICCI JUNIOR (Participagao Virtual)
Departamento de Medicamentos / Universidade Federal do Rio Janeiro

Araraquara, 27 de novembro de 2020

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Campus de Araraquara -
RODOVIA ARARAQUARA-JAU, KM 1 - CP 502, 14800903, Araraquara - S&o Paulo
http://www2.fcfar.unesp.br/#!/pos-graduacao/biociencias-e-biotecnologias-aplicadas-a-farmacia/CNPJ: 48.031.918/0025-00.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus, a minha familia e ao
meu orientador Prof. Dr. Marlus Chorilli pela

oportunidade e confianca em meu trabalho.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente & Deus, por todas as béngéos que tem colocado em minha vida,
por ter me dado forga e paciéncia nos momentos dificeis e muita fé para me levantar e
continuar. Sem ele ndo teria como chegar até aqui, s6 tenho de agradecer a cada dia por
tudo.

Agradeco aos meus pais, Maria Aparecida e Claudio e ao meu irmao Gustavo,
que nunca mediram esforcos em oferecer a mim apoio, seguranca, educacao, conduta
pessoal e profissional. Obrigada por todo o amor, incentivo e ativa participacdo em
todos os momentos de minha vida.

A meu namorado e melhor amigo Victor Felipe pelo companheirismo, carinho,
paciéncia, amor e principalmente apoio em todos os momentos.

Agradeco em especial ao meu querido orientador Prof. Dr. Marlus Chorilli,
pela oportunidade e confianca em meu trabalho, sempre muito solicito, presente,
atencioso e extremamente competente e inteligente. Agradeco por toda aprendizagem
dada, amizade, paciéncia e cuidado durantes esses anos.

A querida Prof. Dra. Andréia Bagliotti Meneguin, minha coorientadora,
agradeco por toda contribuicdo e ensinamentos, pela paciéncia e apoio nos momentos
confusos e por toda dedicacdo nesse trabalho sempre com muita boa vontade e
inteligéncia.

A todas os colegas do Laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia
Farmacéutica, em especial aos amigos, Tais de Cassia, Bruna Furquim, Suzana
Gongcalves, Aline Martins, Fernanda Borges, Leonardo Di Filippo, Jonatas Lobato,
Victor Hugo e Bruno Fonseca, que participaram dessa jornada comigo. So6 tenho de
agradecer pelas risadas, pela paciéncia, pelas palavras de conforto e principalmente pela

aprendizagem compartilhada.



Ao Prof. Dr. Marco Vinicius Chaud, Prof. Dr. Marcos Luciano Bruschi e a
Profa.Dra. Carla Raquel Fontana Mendonga, pelo auxilio no exame geral de
qualificacdo, contribuindo para o aperfeicoamento do trabalho.

A gentil Profa. Dra. Maria Palmira Daflon Gremido, por toda sabedoria
compartilhada e apoio durantes esses anos.

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (PADC-FCF-
UNESP) e a todos os seus funcionarios pela atencéo e cuidado.

A Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr-UNESP) em especial as
professoras Fernanda Brighenti e Alessandra Rastelli e aos alunos Analu Barros, Jodo
Besegato e Priscila Borges por todas as contribuicdes e parcerias.

Ao Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara, pela realizacdo das
analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG).

Ao Programa de Pds-Graduacédo em Biociéncia e Biotecnologia Aplicadas a
Farméacia e a todos os professores do programa.

A Secdo Técnica de Pdés-Graduacdo que sempre foram muito atenciosas e
prestativas, em especial Claudia Molina, Aniele Vilella e Denise Hatanaka.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
— Cddigo de Financiamento 001

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP),

processo n° 2018/23096-7 pelo apoio financeiro na forma de Bolsa de Mestrado.



RESUMO

A cavidade oral é colonizada por véarias espécies de microrganismos, dentre eles
Streptococcus mutans e Candida albicans sdo os mais predominantes e podem ser
encontrados organizados na forma de biofilme, podendo causar céries e candidiase bucal. O
tratamento convencional para remocgdo desses biofilmes orais consiste na sua remocao
mecanica associada a administracdo sistémica de antimicrobianos, que causa varios efeitos
colaterais ao paciente, além de ser potencial causador de resisténcia microbiana. Diante desse
contexto, terapias alternativas tém sido desenvolvidas para o tratamento de doengas na
cavidade oral, dentre elas a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aTFD), que é realizada
com a utilizacdo de um fotossensibilizador, como a curcumina (CUR). No entanto, a CUR
apresenta a limitacdo de ser um composto de baixa solubilidade aquosa e que sofre
degradacdo quando exposto a luz, temperatura e condi¢fes alcalina. Uma estratégia para
suprir essas limitacbes é sua incorporacdo em nanoparticulas poliméricas (NPs), que
oferecem importantes beneficios, como melhoria da solubilidade e protecdo contra a
degradacdo. A incorporacdo de NPs_CUR em filmes de alginato de sodio (FA) contribui para
adesdo do sistema na cavidade oral, otimizando a aplicacdo da aTFD e a agao antimicrobiana.
O presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo do potencial de FA contendo CUR
encapsulada em NPs de quitosana (QTS) e alginato de sddio (ALG) associados a aTFD para
0 tratamento de biofilmes orais. As NPs foram obtidas pelo método de complexacao
polieletrolitica através da concentracdo de 0,3 mg/mL de QTS e 0,5 mg/mL de ALG com
proporcdes (m/m) de 0,05:1 até 1:1 e foram caracterizadas empregando analise de diametro
hidrodindmico médio (DHM), indice de polidispersdo (IPD), potencial zeta (PZ),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), eficiéncia de encapsulacdo (EE) e anélise
térmica. Os FAs foram obtidos pelo método de evaporacdo do solvente utilizando 2% de
ALG e 10% de glicerina e foram caracterizados por ensaios de absorcdo de liquidos,
determinacédo da espessura, permeabilidade ao vapor de agua (PVA), propriedades mecéanicas
e mucoadesdo. Realizou-se ensaio de liberacdo in vitro do sistema final FA/NPs_CUR,
CUR livre e NPs_CUR. Foram ainda determinadas a concentracdo inibitdria minima
(CIM) e bactericida (CBM) frente ao S. mutans, avaliou-se o efeito fotodindmico sobre os
biofilmes de S. mutans e C. albicans e a contagem de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC/mL). As NPs foram obtidas com sucesso obtendo-se resultados adequados para todas as
proporcdes testadas, principalmente paraamostra0,30:1com DHM del81,6 nm, IPD de 0,23 e
PZ de-30,6 mV. As fotomicrografias obtidas por MEV evidenciaram morfologia esférica das
NPs. A incorporacdo da CUR manteve a NP esférica e com tamanho entre 200 e 300 nm,
indicando que houve incorporacéo e isso pode ser afirmado pela EE, a qual obteve o valor de
32,91 a 80,23%. OsFA foram obtidos com sucesso e mostraram-se homogéneos, sem fissuras
ou bolhas e com adequadas propriedades mecanicas e de espessura, além de apresentarem
PVA e absorcao de liquidos consideravel e excelentes propriedades mucoadesivas. O ensaio de
liberacdo in vitro indicou que a liberacdo foi controlada por difusdo e intumescimento, com
92,31% de CUR liberada apo6s 24 h a partir das FA/NPs_CUR, 47,77% para CUR livre e
50,79% para NP_CUR. No ensaio microbiologico de CIM e CBM obteve-se para CUR livre
um valor de 2,175 pug/mL e para NPs-CUR de 8,7 pug/mL. Os resultados de UFC/mL nos
ensaios de biofilme de C. albicans ndo demostraram reducao significativas de log entre os
grupos testados com os tratamentos com luz e sem luz. Por outro lado, os ensaios de UFC/mL
para o biofilme de S. mutans demostraram reducdo de 3 logio para o grupo das NPs testadas
quando comparadas com os tratamentos sem luz. Portanto, os resultados sdo promissores e
sugerem que o sistema desenvolvido apresenta potencial para o tratamento de biofilme de
S.mutans.

Palavras-chaves: Nanotecnologia Farmacéutica; Nanoparticulas Poliméricas; Filmes bucais;
Curcumina; Quitosana; Alginato de sodio; Biofilmes orais; Terapia fotodinamica.



ABSTRACT

The oral cavity is colonized by several species of microorganisms, among them,
Streptococcus mutans and Candida albicans are the most prevalent and can be found
organized in the form of biofilm, which can cause cavities and oral candidiasis. The
conventional treatment for the removal of these oral biofilms consists of their mechanical
removal associated with the systemic administration of antimicrobials, which causes several
side effects to the patient, in addition to being a potential cause of microbial resistance. In
this context, alternative therapies have been developed to treat diseases in the oral cavity,
including Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT), which is performed using a
photosensitizer, such as curcumin (CUR). However, CUR has the limitation of being a
hydrophobic compound and that suffers degradation in light, temperature, and alkaline
conditions. One strategy to overcome these limitations is their incorporation into polymeric
nanoparticles (NPs), which offer important benefits, such as improved solubility and
protection against degradation. The incorporation of NPs_CUR in sodium alginate films
(FA) contributes to system adhesion in the oral cavity, optimizing the application of aPDT
and the antimicrobial action. This work aims to evaluate the potential of FA containing CUR
encapsulated in NPs of chitosan (CS) and sodium alginate (SA) associated with aPDT for
the treatment of oral biofilms. The NPs were obtained by the polyelectrolytic complexation
method through the concentration of 0.3 mg / mL of QTS and 0.5 mg / mL of ALG with
proportions (w/w) of 0.05:1 to 1:1 and were characterized employing the analysis of average
hydrodynamic diameter (DHM), polydispersion index (PDI), zeta potential (ZP), scanning
electron microscopy (SEM), encapsulation efficiency (EE) and thermal analysis. The FAs
were obtained by the solvent casting method using 2% SA and 10% glycerin and were
characterized by liquid absorption tests, thickness determination, water vapor permeability
(PVA), mechanical properties, and mucoadhesion. An in vitro release test of the final system
FA/NPs_CUR, free CUR, and NPs_CUR was performed. The minimum inhibitory (MIC)
and bactericidal (CBM) concentrations against S. mutans were also determined and the
photodynamic effect on the biofilms of S. mutans and C. albicans and the count of Colony
Forming Units (CFU/mL) were evaluated. The NPs were successfully obtained, obtaining
adequate results for all the proportions tested, mainly for 0.30: 1 sample with DHM of 181.6
nm, PDI of 0.23, and ZP of - 30.6 mV. The photomicrographs obtained by SEM showed the
spherical morphology of the NPs. The incorporation of CUR kept the spherical NP with a
size between 200 and 300 nm indicating that there was incorporation, and this can be
affirmed by EE where it obtained the value of 32.91 to 80.23%. The FA were successfully
obtained and proved to be homogeneous without fissures or bubbles and adequate
mechanical and thickness properties, in addition to having PVA and considerable liquid
absorption and excellent mucoadhesive properties. The in vitro release test indicates that the
release is controlled by diffusion and swelling using the Korsmeyer Peppas model, with a
24-hour release profile of 92.31% for FA/NPs_CUR, 47.77% for free CUR, and 50.79 % for
NP_CUR. In the MIC and CBM microbiological assay, a value of 2,175 pug / mL was
obtained for free CUR and 8,7 ug / mL for NPs-CUR. The results of CFU / mL in the
biofilm assays of C. albicans did not show significant log reduction between the groups
tested with treatments with and without light. On the other hand, the UFC / mL assays for
the S. mutans biofilm showed a reduction of 3 log10 for the group of tested NPs when
compared to treatments without light. Therefore, the results are promising and suggest that
the developed system has the potential for the treatment of S. mutans biofilms.

Keywords: Pharmaceutical nanotechnology; Polymeric Nanoparticles; Oral films;
Curcumin; Chitosan; Sodium alginate; Oral biofilms; Photodynamic therapy.
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1. INTRODUCAO

A cavidade oral abriga um sistema ecologico complexo constituido por mais de 700
espécies de microrganismos. E bem conhecido que muitas dessas espécies encontram-se
organizadas na forma de biofilmes (KARYGIANNI et al.,, 2016; MARSH; HEAD;
DEVINE, 2015). Os biofilmes podem ser classificados como uma comunidade de
microrganismos que se fixam em superficies biéticas ou abidticas, recobertos por uma
matriz extracelular polimérica composta principalmente por polissacarideos, proteinas, DNA
extracelular e lipideos. A matriz do biofilme garante uma série de vantagens para a col6nia,
como protecdo celular, sobrevivéncia em ambientes desfavoraveis, maior adesdo em
ambientes ndo estaveis, melhor comunicacdo entre as células, o que facilita atividades
bioquimicas e melhor proliferacdo, além de dificultar o acesso, que protege o0s
microrganismos contra a acdo de antibidticos e antifungicos (ALBERS, 2018; BOWEN et
al., 2017; DONLAN; COSTERTON, 2002).

E importante salientar que a pelicula adquirida (proteinas e glicoproteinas salivares e
do fluido gengival na superficie dentaria) é a principal superficie de formacdo do biofilme
oral. Porém, pode se aderir também em estruturas bucais sélidas, tais como proteses,
aparelhos ortodonticos, restauracdes e superficie de implantes (HUANG; LI; GREGORY,
2011).

Dessa forma, a formacdo do biofilme compreende cinco estagios e inicia-se com a
aderéncia as células planctdnicas de microrganismos por meio de forcas de Van der Waals,
forcas elétricas de dupla camada, interagdes moleculares e celulares, resultando em um
estagio reversivel. Na segunda etapa ocorre uma adesdo mais forte e a agregacdo e
coagregacdo de outros microrganismos e a producao da matriz extracelular polimérica. Esta
fase é considerada irreversivel e ocorre por meio de ligacdes covalentes e interacbes dipolo-

dipolo. Durante a fase de maturacdo (terceiro estagio), os microrganismos liberam
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sinaisauto-indutores para a comunicacdo entre eles, o que facilita a expressdo dos genes
formadores de biofilme. A fase final é a fase de dispersdo (quarto estagio) que gera o
desprendimento dos microrganismos do biofilme por meio de estresse mecanico e enzimas
especificas capazes de quebrar os polissacarideos da matriz (estrutura fundamental do
biofilme). Com isso, os microrganismos retornam & fase plancténica, podendo iniciar a
formacdo de um novo biofilme em outras superficies (quinto estagio). A Figura 1 ilustra esse
processo, as células destacadas, embora na forma planctdnica, geralmente retém algumas das
propriedades da populacdo do biofilme, principalmente a suscetibilidade reduzida a
antimicrobianos (DONLAN; COSTERTON, 2002; FULAZ et al., 2019; JAMAL et al.,

2017).

Figura 1. Formacédo de biofilme na cavidade oral

FORMACAO DE BIOFILME ORAL

: 1 3 ! 4
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@ &
Q o < [

Fonte: prépria autora.

Este sistema se mantém em equilibrio quando presente em um ambiente bucal sadio,
no qual os habitos de higiene sdo praticados regularmente e com eficiéncia (AL-
SHAMMERY et al., 2019); contudo, alteracdes na microbiota hospedeira (por exemplo,
devido a utilizacdo de antimicrobianos), alteragdes na resposta imune do hospedeiro

(causados por estresse, infecdo por outro microrganismo ou terapia imunossupressora) ou
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variages no ambiente local (como mudangas no pH ou conteudo nutricional) causam um
desequilibrio, resultando em céries, doencas periodontais, candidiase, infe¢cfes endoddnticas
e ortodonticas (ALLAKER, 2010; LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018).

As bactérias predominantes nos biofilmes dentarios sdo os Estreptococos, sendo
Streptococcus mutans considerado o principal agente etiolégico no desenvolvimento da
carie. As células de S. mutans sdo Gram positivas, tém morfologia ovalada, medem cerca de
0,5 a 0,75 pm de didmetro, agrupam-se aos pares ou em cadeias, requerem meios
nutricionalmente ricos para seu crescimento, sdo anaerobios facultativos e sua temperatura
6tima de crescimento é de 37 °C (HOBDELL; CHHER, 2012; LEMOS et al., 2019).

Em razdo disso, S. mutans é capaz de produzir enzimas denominadas
glicosiltransferases, que hidrolisam o aglUcar da dieta em glicose e frutose, e formam
glicanos insoluveis. Esses glicanos conferem aos microrganismos a capacidade de aderir as
superficies lisas dos dentes e formar a matriz do biofilme dental. A aderéncia especifica de
S. mutans aos glicanos aderentes e a formacéo de acidos promovem a desmineralizacdo do
esmalte dentario e o inicio das lesdes de carie (FORSSTEN; BJORKLUND; OUWEHAND,
2010; KLEIN etal., 2015).

A cérie € uma microcavidade que pode acometer o esmalte, dentina ou polpa do
dente. Existem varios tipos de caries que podem apresentar desde manchas brancas ou
escuras até a formacdo microcavidades. Quando a cérie atinge a polpa do dente pode levar
ao tratamento do canal, e quando ndo tratada pode ocorrer perca do dente. Apesar de todas
as medidas de higiene conferir uma diminuicdo na incidéncia de céarie, ainda ndo
conseguimos erradica-las (LIMA, 2007).

As leveduras mais comuns na cavidade bucal sdo as do género Candida ssp da
espécie Candida albicans. A levedura C. albicans por sua vez, possui morfologia
extremamente versatil, podendo estar presente no meio bucal sem causar qualquer dano,

porém quando em associagdo a fatores predisponentes é capaz de invadir tecidos causando
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candidiase, que € uma infecdo oportunista (KOO; ANDES; ID, 2018).

A candidiase bucal mais predominante é a pseudomembranosa também conhecida
popularmente como “sapinho”. E a forma mais comum e se manifesta por placas ou nédulos
branco-amarelados na mucosa, na lingua ou qualquer parte do trato gastrointestinal superior.

Durante a maturacdo do biofilme, as leveduras desenvolvem novas propriedades
fisiologicas e estruturais diferentes, como a transicdo de levedura para o morfotipo hifas, o
que representa um passo crucial para a patogénese. As hifas fornecem integridade estrutural
aos biofilmes, sendo assim um fator de viruléncia, além do biofilme trazer resisténcia a
varios componentes antifungicos que sdo rotineiramente utilizados no ambiente clinico (AL-
FATTANI; DOUGLAS; DOUGLAS, 2006; MAYER et al., 2013).

Estudos demonstram que esses microrganismos podem desenvolver biofilmes
dentarios em associacdo. A interacdo entre S. mutans e C. albicans acontece quando S.
mutans produz proteinas ancoradas na parede celular, facilitando a ligacdo a C. albicans,
promovendo maior viruléncia e estabelecendo uma interacdo benéfica para ambos os
microrganismos (KOO; BOWEN, 2014).

Ambas as doencas podem causar dor, desconforto para mastigar, sensibilidade e
quando ndo tratadas podem levar infecGes mais graves e cronicas. O tratamento
convencional para remocédo dos biofilmes orais consiste na sua remoc¢ao mecanica (processo
fisico), associado a administracdo sistémica de antimicrobianos, o que frequentemente pode
resultar na selecdo de espécies resistentes e efeitos colaterais (BAPAT et al., 2019).

Outro dado relevante é que a resisténcia aos antimicrobianos é um problema
gravissimo de saude publica ao nivel mundial. O relatério da Organizacdo Mundial da Saude
(2019) afirma que a resisténcia microbiana mata cerca de 700.000 pessoas de todas as idades
anualmente no mundo. O cenario com o qual os especialistas trabalham € que esse nimero
chegue a 10 milhdes em 2050 (OMS, 2020).

Nesse contexto, pesquisas inovadoras estdo surgindo para criar alternativas de
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terapias menos invasivas para o tratamento de doencas bucais, com baixos efeitos colaterais
e improvéavel resisténcia microbiana, como é o caso da (TFD) ou também conhecida como
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aTFD) (DINIZ et al., 2015; KIKUCHI et al., 2015;
ONISZCZUK et al., 2016; SANTIN et al., 2014).

A aTFD é baseada em um fotossensibilizador (FS) ativado por uma fonte de luz sob
um comprimento de onda especifico que atua em uma célula-alvo. Durante a reacdo
fotodindmica, podem ser produzidas espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo
extremamente toxicas para 0s microrganismos e podem induzir a morte celular sem causar
danos ao corpo humano (CARRERA et al., 2016; TAVARES et al., 2010). Além disso,
aTFD tem atividade contra bactérias, fungos, virus e protozoarios (COSTA et al., 2011,
OZTURK et al., 2020; SANTOS et al., 2019; SEPULVEDA et al., 2020).

Outro ponto a evidenciar é o improvavel desenvolvimento de resisténcia microbiana.
Isso acontece, pois, a aTFD € mediada pela liberacdo de oxigénio singleto e EROs, 0s quais
interagem rapidamente com uma diversidade de substratos e estruturas celulares, sem uma
acao especifica (LIU et al., 2015a). Também, a rapida aplicacdo ndo desencadeia efeitos
colaterais e a cavidade oral torna-se um local de facil aplicagdo da aTFD, ja que é acessivel
para iluminacdo (BENOV, 2015).

O mecanismo quimico da aTFD baseia-se no diagrama de Jablonski em que o FS no
estado fundamental € irradiado por luz (sob o comprimento de onda adequado do FS),
absorve um féton (luz) gerando o FS no estado singleto excitado (breve vida util que pode
retornar ao estado fundamental por emissdo de fluorescéncia) ou pode passar por um
processo denominado cruzamento intersistema e gerar 0 FS no estado tripleto excitado (vida
atil mais longa e pode retornar ao estado fundamental por fosforescéncia) que produz dois
tipos de reacdes (TEDESCO; PRIMO; JESUS, 2017). Este mecanismo pode ser observado

na Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de acdo da aTFD baseado no Diagrama de Jablonski, onde (1) corresponde ao
fotossensibilizador (FS) no estado fundamental, (2) absorcao de luz, (3) FS excitado em um estado singleto, ou
(4) processo de cruzamento intersistema resultando em um estado excitado tripleto (5), gerando dois tipos de

reacdes.

3
ESTADO SINGLETO EXCITADO

S1

MICRORGANISMO

So  1ESTADO FUNDAMENTAL

Fonte: prépria autora.

Neste processo, 0 FS (no estado tripleto excitado) é passivel de reagir com moléculas
bioldgicas por dois principais mecanismos que sdo dependentes de oxigénio (consideradas
indiretas), denominados de reacéo tipo | e reacdo tipo Il. A reacdo de tipo | envolve reacoes
de transferéncia de elétron entre o estado excitado do FS e o oxigénio molecular, produzindo
espécies radicais como OH ¢, O2 « -, H202 e causando estresse oxidativo e morte celular. Na
reacdo do tipo Il, o FS transfere energia diretamente ao oxigénio em seu estado tripleto
fundamental. Ha a formacdo de oxigénio singleto (102), que é altamente reativo e citotoxico,
e gue pode reagir com um grande numero de substratos biolégicos e induzir dano oxidativo
na membrana celular e na parede celular (KWIATKOWSKI et al., 2018).

Acredita-se que ambas as reacdes (tipo | e Il) possam ocorrer concomitantemente
durante aTFD com proporc¢es diferentes dependendo do tipo de FS, mas o oxigénio singleto

(Tipo 1) € o principal mediador fotodindmico nos sistemas biolégicos (LIU et al., 2015a).
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Além dos mecanismos indiretos (que requerem oxigénio), existem 0s mecanismos
diretos (independentes de oxigénio) de fotossensibilizacdo na aTFD. Esses mecanismos vém
sendo discutidos na literatura cientifica e trata-se das reagdes de tipo 111 e reacGes de tipo 1V,
baseadas na ativacdo de FSs para induzir a morte celular sem a dependéncia do oxigénio
para transferéncia de energia ou carga. A reacao do tipo Ill envolve o estado de tripleto do
FS e os radicais livres nativos do microrganismo que causam citotoxicidade. E, finalmente,
ha também a reacgdo do tipo IV que, em suma, envolve uma mudanca estrutural no estado
singleto do FS quando irradiado, permitindo que ele se ligue ao alvo celular por
fotoisomerizacdo (SCHERER et al., 2017).

A irradiacdo durante a aTFD pode ser feita por diferentes fontes de luz, como
lampadas de amplo espectro, lampadas de diodo (LEDs), lasers e também por
quimioluminescéncia. A acéo desses dispositivos depende do comprimento de onda, da dose
de radiacdo (J cm), da densidade de poténcia (W cm), e também do tempo de incubagio
do FS (tempo de pré-irradiacdo) (DIAS et al.,, 2016; ETCHEVERRY; PASQUALE;
GARAVAGLIA, 2016; FERRAZ et al., 2011).

Geralmente, os FS podem ter uma formula estrutural aromatica ou linear e podem ser
usados topicamente ou sistemicamente. Varios tipos de corantes e FS podem ser usados para
aTFD. A curcumina (CUR), cuja estrutura quimica é demonstrada na Figura 3, € um corante
amarelo-alaranjado, extraido do rizoma da planta Curcuma longa, comumente usada como
tempero na tradicional culinéria asiatica e na medicina chinesa. A CUR possui diversas
propriedades farmacoldgicas, como anti-inflamatdrias, antitumorais e antimicrobianas
(ALVES et al., 2018). Algumas dessas propriedades sdo melhoradas com associacdo de
ativacdo pela luz (AURELIO et al., 2013; AZIZI et al., 2019; MA et al., 2019; SANTEZI,
REINA; DOVIGO, 2018)

No caso da CUR, a luz azul é uma opcéo interessante para sua fotoativacdo. A faixa

azul do espectro de luz (450- 492nm) é capaz de promover efetiva ativacdo da CUR, além de
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ser mais segura e estar numa faixa do espectro comumente utilizada nos consultérios
odontolégicos, por meio do uso de aparelhos do tipo LED ou de luz hal6gena (PAOLILLO
et al., 2014; SERIES, 2018). Por outro lado, a CUR é um composto considerado hidrofdbico,
insolivel em &gua e que pode sofrer rapida degradacdo em varias condicbes (luz,
temperatura, oxigénio, condicbes alcalinas). Apesar de solivel em etanol e DMSO
(dimetilsulféxido), esses solventes organicos apresentam efeitos toxicos dependendo da
concentracdo utilizada, sendo necessario o desenvolvimento de novas estratégias para

melhoria da solubilidade e estabilidade desta molécula (CODEVILLA et al., 2015).

Figura 3. Estrutura quimica da curcumina.

/" 4 CURCUMINA

Fonte: ALVES etal., 2018

Nanossistemas (NS) associados a aTFD para infecbes orais possuem potencial
promissor para combater as limitagcdes mencionadas acima e também tem o potencial de
entregar FS no biofilme oral (FEKRAZAD; NEJAT; KALHORI, 2017; HU et al., 2018;
LBOUTOUNNE, 2017). Além disso, biofilmes sdo estruturas complexas e 0s
antimicrobianos convencionais tém demonstrado dificuldade em atuar sobre eles. O
desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos € um processo demorado, portanto, 0
desenvolvimento de abordagens alternativas é fundamental (QAYYUM; KHAN, 2016). Nos
altimos anos, tem havido um aumento significativo de estudos no campo da nanotecnologia
farmacéutica para explorar NS para o tratamento de biofilmes (DE MELO et al., 2013;

ELIZABETH; NESTOR; DAVID, 2019).
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NS sdo estruturas nanométricas que podem ser divididas em nanoparticulas organicas
e inorganicas (KHALID et al., 2020). Atraves da composi¢do quimica tamanho de particula,
carga superficial e outras propriedades, os NS acabam direcionando a liberacdo, sendo que a
interacdo do sistema com a matriz do biofilme promove aumento significativona eficécia
antimicrobiana (FULAZ et al., 2019; NAFEE, 2015).

Neste contexto, varios NS tém sido desenvolvidos para melhorar a
biodisponibilidade, solubilidade e eficicia terapéutica da CUR e a liberacdo de farmaco,
incluindo lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas soélidas,
ciclodextrinas, nanoemulsdes, entre outros (CHOPRA et al., 2016; LIU et al., 2015b;
MANGOLIM et al., 2014; SARI et al., 2015; WANG et al., 2017).

Dentre os NS, € crescente o interesse no estudo e desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas (NP) devido as vantagens de melhorar a biodisponibilidade, solubilidade,
permeabilidade e seletividade dos farmacos (evitando a distribuicdo para outros tecidos que
ndo o alvo e minimizando os efeitos colaterais). Além disso, oferecem protecdo contra
fatores externos (luz, umidade, oxigénio, temperatura) e internos (pH e degradagédo
enzimatica), permitem a incorporacdo de FSs hidrofilicos e hidrofobicos, podem modificar
0 padréo de interacdo bioldgica do FS na biointerface, além da possibilidade de aumentar o
tempo de residéncia no sitio alvo através da mucoadesao, atributo que pode contribuir para
melhorar a interacdo bioldgica no sitio de acao/liberacdo (PEER et al., 2007). Além disso,
podem ser funcionalizados por meio de preenchimentos, ligantes, enzimas, anticorpos e
outros na superficie da estrutura (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SUN et
al., 2019; TAN; CHOONG; DASS, 2010).

Nanoparticulas poliméricas (NPs) sdo sistemas coloidais com tamanho nanométrico
que pode variar de 5 nm a 1000 nm, embora geralmente sejam obtidos tamanhos entre 100 e
500 nm no campo farmacéutico e commorfologia esférica. PNs sdo constituidas por

polimeros que podem ser sintéticos ou naturais e sdo classificadas em nanocapsulas
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(sistemas reservatdrios, constituidos de um ou mais nucleos internos, revestidos por uma
membrana polimérica) e nanoesferas (sistemas matriciais, constituidas por uma matriz
polimérica, na qual o f&rmaco encontra-se disperso ou dissolvido no seu interior) (JARAI et
al., 2020; LU et al., 2011).

As NPs podem ser obtidas através de diferentes metodologias, dentre elas por
complexacdo polieletrolitica, a qual destaca-se pela simplicidade da técnica e baixa energia,
sem envolver o uso de solventes organicos, com relativo baixo custo, além da utilizacdo de
biopolimeros. A técnica de complexacdo polieletrolitica tem por base a interacdo entre
polimeros com cargas opostas, a qual pode acontecer através de interacGes eletrostaticas,
dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas. Usualmente a técnica se da
pelo gotejamento da solucéo de um polication, sobre a solugdo de um polianion sob agitacéo
(KIZILAY; KAYITMAZER; DUBIN, 2011; LUO; WANG, 2014)

A quitosana (QTS), cuja estrutura quimica é apresentada na Figura 4 (A), € um dos
polissacarideos que vem sendo mais explorado no desenvolvimento de NP,
principalmentedevido as suas propriedades favoraveis, como ser de origem natural, atoxico,
biocompativel, biodegradavel, seguro e de baixo custo. A QTS possui grupos amino e
hidroxilas em sua estrutura, possui pKa~6,5, é solivel em meios aquosos &cidos e possui alta
carga positiva sobre os grupos -NH3* (KUMAR et al., 2004; LARANJEIRA; DE FAVERE,
2009). Alem disso, a QTS possui outra importante propriedade que € a mucoadesao, que
acontece principalmente, mas ndo somente atraves da interacdo eletrostatica com o acido
sialico da mucina e com isso, tem sido amplamente relatada para o uso na mucosa (LA
LEUR; ROTTGES, 2019; MUMUNI et al, 2019; SENEL, 2010; SIMONOSKA
CRCAREVSKA; GLAVAS DODOV; GORACINOVA, 2008)

Outra propriedade importante apresentada pela QTS é a atividade antimicrobiana,
que ocorre através de varios mecanismos de interacdo sendo 0s componentes celulares

externos e a membrana citoplasmética, ndo de forma exclusiva, uma vez que a inibicdo
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microbiana pela quitosana € considerada o resultado de uma sequéncia de processos
moleculares que causamuma mudancga na permeabilidade e nos componentes intercelulares,
levando a morte celular (RAAFAT et al., 2009). A QTS possui um espectro de a¢ao contra
fungos e bactérias, principalmente bactérias Gram-positivas, como no caso S. mutans. Sendo
assim, pode aumentar o efeito antimicrobiano do sistema e agir de forma sinérgica com a
TFD e farmaco, de forma a obter melhores resultados para o tratamento dos biofilmes orais
(FRADE et al., 2018).

A natureza cationica da QTS tem sido convenientemente explorada para elaboragéo
de sistemas nanoparticulados de liberacdo controlada, entre outros fatores, devido a sua
capacidade de complexacgdo eletrostatica com polimeros anidnicos, como por exemplo, 0
polimero alginato de sodio (ALG) (EL MAGHRABY; ARAFA, 2019).

O ALG (Figura 4-B) é um polimero natural obtido de algas marrons, anionico e
soluvel em agua, formado por acidos carboxilicos compostos de subunidades de B-D-
acido manurénico (M) e a-L acido gulurénico (G) interligados por ligacdes 1,4-glicosidicas.
Pode estar associado a sais como sodio, calcio ou potassio (LEE; MOONEY, 2012).

Entre as propriedades mais relevantes do ALG evidenciam-se a biocompatibilidade,
biodegradabilidade e atoxicidade. Além disso, 0 ALG tem a capacidade de criar ligacGes de
hidrogénio com glicoproteinas do tipo mucina, promovendo o estabelecimento de
importantes interacbes mucoadesivas, razdo pela qual também tem sido usado na area
farmacéutica para adesdo na mucosa bucal (GONCALVES et al., 2016; KILICARSLAN et

al., 2018; MARTIN et al., 2015; ZHOU et al., 2018).
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Figura 4. Estrutura quimica da quitosana (A) e do alginato de sédio (B)

respectivamente.
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Fonte: SILVA et al.2006 e SOUSA et al. 2008

Os filmes bucais sdo modernas formas farmacéuticas solidas representadas por
peliculas finas flexiveis, de tamanho pequeno, que apresentam propriedades mucoadesivas,
sabor e textura agradaveis, facil transporte e manuseio. Além disso, ndo séo invasivos e sao
facilmente dissolvidos favorecendo a absorcéo direta pela mucosa oral, sendo excelentes
sistemas de liberacdo de farmacos, os quais inclusive podem melhorar a adesdo do paciente
ao tratamento (NAGARAJU et al., 2013; SILVA et al., 2015).

Os filmes poliméricos podem ser associados com sucesso a TFD. Ferreira et al.
(2016) descreveram o desenvolvimento de filmes de QTS e polietilenoglicol contendo
porfirina como FS, associados a TFD para o tratamento de cancer, obtendo resultados
promissores, com alto rendimento de oxigénio singleto, forte ativacdo na luz e destruicéo
das células cancerigenas ap0s irradiacdo, além de baixa toxicidade no escuro (FERREIRA et
al., 2016). Alvarez et al. (2012) descreveram a elaboracdo de filmes a base de
polissilsesquioxanos incorporados com porforina como FS, associados a TFD para a
inativacdo de C. albicans, os quais levaram a uma diminui¢do de 2,5 log (99,7%) da
sobrevivéncia celular da levedura supracitada (ALVAREZ et al., 2012). McCarron et al.
(2005) desenvolveram filmes a base de metil éter vinilico e anidrido maleico, utilizando o
acido aminolevulinico como FS para o tratamento de lesdes intra-epiteliais vulvares,

registrando absor¢do cutdnea com a ativacdo da luz, o que é um requisito para o sucesso da
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TFD de lesdes de natureza intra-epitelial (MCCARRON et al., 2005).

A produgdo dos filmes poliméricos € um meétodo simples e répido. Eles sdo
constituidos de polimero, plastificante e o composto ativo de interesse, podendo ser
incorporados outros componentes, como aromatizantes, corantes, entre outros, a fim de se
obter filmes homogéneos, integros e com flexibilidade. Os filmes de ALG (FA) sao finos,
transparentes, uniformes e apresentam estabilidade a temperatura ambiente, flexibilidade e
bioadesdo. Com isso, tornam-se adequados para uso na cavidade oral (TURBIANI;
KIECKBUSCH; GIMENES, 2011; SALAS-VALERO; KIECKBUSCH,2008; SANTANA,
2010).

Em face ao exposto, € do nosso entendimento que o desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas incorporadas com curcumina dispersas em filmes de alginato de
sodio associados a TFD, deve representar uma promissora ferramenta nanobiotecnologica

visando o tratamento de biofilmes de S. mutans e C. albicans.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Objetivo principal do trabalho foi desenvolver e caracterizar dois sistemas para
incorporagdo de curcumina como potencial tratamento de cérie e candidiase oral associado
a aTFD, que seja mais eficiente, menos invasivo e que promova maior aderéncia do

paciente ao tratamento.

2.2 Objetivos Especificos

= Desenvolver e caracterizar as PNs de QTS e ALG;

= Desenvolver e caracterizar os FA;

= Validar a metodologia analitica para quantificacdo de CUR;

= Auvaliar a liberacdo in vitro do sistema final (FA/NP_CUR), CUR livre e NP_CUR;

= Determinar a (CIM) e (CBM) frente ao Streptococcus mutans;

= Auvaliar o efeito fotodindAmico antimicrobiano da CUR livre e incorporada no
sistema sobre os biofilmes de S. mutans e C. albicans por meio de unidades

formadoras de col6nias — UFC/mL.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Equipamentos e materiais

- Balanga analitica (Shimadzu, modelo AW220);

- Medidas volumétricas foram feitas usando vidrarias volumétricas de classe A e
micropipetas Eppendorf® de 500 a 5000 pL.

- Filtros Amicon (100 kDa) (Milipore);

- Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments);

- Agitador magnético (Quimis);

- Peagbmetro (Micronal);

- Chapa de aquecimento com agitacdo magnética (Quimis);

- Banho ultrassonico — Ultrassonic Cleaner (Unique);

- HPLC AGILENT modelo 1220 Infinity LC (Agilent Technologies);

- Bomba Peristaltica Pump-P1(GE Healthcare);

- Agitador mecanico (IKA® Eurostar 20 digital);

- Centrifuga (Sorvall TC);

- Analisador térmico do tipo DSC (diferential scanning calorimetry) (TA Instruments);

- Microscopio Eletronico de Varredura de emissdo por campo (MEV-FEG), instalado

no Laboratdrio de Microscopia Avancada (LMA) do Instituto de Quimica da UNESP

(microscopio Jeol modelo JSM e série 7500F);

- Estufas de circulagdo forgada de ar e Estufas de controle de COa:.

- Fluxo laminar ;

- Alcas de inoculacdo microbioldgicas (Kasvi);

- Microplacas de 96 pocos ;
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3.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram:

- Curcumina (Inlab);

Quitosana de baixo peso molecular, grau de desacetilacdo de 90%. (Sigma Aldrich);
- Alginato de sodio (Sigma Aldrich);

- Metanol (J. T. Baker);

- Acetonitrila (J. T. Baker);

- Acido acético glacial (Sigma Aldrich);

- Agua purificada — Millipor , pm — 8, MQ. m — 25°C;
- Glicerina (Synth);

- Tween 80® (Synth);

- Etanol Absoluto (Merck).

- Agar Sabouraud (Kasvi)

- Agar BHI (Kasvi)

- Caldo BHI (Kasvi)

- Caldo YNB (Difico)

3.2 METODO

3.2.1 Preparacéo de solucdes e dispersoes.

. Solucdo de Acido Acético

A solugéo de acido acético 0,1 M foi preparada na capela transferindo-se 7 uL de
acido acético para um baldo volumétrico de 250 mL e completado com agua purificada até o

menisco.
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° Dispersdo de ALG

A dispersdo de ALG na concentragio de 1 mg mL™ foi preparada pesando-se 0,250 g
do polimero, o qual foi disperso em 250 mL de agua purificada, seguido de agitacdo

magnética por aproximadamente 24 horas.

. Dispersdo de QTS

A dispersdo de QTS na concentragdo 1 mg mL™ foi preparada pesando-se 0,250 g de
polimero, o qual foi disperso em 250 mL da solucdo de &cido acético 0,1 M seguido por

agitacdo magnética por aproximadamente 24 horas.

° Solucdo de CUR

A solucdo de CUR a 1 mg mL* foi preparada pesando-se aproximadamente 0,025 g
do ativo, o qual foidissolvido em etanol absoluto. Em seguida, a solugéo foi transferida para

um baldo volumétrico de 25 mL e o volume completado com etanol até o menisco.

. Solucdes para método cromatografico

Para quantificacdo da CUR pelo método cromatografico proposto por FONSECA-
SANTOS et al (2016) foi preparada uma solugdo estoque de 1000 pg mL™* de CUR em um
baldo de 25 mL, pesando-se 0,025 g de CUR seguida pela sua dissolu¢cdo em metanol. Em
seguida, a solucdo foi colocada no ultrassom por 5 min e, apds isso, 0 menisco aferido.
Posteriormente, foram acrescentadas aliquotas da concentracdo estoque em bal6es de 10 mL
para obtencdo da curva analitica, adquirindo uma faixa de trabalho entre 0,5 ug mL™* a 75 pg

mL? (FONSECA-SANTOS; GREMIAO; CHORILLI, 2016).
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3.2.2 Anélise do potencial zeta dos polimeros em funcéo do pH

Realizou-se a titulacdo acido-base dos polimeros empregando equipamento Zetasizer
Nano-ZS®, acoplado ao autotitulador MPT-2 com um angulo de deteccdo de 173° com
intuito de determinar a melhor condicdo de pH para a reacdo de complexagéo
polieletrolitica. O pH foi ajustado automaticamente usando solu¢des de NaOH (0,05 e 0,5
M) e HCI (0,5 M). A temperatura da célula de espalhamento foi fixada em 25°C. Avaliou-se
0 potencial zeta dos polimeros em diferentes valores de pH, a partir de uma curva de
titulacdo com valores de pH de 2,0 a 8,0 (em 0,7 + 0,1 unidades por medida). As curvas

foram avaliadas em triplicata.

3.2.3 Preparacéao das NPs

As NPs foram preparadas pela técnica de complexacdo polieletrolitica, conforme
descrito pela metodologia de Bhunchu et al. (2015) com modificagdes. A QTS foi dispersa
em solucdo de acido acético (0,1 mol L) e o0 ALG em éagua purificada, obtendo-se uma
concentragdo de 0,3 mg mL™* e 0,5 mg mL?, respectivamente. A partir disso, foi ajustado os
valores de pH da dispersdo de QTS e ALG para 4 e 6, respectivamente(BHUNCHU;
ROJSITTHISAK; ROJSITTHISAK, 2015). Para o desenvolvimento das NPs, foram testadas
diferentes proporcbes (m/m) de cada dispersdo (0,05:1 até 1:1). A dispersdo de QTS foi
gotejada na dispersdo de ALG com auxilio de uma bomba peristaltica a uma taxa de fluxo de
20 mL h-1 com agitacdo magnética constante por 30 minutos, como ilustrado na Figura 5.

O desenvolvimento das NPs com o farmaco foi feito nas mesmas condi¢cdes que as
NPs controle, adicionando-se 1 mg mL™* de CUR na dispersdo de ALG contendo 1% do
tensoativo: Tween 80®. Em seguida, foram gotejados volumes diferentes de QTS conforme

as proporcoes citadas sob agitacdo de 30 minutos.

7 Vo TP (e
Thnanda Deticia D elli Hlwestre

29



Figura 5. Representacéo ilustrativa para obtencéo das nanoparticulas poliméricas.

Preparacdo das NPs

30 MIN 24h >
QTS ALG e CUR (1 mg/mL) ZetasizerNano-ZS

Fonte: préprio autora.

4 Caracterizagdo das nanoparticulas

4.1 Analise de diametro hidrodindmico médio e do indice de polidispersado das

nanoparticulas

O diametro hidrodindmico médio (DHM) e o indice de polidispersdo (IPD) das
nanoparticulas foram determinados pela técnica de espalhamento de luz dindmico, no
equipamento Zetasizer Nano-ZS® a 25°C, em um angulo de detecdo de 173°.

O equipamento é capaz de medir coeficiente de difusdo translacional da particula em
movimento browniano (aleatério) convertendo esse resultado no diametro hidrodindmico das
particulas e em distribuicdo de tamanhos, a partir da equacéo de Stokes-Einstein (Equacao

1). Todas as amostras foram realizadas em triplicata (3n).

B = KT
~ 3mD

Equacao 1

em que: Dh= diametro hidrodindmico, K= constante de Boltzman, T= temperatura

absoluta, n= viscosidade do meio de disperséo e D= coeficiente de difus&o.

Lnanda Leticia O ol (Hlwestre

30



4.2 Analise do potencial zeta das particulas

O potencial zeta (PZ) das nanoparticulas foi determinado pela técnica de mobilidade
eletroforética, por meio da equacdo de Smoluchowski (Equacdo 2), em equipamento
Zetasizer Nano-ZS, em um angulo de detecdo de 173° Todas as medidas foram realizadas

em triplicata (3n).
(=— Equacgao 2
em que: (= potencial zeta, p= mobilidade eletroforética, n= viscosidade do

meio de dispersao e &= constante dielétrica.

4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG)

O equipamento utilizado para a obtencdo das imagens foi um microscopio Jeol
modelo JSM e série 7500F, que & um microscopio eletrénico de varredura de emissdo por
campo (MEV-FEG), instalado no Laboratdrio de Microscopia Avancgada (LMA) do Instituto
de Quimica da UNESP.

As amostras obtidas foram diluidas na proporcao 1:30 (v/v) em uma disperséo de
Tween 20® (0,5%), para evitar a aglomeracio das particulas durante o processo de secagem.
A amostra foi colocada sobre suporte metalico (7pL) e acomodada dentro de dessecador sob
vacuo e com agente secante. Apds a secagem, o suporte foi revestido com material condutor
(carbono) e levado ao microscépio. O software Image J foi utilizado para medir o tamanho

das NPs a partir das fotomicrografias.

4.4 Analise térmica do sistema

A técnica de termogravimetria (TG/DTA) foi utilizada para determinar a avaliacao
da estabilidade térmica do material. Os polimeros, FS e NPs acrescidas ou ndo de CUR

foram analisadas no termoanalisador SDT 2960 da TA Instruments. A faixa de
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temperatura estudada foi de 30- 800 °C, razdo de aquecimento de 10 °C min?, em
atmosfera de gas inerte de nitrogénio com vazdo de 50 mL min?. A massa de amostra

utilizada foi da ordem de 7,0 mg em cadinho de a- alumina de 9 pL.

5. Valida¢do da Metodologia Analitica por CLAE

A validacdo foi realizada utilizando um método previamente desenvolvido por
FONSECA-SANTOS et al. (2016) seguindo os parametros de linearidade, limite de
quantificacdo, limite de deteccéo, seletividade, precisdo e exatiddo, avaliados conforme as
especificagdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e Farmacopéia Americana
(BRASIL, 2017; FONSECA-SANTOS; GREMIAOQ; CHORILLI, 2016; USP, 2011).

O equipamento utilizado para validacdo da metodologia foi 0 HPLC AGILENT, que
se trata de um cromatografo liquido de alta eficiéncia com deteccdo no ultravioleta sob as
condicdes cromatograficas da metodologia utilizada para quantificacdo de CUR descritas na
Tabela 1. As analises foram realizadas a temperatura ambiente controlada (23,0 + 1,0 °C) e
as solucdes foram filtradas em membrana de PTFE 0,45 pum antes do inicio das
leituras.

Tabela 1. Condicbes cromatograficas para quantificacdo de CUR.

Variavel Condicao
Fase estacionaria C18 -5 pum
Coluna (dimensdes) 250 mm x 4.6 mm
Fase movel 50:50*
Vazéo da fase movel 1,2 mL min?t
Temperatura da coluna 33°C
Tempo de analise 14 min
Volume de injecéo 20 pL
Deteccéo 425 nm

*50:50= Proporcio de Acetonitrila e Agua com 2% de &cido acético.
Fonte: Prdpria autora
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5.1 Conformidade do sistema cromatogréafico

A andlise de conformidade tem como funcdo afirmar se os parametros
cromatogréaficos averiguados sdo aptos a fornecer resultados aceitaveis e confidveis.

A andlise foi realizada através de cinco injecOes da solugdo de CUR (25 pg.mL?)
preparada a partir da solucdo estoque. A partir dos picos cromatogréficos de cada injecéo,
avaliou-se o desvio padrdo relativo percentual (DPR%) das areas, dos tempos de retencédo
(tR), dos nimeros de pratos tedricos (N), do fator de cauda (FC) e da assimetria do pico,

fornecidos pelo software do equipamento (USP, 2011).

5.2 Seletividade
A seletividade é um parametro que analisa a interferéncia dos componentes da matriz
sobre o analito. Para demonstrar que os componentes da formulacdo nédo interferem nas
analises quantitativas da CUR, a seletividade do meétodo foi avaliada por meio da
comparacdo dos resultados obtidos pelas analises do farmaco livre, componentes da fase
movel e os componentes da formulagdo sem o farmaco, dos quais sdo: QTS, ALG,
Tween80®, glicerina e NPs. Estas amostras foram diluidas para o ponto de 25 pug mL* da

curva analitica para verificacdo de interferéncia.

5.3 Linearidade
A linearidade do método foi determinada pela média da construcéo de trés curvas
analiticas de area do pico em funcdo da concentracdo de CUR. As solucGes da faixa de
trabalho 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 75 pg mL™ foram preparadas a partir da
solucdo estoque de CUR (1000 pg mLt) em triplicata (3n). Os resultados de linearidade
foram avaliados por meio de anélise de variancia ANOVA a nivel de significancia a =

0,05 (95 % do intervalo de confianca).
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54 Limite de Deteccao
O limite de detec¢do (LD) é considerado a menor quantidade do analito que pode ser
detectado. Essa medida é determinada a partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo Y

das trés curvas analiticas construidas, conforme a equacdo 3:

_ (Amidototal — ARD — ALD)

AR
Amido total

x100 Equacao 1

em que IC ¢ a inclinacdo da curva analitica e ¢ ¢ o desvio padrdo.

5.5 Limite de Quantificacéo
O limite de quantificacdo (LQ) é considerado a menor quantidade do analito que
pode ser quantificada com precisdo e exatiddo. Essa medida é determinada a partir do desvio
padrdo do intercepto com o eixo Y das trés curvas analiticas construidas, conforme a

equacao 4.

Equacao 4

em que IC ¢ a inclinac¢do da curva analitica e 6 ¢ o desvio padrao.

5.6 Preciséo
A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado. A
precisdo foi avaliada por meio de ensaios de repetibilidade e de precisdo intermediaria. A
determinacdo da repetibilidade deve avaliar as amostras sob as mesmas condi¢bes de
operacdo, mesmo operador € mesmo equipamento em um Unico dia utilizando trés

concentragdes: baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel. J& a determinacdo da
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precisdo intermediaria é feita no mesmo laboratério sob a mesma condi¢do, utilizando a
mesma amostra, porém em dois dias diferentes por operadores distintos. A proximidade
entre os resultados obtidos foi verificada, calculando-se o desvio padrdo relativo (DPR),

conforme a equagéo 5:

Precisao = x 100 Equacao 5

CMD

Em que: DP é o desvio padrdo e CMD ¢é a concentracdo média determinada.

5.7 Exatidao
A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor aceito como
verdadeiro. A exatiddo deve ser verificada a partir de trés concentragdes: baixa, média e alta,
com trés replicas em cada nivel. Deve ser calculado o desvio padréo relativo (DPR) para
cada concentracdo. O grau de concordancia entre os resultados obtidos em relacdo aos

valores tedricos foi avaliado por meio do calculo de recuperacdo (Equacéo 6):

_ Concentraciao média experimental .
Recuperacdo = — — x 100 Equacgao 6
Concentragdo tedrica

6. Eficiéncia de encapsulacéo (EE%0)

Para determinacdo da EE%, cada amostra foi colocada em um filtro amicon com
membrana Ultracel-100 (100 kDa, Millipore Corporation, Billerica, MA) e centrifugada a
6,200 g por 15 minutos para separar o farmaco livre que ndo foi incorporado nas NPs
(MAZZARINO; BORSALI; LEMOS-SENNA, 2014).

A quantidade de farmaco incorporada foi analisada por meio do método

cromatografico validado. A EE% foi determinada empregando a equacao 7.

Quantidade total do FS adicionado — Quantidade livre no sobrenante
EE(%) = - - x100 3
Quantidade total do FS adicionada Equagao 7
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7. Preparacao dos filmes

Os filmes de alginato de sddio (FA) foram obtidos pela técnica de evaporacdo do
solvente (casting) (Figura 6). Para obtencdo dos filmes foi utilizado ALG (2%,m/v) e
glicerina (10%,m/v em relacdo a massa de polimero seco) como plastificante, os quais
permaneceram em agitacdo magnética por aproximadamente 60 minutos ou até a dispersdo
manter-se homogénea. Em seguida, a dispersdo obtida foi vertida em placas de Peétri (9 cm
de didmetro e uma érea de 63,5 cm?), as quais foram secas em estufa com circulagdo forcada
de ar a 40 ° C durante 24 horas aproximadamente.

Para a preparacdo dos filmes com as NPs, foram testadas NPs de CUR obtidas nas
proporcdes 0,05:1(A); 0,10:1(B); 0,30:1(C) (m/m). Incorporou-se 8 mL das suspensdes de
NPs (A, B e C) na dispersdo de 2% de ALG com 10% de glicerina, seguido de agitacéo
magnética por 1 minuto. Em seguida, a disperséo obtida foi vertida em placas de Pétri (9 cm
de didmetro e uma éarea de 63,5 cm?), as quais foram secas em estufa com circulagdo forcada

de ar a 40 ° C durante 24 horas aproximadamente.

Figura 6. Representacéo ilustrativa para obtencéo dos filmes.

24h

Estufa com circulacio de ar

Fonte: préprio autora.
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8. Caracterizacgao dos filmes

8.1. Analise macroscopica dos filmes

Os filmes foram avaliados macroscopicamente quantoa transparéncia, flexibilidade e
presenca de bolhas ou fissuras, com objetivo de selecionar somente os filmes com boa

homogeneidade e auséncia de imperfeigdes.

8.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os filmes foram analisados por microscopio eletrdnico de varredura de emisséo por
campo (MEV-FEG). O equipamento utilizado para a obtengdo das imagens foi um
microscopio Jeol modelo JSM e série 7500F, instalado no Laboratério de Microscopia
Avangada (LMA) do Instituto de Quimica da UNESP. As amostras foram cortadas em
pequena parte e colocada sobre suporte metélico e o suporte foi revestido com material
condutor (carbono) e levado ao microscopio. Foram analisadas a superficie dos filmes e a

secdo transversal para determinagédo da espessura.

8.3 Determinacdo da espessura dos filmes

A espessura dos filmes também foi avaliada com auxilio de micrdmetro Digital
MDC-Lite (Mitutoyo®), sendo as medidas obtidas em 5 pontos aleatérios de cada filme (n =

6).

8.4 Propriedades mecanicas dos filmes

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas em analisador universal

de textura TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems) equipado com sonda em ago
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inoxidavel com ponteira esférica (D=2,5cm). Se¢des dos filmes (n=6) foram fixadas sobre
um suporte metalico com um orificio circular (D= 5cm) a uma distancia de 25mm da sonda.
A sonda metalica desceu perpendicularmente a superficie do filme com velocidade constante
de 1mm s, em diregdo ao centro do orificio circular, sendo que durante a perfuracdo do
filme a velocidade foi de 0,10mm s™. A forca de gatilho foi de 0,005kg. Curvas de forca
versus deslocamento foram registradas até 0 momento da ruptura do filme e utilizadas para
determinar suas propriedades mecéanicas, como resisténcia a perfuracdo (Rp), alongamento
durante a perfuracdo (Ap) e energia na perfuracdo por unidade de volume (Ep), de acordo

com as equaces 8, 9 e 10:

R, = % Equacdo 8

em que F é a forga requerida para a ruptura do filme e A é a area da se¢éo transversal do

filme (A= 2rd onde r é o raio do orificio e d a espessura do filme).

N )
A% = — x 100 Equacgao 9

em que r é o raio exposto no orificio da placa e o d é o deslocamento do dispositivo do ponto

de contato até a ruptura do filme.

E,=—— Equacao 10

em que AUC ¢é a area sob a curva (forca versus deslocamento) e 0 V € o volume de filme

(V=mnr2h) localizado no orificio da placa.
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8.5 Absorcéo de liquido

A absorcao de liquido dos filmes foi determinada em dispositivo de Enslin adaptado.
Uma secdo de cerca de 1 cm? de cada FA foi precisamente pesada e colocada sobre a placa
de vidro sinterisada do funil do dispositivo. O sistema foi fechado com auxilio de filme de
policloreto de vinila e papel aluminio. O volume de liquido absorvido pelo FA foi avaliado
apos 1, 2, 5, 10, 30, 60, 90 e 120 minutos. Foi utilizada solugédo de saliva simulada (2,38 g
Na;HPO4, 0,19 g KH2PO4 e 8,00g NaCl por litro de agua destilada com pH 6,75) como meio
de intumescimento (PEH; WONG, 1999). Os testes foram realizados em triplicata e os
resultados expressos em porcentagem de liquido absorvido em relagdo a massa inicial da

amostra, de acordo com a equagéo 11:

/4
%Absorgao de liquido = - Equacao 11

em que V é o volume em mL do meio absorvido e m € a massa em g do filme.
8.6 Analise de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

A permeabilidade dos filmes ao vapor de agua foi determinada pelo método
gravimétrico. Seces circulares dos FA foram firmemente fixadas no topo de recipientes de
vidro de 20 mL com abertura de 1,1 cm contendo 10 mL de &gua destilada. Os FA foram
também fixados em fracos vazios (sem agua), como referéncia. Ambos foram previamente
pesados e colocados no interior de um dessecador contendo silica gel. Em intervalos
especificos (24, 48, 72, 96 e 120h), o perfil de perda de massa foi obtido para cada amostra e

a PVA calculada através da equacdo 12:

pvA = VA Equagio 12

AXPgy X(RHl—RHz)

em que: TTVA ¢ a taxa de transmissdo de vapor d’agua obtido da inclinagdo da
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curva (massa versus tempo), x é a espessura do filme em um, A é a area de superficie do
filme exposta ao permeante (m?), Po é a pressdo de vapor de agua pura (3,159 kPa a 25°C) e

(RH1-RH>) é o gradiente de umidade relativa.

8.7 Mucoadesao in vitro

A mucoadeséo in vitro foi avaliada em um analisador universal de textura TA-XT2
Texture Analyser (Stable Micro Systems). As analises foram feitas em discos de mucina
(4cm?) pré-hidratados por 1min em solucéo de saliva artificial para mimetizar os fluidos da
regido bucal.

Os discos foram colocados sobre um suporte para teste de mucoadeséo e os filmes
foram cuidadosamente fixados a uma sonda cilindrica de 10 mm com fita dupla-face. A
sonda metalica foi movida perpendicularmente em direcdo ao disco de mucina com
velocidade constante de 10 mm min™ até forca de compresséo pré-determinada (0,5N). Para
garantir o contato com o disco, a amostra foi introduzida 1 mm de profundidade a partir da
superficie do disco e mantida por 60 s sem a aplicacdo de forca durante a fase de contato.
Em seguida, a sonda foi removida com velocidade de 20 mm min? e a forca de

destacamento maxima (N) foi determinada para cada amostra.

9. Ensaio de solubilidade
O estudo de solubilidade do farmaco é parametro imprescindivel para garantia das
condicdes sink durante o ensaio de liberagdo in vitro, em que o volume do meio de
dissolucdo deve ser de pelo menos 3x 0 necessario para solubilizar toda a massa de
farmaco. Dessa maneira, impede-se que o0 passo limitante da liberacdo seja a solubilidade do
farmaco (saturacdo do meio), permitindo melhor avaliar a habilidade do sistema de

liberacédo desenvolvido em controlar as taxas de liberagdo (EMMANUEL,2010). Para tanto,
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primeiramente foi feito o teste de solubilidade da CUR em saliva simulada (pH= 6).
Incorporou-se 1% e 2% (m/v) dos tensoativos Tween 80®, Span 20 e PEG na saliva
simulada e selecionou-se uma condi¢do em que o farmaco apresentou mais afinidade com o
meio de liberagdo, sendo mais facilmente solubilizado. As medidas das concentragoes
foram determinadas ap0s incubacdo das amostras por 48 horas a 37 °C e sob agitacdo em
HPLC.

10. Ensaio de liberacéo in vitro

O estudo de liberagéo in vitro foi realizado para o sistema final (FAS@NP-CUR) e
também para as NP_CUR e CUR livre como método comparativo. Para realizacdo dos
experimentos de liberag&o in vitro foram utilizadas células verticais de difusdo de Franz com
area difusional de 1,77 cm?, volume de 7,0 mL no compartimento receptor e membrana
artificial de polieterssulfona (PES) com poros de 0,45 um da Millipore®. Cada membrana
foi colocada na parte superior do compartimento receptor que foi preenchido com uma
solugdo de saliva artificial pH 6 contendo 2% de Tween 80®. Este meio foi mantido em
banho- maria termostatizado a 37 °C, sob agitacdo constante em agitador magnetico por um
periodo de 24 h para perfil cinético de liberacdo. Apds isso, no compartimento doador foram
aplicadas na parte superior da membrana 1000 pL das NPs-CUR, CUR livre em solucéo, e
1,77 cm? do FA-CUR e do sistema final (FA@NP-CUR). Posteriormente, foram coletadas
automaticamente aliquotas de forma individual e em intervalos pré determinados (5 minutos
até 24 horas) e analisadas pelo método validado.

Os dados da liberacdo foram aplicados em diferentes modelos matematicos (Primeira
ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas), para a avaliagdo do que melhor representasse a

cinética e 0 mecanismo de liberacéo.
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11. Ensaios Microbiolégicos

11.1 Grupos testados e parametros da Terapia Fotodinamica
Neste estudo foram avaliados sete grupos experimentais G1: bactéria em meio de
cultura; G2: CUR livre; G3: NPs livres +TFD; G4: NPs@CUR + TFD; G5: FAS@NPs/CUR
+TFD, G6: filmes controles + TFD e G7: filmes apenas com CUR sem NP. Todos 0s grupos
foram tratados com e sem luz e estéo descritos na Tabela 2.
Os parametros para realizacdo da TFD foram pré irradiacdo de 5 min, irradiacdo dos
pocos por sistema de luz LED azul 460 nm (Biotable, MMO) com dose de energia de 15

Jicm? por 11 minutos e 53 segundos.

Tabela 2. Grupos testados para terapia fotodinamica.

Grupos Descricao
Gl Bactéria em suspenséo
G2 CUR livre
G3 NPs livres
G4 Nanoparticula com CUR
G5 FAS@NPs/CUR*
G6 Filmes controles
G7 Filmes com CUR

*FAS@NPs/CUR: Sistema final (nanoparticulas com curcumina dispersas em filmes de alginato de sédio.
Fonte: Propria autora

11.2 Preparo da suspensdo bacteriana padronizada
Utilizou-se a cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) fornecida pela
Fundagdo FioCruz. O S. mutans foi reativado e cultivado em placas de Pétri contendo agar
BHI por 48h sendo incubados em atmosfera de microaerofilia a 37°C (x1°C).
Posteriormente, foram colocadas cerca de 3 a 5 colénias em tubo Falcon contendo 10 mL

de caldo Bacto™ BHI +1% de sacarose, agitados em vortex até atingir a turvagio
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aproximada de 0,5 da escala de Mc Farland com quantidade de células da ordem de 108

células bacterianas/mL.

11.3 Preparo da suspensao fungica padronizada

Utilizou-se a cepa Candida albicans (ATCC 18804), fornecida pela Fundagao Fio
Cruz, sendo cultivada em placas de Pétri em &gar Sabouraud durante 48h. Apds reativar e
realizar a cultura inicial, foi feito o pré-indculo contendo 10 mL de caldo YNB (Yeast
Nitrogen Base) com 100 mM de glicosee 3 col6nias, os quais foram incubados por 16
horas. Ap0s isto, foi feito o indculo através de 500 pL do pré-indculo e 9,5 mL de caldo
YNB com 100 mM de glicose.Essa suspensdo foi agitada em vortex até atingir a turvagao
aproximada de 0,5 da escala de Mc Farland com quantidade de células da ordem de 108

celulas fangicas/mL

11.4 Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Determinacdo

da Concentracao Bactericida (CBM)

A determinacdo da CIM e CBM foi feita apenas paras os grupos G1 até G4. Pogos
para cada grupo, controle e experimental, foram utilizados para determinagdo da CIM por
meio do método da microdilui¢ao em caldo de acordo com as normas da CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) de 2013. Cada poco de uma placa de 96 pogos
contendo 100uL de caldo BHI e sacarose a 1% recebeu 100uL de CUR livre (solucéo
etanolica 99%) e pocos com o FS incorporado as NPs utilizado nas concentracdes de 69,6
Hg/mL. Uma suspensao contendo 50uL de S. mutans foi adicionada separadamente em
cada poco da placa obtendo-se concentrago final da ordem de 1x10° células/mL.

O estudo também foi realizado utilizando-se como controle positivo de
crescimento clorixidina (padrdo ouro para inibicdo de bactérias) e também o controle

negativo por meio de pogos contendo apenas bactéria, como ilustrado na Figura 7. Apos,
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realizou-se a adigdo de 30uL de rezasurina a 0,10%, com incubacdo das placas a 37°C =
1°C, sob agitacdo de 75 r.p.m na incubadora com agitacédo orbital por 3 horas. Para a CIM,
a presenca de bactérias viaveis foi observada pela mudanca de coloragdo nos pogos. Os
po¢os com coloracdo em azul ndo tiveram crescimento bacteriano visivel e para 0s pocos
com coloracéo violeta observou-se crescimento bacteriano. J& a CBM foi determinada apds
o plaqueamento dos orificios que ndo mostraram crescimento visivel (coloragdo azul), ou
seja, DO 600nm <0.05, sendo retirados 10uL, os quais foram plaqueados em meio de
cultura especifico para crescimento de S. mutans (agar BHI). As placas foram mantidas a

37°C (£1°C) por 48 horas em estufa. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Figura 7. Representacdo da disposicado das amostras na placa de 96 pocos para determinacdo da

concentragdo inibitoria e bactericida minima (CIM e CBM).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

( 200 uL de CUR livre

@ 200 uL de NP com CUR

(O 100 uL de BHI caldo + 50 uL de susp bacteriana ( sem luz)

@ 100 uL de BHI caldo + 50 uL de susp bacteriana (com luz)

@ 100 uL de BHI caldo + 50 uL de susp bact com NP livre (sem luz)
(© 100 uL de BHI caldo + 50 uL de susp bact com NP livre (com luz)
() 100 uL de BHI caldo + 50 uL de susp bacteriana (sem luz)

© 100 uL de BHI caldo + 50 uL de susp com CLX

@ 150 uL de BHI caldo

@ 180 uL de rezasurina

Fonte: prépria autora.

A CIM foi definida como a menor concentracdo de CUR sem crescimento visivel
(atividade bacteriostatica), e a CBM como a menor concentracao capaz de reduzir o inoculo

inicial a > 99,9% (atividade bactericida).
11.5 Formacéo do biofilme bacteriano in vitro em fundo de placa de 96 pocos.

Foi utilizado o método de formacéo de biofilmes no fundo de placa de microtitulagcdo
com 96 pogos (FONTANA et. al., 2009). Inicialmente foi acrescentado 100 uL de agar qual?

no fundo da placa de cada poco. Para induzir a formacdo de biofilme foi colocado um
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volume de 100 uL das suspensdes bacterianas e fungicas preparadas de acordo com o
descrito no item 10.2 e 10.3 respetivamente em cada pogo das placas. Para o biofilme de S.
mutans apds 24 horas, os meios de cultura antigos foram aspirados e renovados com 100 pL
do meio de cultura (BHI caldo) para cada poco, até completar 48 horas de crescimento em
ambiente de microaerofilia a 37°C (£1°C). Para o biofilme de C. albicans, apds 1 hora e 30
minutos 0os meios de cultura antigos foram aspirados e renovados com 100 uL do meio de
cultura (RPMI 1640) apds 24 horas, novamente os meios de cultura antigos foram aspirados
e renovados com 100 uL de RPMI 1640 para cada poco, até completar 48 horas de

incubacéo.

11.6 Avaliagéo quantitativa das células bacterianas viaveis dos biofilmes

Apos a irradiacdo das amostras foi feita a contagem das col6nias através de diluicbes
seriadas a partir da suspensdo resultante apés o desprendimento do biofilme. Sendo assim,
essas suspensdes foram diluidas em 107, 102, 103, 10, 10° para cada pogo. Em cada
diluicdo foram pipetados 5 uL de cada poco utilizando-se a técnica da gota em placas de
Pétri (90x15mL) nos biofilmes. Para calcular o ndmero de UFC/mL, multiplicou-se a
quantidade de colbnia encontrada pelo fator da diluicdo, sendo assim, obteve-se o valor de

UFC/mL. As colbnias microbianas formadas foram contadas apds 48 h de incubacdo.
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12. RESULTADOS E DISCUSSAO
12.1 Anélise do potencial zeta dos polimeros em funcéo do pH

E importante saber que a escolha do pH é fundamental para a preparacdo das NPs,
pois para que ocorra a reacao de complexacdo eletrostatica, os polimeros precisam de uma
determinada densidade de cargas para que ocorra uma forte interacdo entre os grupamentos
ionizados dos polimeros (BUCHHAMMER; MENDE; OELMANN, 2003).

A densidade de carga do polimero esté relacionada a sua ionizacdo, a qual pode ser
controlada pelo pH do meio de dispersdo. Dessa forma, realizou-se o estudo do potencial
zeta dos polimeros separadamente e em funcdo do pH do meio, resultando no perfil

representado nas Figuras 8 e 9.

Figura 8. Gréafico do Potencial Zeta em funcdo do pH da QTS.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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E sabido que a QTS é um polimero catiénicoque possui grupos aminos (-NH3*) em
sua estrutura e pKa~6,5, sendo sollvel em meios aquosos acidos e possuindo alta carga
positiva (DASH et al., 2011). Através do grafico da Figura 7, nota-se qual € a maior
densidade de carga dentre a faixa de pH de 2,0 a 8,0 para dispersdo de QTS. Para os valores
de pH entre 3,0 e 4,0, a QTS apresentou valores de potencial zeta entre +52,9 mV e +50,0
mV, respetivamente.Pode-se também observar uma reducdo da densidade de carga a partir
do valor de pH 7,0, alcancando +32,2 mV. Essa reducdo ocorre devido aos valores
préximos de pKa (~6,5), onde ocorre a desprotonacdo dos grupamentos amino da QTS.
Sendo assim, o pH de escolha para disperséo de QTS foi o valor de pH 4, pois observou-se
uma grande densidade de carga (+50,0 mV).

Diferentemente, 0 ALG é um polimero anidnico, solivel em &gua e possui valores de
pKa de 3,38 e 3,65 (LEE; MOONEY, 2012). Com isso, a construcdo do grafico de que? é de
suma importancia para determinar qual a maior densidade de carga sobre essa faixa de pH,

ilustrado na Figura 9.

Figura 9. Grafico do Potencial Zeta em funcéo do pH da ALG.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Como pode ser observado na Figura 9, para os valores acima do valor de pKa do
ALG(~3,38 e 3,65), houve aumento significativo da densidade de carga negativa,
principalmente a partir de pH 5, resultando em PZ de -29,9 mV, o qual se manteve constante
até pH 10 (-29,3 mV). Esse comportamento est4 de acordo com os dados da literatura, 0s
quais mostras que o ALG é quimicamente estavel em valores de pH entre 5,0 e 10,0 (LEE;
MOONEY, 2012). O pH escolhido para ALG foi o valor de pH 6, com maior densidade de
carga (-31,5 mV), o que sugere que ocorrerd uma forte interacdo entre os polimeros,

desejavel para formacdo das NPs.

12.2 Preparagéo das nanoparticulas poliméricas

A obtencdo das NPs foi realizada pela técnica de complexacdo polieletrolitica
empregando polimeros com cargas opostas (QTS e ALG). Primeiramente, foi feito um
estudo de pré-formulacdo para encontrar a concentracdo mais adequada para as dispersdes
dos polimeros supracitados. Com isso, foram testadas diferentes concentracdes de dispersdes
de QTS (0,15; 0,30 e 0,45 mg mL?) e ALG (0,5;0,6;0,7 mg mL™) de acordo com a
metodologia proposta por Bhunchu et al. (2015) com modificacGes. A fim de aprimorar 0s
resultados, novas amostras foram desenvolvidas explorando diferentes proporcoes
QTS:ALG de 0,05:1 (A) a 1:1 (F) e posteriormente foram caracterizadas no equipamento
Zetasizer Nano® obtendo resultados de DHM, IPD e PZ (BHUNCHU; ROJSITTHISAK;

ROJSITTHISAK, 2015).
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12.3 Caracterizacdo das Nanoparticulas

Diversos parametros podem influenciar a formacdo das particulas como por exemplo
o0s polimeros, sua massa molecular, densidade de carga, pH do meio e um desses pardmetros
sdo a determinacdo das concentracOes e razdo dos componentes, os quais influenciam na
forca de atracdo entre as cadeias e na formagdo do complexo através das ligacbes quimicas
(ibnicas, de hidrogénio, hidrofébicas e forcas de Van der Waals) (MAKHLOF et al., 2011).

Diante disto, o estudo de pré-formulacdo mostrou a melhor condicdo para as
concentragdes das dispersdes QTS e ALG e a concentracdo escolhida foi 0,30 mg mL? de
QTS e 0,5 mg mL* de ALG (amostra 4), conforme descrito na Tabela 3. A escolha foi
baseada no parametro IPD (0,41), pois evidencia a homogeneidade da distribuicdo de
tamanho e o parametro PZ (-42,0 mV), indicando estabilidade coloidal, uma vez que a
repulsdo entre particulas evita a ocorréncia de agregacao, além de fornecer um tamanho
adequado para nanoparticula (351,0 nm).

Tabela 3. Estudo de pré formulagéo das dispersdes de QTS e ALG.

Dispersao de Dispersao de ALG DHM Pz IPD
Amostra QTS (mgmL™) (mg mL™) (nm) (mV)
1 0,15 0,60 238,5 -25,2 0,53
2 0,30 0,60 308,9 -27,7 0,42
3 0,45 0,60 356,8 -29,2 0,54
4 0,30 0,50 351,0 -42,0 0,41
5 0,30 0,70 323,8 -26,4 0,59

Fonte: Prépria autora

A fim de aprimorar os resultados, novas amostras foram desenvolvidas explorando
diferentes proporcdes de QTS:ALG de 0,05:1 (A) a 1:1 (F) em razdo m/m mantendo o

conteudo de solidos totais em 5 mg. Estas propor¢des podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4. Caracterizacdo das NPs sem o farmaco em diferentes proporcdes

0,05:1 (A) a 1:1 (F).

Amostra DHM IPD Pz Caracteristica
(QTS:ALG) (nm) (mV) Visual*

A -0,05:1 278,6+ 0,018 0,39+ 0,020 -43,0+ 0,029 0
B-0,10:1 384,1+ 0,035 0,47+ 0,047 -44,1+ 0,071 O
C-0,30:1 181,2+ 0,002 0,22+ 0,044 -31,1+ 0,030 0
D- 0,40:1 186,2+ 0,011 0,22+ 0,049 -30,3+ 0,041 0
E- 0,50:1 201,2+0,006 0,23+ 0,076 -26,2+ 0,012 0

F-1:1 184,1+0,004 0,24+ 0,026 -26,4+ 0,006 0

* O= opalescente.
Fonte: Prdpria autora

Conforme descrito na Tabela 4, nota-se que as proporcdes utilizadas para as amostras
de C até F foram adequadas e conferiram DHM e IPD menores e PZ adequados para
estabilidade coloidal. Entretanto, a Amostra C foi escolhida para continuidade nas aplicac6es
in vitro e ensaios biologicos, pois mostrou a melhor condigdo para os parametros de DHM,
IPD e PZ.

Na Figura 10, nota-se o grafico de tamanho de distribuicdo por intensidade da
amostra C em triplicata, evidenciando um sistema monodisperso e de acordo com trabalhos

da literatura (CHO et al., 2012; SOARES et al., 2016; XU et al., 2019).

Figura 10. llustracdo do gréfico de tamanho de distribuicéo por intensidade da amostra C em
triplicata (3n).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Dados na literatura mostram que valores iguais ou maiores que +30 mV de PZ
conferem maior repulsdo eletrostatica, o que diminui a possibilidade de agregacéo,
garantindo maior estabilidade ao sistema nanoestruturado (TITUS; JAMES JEBASEELAN
SAMUEL e ROOPAN, 2019). Dessa forma, o valor obtido de PZ (Figura 11) da amostra C
foi de -31,1 mV (média) e mostrou-se satisfatorio e de acordo com dados bibliograficos

(MUKHOPADHYAY et al., 2018; MUMUNI et al., 2019; RAFIEE et al., 2014).

Figura 11. llustracdo do grafico de potencial zeta da amostra C em triplicata (3n).
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Fonte: Dados da pesquisa.

O IPD evidencia a homogeneidade da distribuicdo de tamanho, expressa em nimeros
que podem variar entre 0 e 1, sendo quevalores entre 0,05 e 0,5 indicam uma estreita
distribuicdo de tamanho e quanto mais estreita, maior a homogeneidade do produto. Valores
de IPD superiores a 0,5 indicam ampla distribuicdo de tamanho, ou seja, ndo é um sistema
considerado homogéneo (CHO et al., 2013). Deste modo, para a amostra C obteve-se um
IPD de 0,22, indicando homogeneidade no tamanho de particulas da formulacédo, estando de
acordo com trabalhos na literatura (LIU et al., 2018; MATOS et al., 2019; YONCHEVA et

al., 2019).
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12.4 Influéncia de tensoativos na formacéo das Nps

A incorporagdo de CUR (um composto de baixa solubilidade aquosa) em NPs
de QTS e ALG leva a formagdo de agregados, considerando o carater hidrofilico dos
polimeros utilizados, os quais ndo apresentam afinidade por agentes lipofilicos, como pode
ser visto na Figura 12.

Figura 12. Nanoparticulas incorporadas com CUR sem tensoativos.

Fonte: Dados da pesquisa.

Assim, é de extrema importancia utilizar ferramentas que possibilitem a
solubilizacdo do agente ativo na formulacéo, e entre elas, destaca-se a adicdo de compostos
tensoativos. Esses sdao compostos anfifilicos com capacidade de diminuir a tensdo interfacial
e, portanto, solubilizar a CUR, fornecendo um sistema estavel (YEKEEN et al., 2019).

A Tabela 5 descreve os resultados obtidos para diferentes tensoativos utilizados
na preparacdo de NPs contendo CUR.

Tabela 5. Caracterizacdo de NPs (0,30:1) contendo diferentes tensoativos para

incorporacédo de CUR 1 mg mL™.

Amostra Tensoativo DHM IPD Pz Caracteristica
(1%) (nm) (mV) Visual*
A Pluronic F127® 225,0 0,30 -7,49 P
B Tween 80® 229,7 0,44 -22.5 0]
C Span 20°® 1.466 0,74 -42.0 P

* P= precipitados; O= opalescente.
Fonte: Prdpria autora
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Apesar dos melhores resultados de DHM e IPD terem sido atribuidos ao Pluronic
F127%, observou-se que as NPs obtidas com esse tensoativo apresentaram precipitacio apds
24h da sua obtencdo, indicando a ndo estabilizacdo do sistema.Sendo assim, selecionou-se a
amostra B, em que se utilizou o Tween 80%, o qual levou & obtencdo de NPs opalescentes,

sem precipitados e com tamanho, IPD e PZ adequados.

Através da andlise da Figura 13, pode-se observar a caracteristica visual das trés
amostras contendo os tensoativos (A) Pluronic F127®; (B) Tween 80% (C) Span 20®,
enquanto que através da Figura 14 é possivel fazer uma comparacdo das principais
diferencas visuais entre as NPs controle (Fig. 13A) e das NPs com CUR solubilizadas em

1% de Tween 80®(B) na proporcao (0,30:1).

Figura 13. Caracteristica visual das amostras obtidas com auxilido de (A) Pluronic F127%;
(B) Tween 80% (C) Span 20®.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 14. Caracteristica visual da NPs controle (A) e das NPs com CUR solubilizadas em 1% de

Tween 80®(B) na proporgao (0,30:1).

Fonte: Dados da pesquisa.

A caracteristica visual opalescente encontrada nas NPs devem-se ao efeito Gtico da
dispersdo da luz pelas particulas coloidais. Os sistemas coloidais sdo compostos por
particulas muito pequenas (tamanho nanométrico), ndo sendo possivel identifica-las a olho
nu. Entretanto, essas particulas sdo capazes de espalhar a luz. Dessa maneira, a identificacao
de NPs baseia-se na visualizacdo de um feixe de luz de cor azulada, caracterizado pelo efeito
opalescente (USBERCO;SALVADOR, 2009).

A quantidade de CUR incorporada (1 mg mL™?) nessa propor¢do de polimero
contendo 1% de Tween 80® foi escolhida devido a um levantamento de dados que utilizam
essa concentracdo para o desenvolvimento de NPs de QTS e ALG (BHUNCHU;
ROJSITTHISAK; ROJSITTHISAK, 2015; MARTINS et al., 2013;

SORASITTHIYANUKARN et al., 2018, 2019).
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10.2 Anélise do PZ em relagdo ao tempo

E sabido que o PZ pode ser um parametro para analise de estabilidade, pois valores

iguais ou maiores que £30 mV de PZ conferem maior repulsdo eletrostatica e com isso

diminuem a possibilidade de agregacdo, mantendo a dispersdo de NPs estavel por mais

tempo (TITUS; JAMES JEBASEELAN SAMUEL e ROOPAN, 2019). A amostra C

(0,30:1)foi caracterizada quanto ao DHM, IPD e PZ, sendo realizado um estudo de

estabilidade de 24h a 60 dias, cujos resultados estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Estudo de estabilidade da amostra C (0,30:1) incorporada com1 mg mL™

de CUR em 1% de Tween 80®

Amostra DHM IPD Pz Caracteristica
(nm) (mV) Visual*
24 horas 206,43 0,56 -23,66 0]
7 dias 208,86 0,59 -24,86 0]
15 dias 286,03 0,63 -25,96 0]
30 dias 286,80 0,65 -24,70 0]
45 dias 227,90 0,62 -25,93 0]
60 dias 257,32 0,55 -26,61 0]

*Q: opalescente
Fonte: Prdpria autora

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, pode-se observar que houve

alteracdo no DHM, IPD e PZ em relacdo as amostras sem CUR o que €é esperado, sugerindo

uma provavel incorporacdo de CUR. Além disso, observou-se um PZ adequado durante 0s

60 dias demonstrando que o sistema tem estabilidade coloidal.

11 Microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG)

A analise de MEV foi realizada com a intencdo de observar a morfologia das NPs

antes e ap0s a incorporacdo do farmaco. As amostras analisadas foram (A) NP controle com

-
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proporcdo 0,30:1 dos polimeros e (B) NP incorporada com 1 mg mL™* de CUR em 1% de

Tween 80® com proporgéo 0,30:1 dos polimeros.

A Figura 15 ilustra as fotomicrografias das amostras analisadas no aumento de
50.000x.
Figura 15. Microscopia eletronica de varredura das NPs controle(A) e da NP com

o farmaco (B) ambas na proporgdo 0,30:1 no aumento de 50.000x.

e

S & 4

L
— 100nm TQ-UNESP 11/27/2019
2.00kV SEI GB_LOW WD 4.8mm 3:29:58

— 100nm IQ-UNESP 11/27/2019
2.00kV SEI GB_LOW WD 4.7mm 3:04:54

Fonte: Dados da pesquisa.

A partir da Figura 15 é possivel observar que as NPs obtidas apresentaram forma
esférica e distribuiram-se de maneira isolada (ndo aglomerada) em ambas amostras
avaliadas. Nota-se que a incorporacdo da CUR ndo alterou a estrutura das particulas, que se
manteve esférica e em escala nanométrica.

As fotomicrografias obtidas indicaram valores de didmetro menores, em torno de 100
nm, do que os obtidos pela técnica de DLS (valor nm). Isto é esperado, pois 0 DLS mede o
didmetro hidrodindmico (camada de solvatacdo) das particulas em suspensdo através do
movimento Browniano das particulas. Dessa maneira, quando comparado com a técnica de
MEV, valores relativamente diferentes podem ser encontrados, pois a amostra ndo € lida em
suspensdo, e sim ap0Os processo de secagem, conduzindo a valores reduzidos (NOMURA,

2013).
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12 Analise térmica

A anélise térmica foi realizada para todos os componentes do sistema (QTS, ALG e

CUR), para NP formada com farmaco e sem o fa&rmaco e para mistura fisica.Os termogramas

podem ser observados na Figura 16. A termogravimetria (TG/DTA) é um método térmico

mais comumente empregado para avaliar a formacdo de NPs por complexacao

polieletrolitica.

Figura 16. Termogramas TG/DTA em atmosfera de nitrogénio (50 mL/min; 10 °C/min-t), obtidas entre 30

e 800 °C para os materiais de partida: (A) QTS; (B) ALG,; (C) CUR;

(D) mistura fisica (QTS/ALG/CUR com as mesmas concentracOes para obtencdo da NP); (E) NP sem

CUR, e (F) NP com CUR.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Temperatura (°C)

A curva TG-DTA da QTS (A) indica que o composto sofre perda de massa em trés

etapas consecutivas. A primeira etapa € atribuida a desidratacdo, que ocorre entre 30-120 °C

(8,35 %), enquanto a segunda etapa que ocorre em 230-470 °C (52,47%) e terceira etapa que
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ocorre em 470-800 °C (14,73%) estdo relacionadas ao processo lento de pirdlise deste
polimero (NETO et al., 2005). A curva TG-DTA sugerem que o ALG (B) apresenta um
processo de desidratacdo na regido 30-140 °C (9,38%), sequido da decomposi¢cdo em duas
etapas consecutivas entre 140-490 (49,18%) e 490-800 °C com um residuo final de 25,31%
como observado na Figura 15 (SOARES et al., 2004).

A curva TG-DTA da CUR (C) demonstra que sua decomposicdo térmica ocorre em
duas etapas consecutivas entre 225-460 °C (51,23%) e 460-800 °C (23,17%). A amostra
sofre fusdo em torno de 184 °C, relativa ao primeiro pico endotérmico, seguido da lenta
pir6lise do material. (GUERRA et al., 2012).

A curva TG-DTA da NP sem o farmaco (E) demonstrou que o composto é estavel até
160 °C. Acima dessa temperatura ocorre a perda de massa em duas etapas consecutivas entre
160-450 °C (15,97%) 450-800 (48,01%), podendo ser observados dois picos largos
endotérmicos préximos a 206 e 775 °C.

A curva TG-DTA da NP com farmaco (F) apresenta uma perda de massa em duas
etapas entre 30-80 °C (79,30%) e 200-700 °C (17,03%), sendo o primeiro evento atribuido
a desidratacdo da amostra . Essa grande perda de massa no inicio € atribuida a utilizacdo da
amostra em suspensdo aquosa. Depois, é possivel observar um segundo pico endotérmico
na regido proxima a 300 °C, referente a degradacdo dos polimeros.

E importante enfatizar que n&o foi possivel observar o pico de fusio da CUR em 184
°C no termograma da NP com o farmaco, sugerindo que a CUR foi molecularmente dispersa

quando encapsulada.

13 Validacao da Metodologia Analitica por CLAE

13.1 Conformidade do sistema cromatogréafico

A conformidade do sistema cromatogréafico foi avaliada e os resultados obtidos estdo

descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. Parametros estudados para avaliar conformidade do sistema

cromatogréafico empregado para analise de CUR.

~ TR Area do K AS FC N
INJECOES (tempo de Pico (fator de (assimetria) (fator de (nuameros
retencao) capacidade) cauda) de pratos
tedricos)
1 14 3233,3 3,16 0,96 1,21 11412
2 14 3230,9 3,14 0,96 1,23 11503
3 14 3240,4 3,14 0,96 1,22 11424
4 14 3243,5 3,17 0,96 1,19 11041
5 14 3239,8 3,16 0,96 1,22 11037
6 14 3239,1 3,12 0,96 1,21 11158
Média 14 3237,833 3,15 0,96 1,21 11262,5
DP 0,02 4,75 0,018 0,000 0,014 208,3773
DPR 0,1 0,1 0,6 0 1,2 1,9

Fonte: Prépria autora

De acordo com a Farmacopéia Americana (2011), o nimero de pratos da coluna
evidencia sua a eficiéncia,sendo adequado valores superiores a 2.000, estando dentro do
requerido (11.262,5). Além disso, as médias dos valores de assimetria (0,96) e fator de
cauda (1,21) estdo abaixo do valor preconizado de 2. Ainda, como mostrado na tabela 7, o
fator de capacidade precisa ser maior que 2 e menor que 20, sendo assim de acordo com o
preconizado. Verificou-se a precisdo nos valores obtidos da area do pico e tempo de
retencdo, com valor de D.P.R < 5% (USP 34, 2011). Dessa forma, os resultados obtidos

demonstraram a confiabilidade do método e do equipamento.

13.2 Seletividade

Para avaliar a seletividade do método injetaram-se os componentes da fase movel
(dgua com 2% de acido acético e acetonitrila) e os componentes da NP, como QTS, ALGe
Tween 80%, além da NP livre, sem o farmaco. Todas as amostras foram diluidas para a
concentragdo de 5,0 pg L. Os resultados mostraram que tanto os componentes das
formulacBes, quanto os componentes da fase movel, ndo interferiram na analise, uma vez

que ndo apresentaram picos cromatogréaficos coincidentes com o tempo de retencdo
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especifico da CUR, como demonstra a Figura 17 (A-G).

Figura 17. Cromatogramas de (A) CUR, (B) nNPs controles, (C) acetonitrila, (D) &gua com 2% de

acido acético, (E) ALG, (F) QTS, (G)glicerina e (H) Tween 80°.
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Fonte: Dados da pesquisa.

13.3 Linearidade

Uma curva analitica (area do pico versus concentracdo) de CUR foi construida
utilizando solugdo do analito a 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 pug L a partir de
diluicBes apropriadas da solugdo estoque de 1000 pg L™ de CUR em triplicata (3n).

Os resultados obtidos na Figura 18 demonstraram relacdo linear entre a resposta
analitica (A) e a concentracdo de curcumina (Ccur), descrita pela equacdo da reta A=

132,2444 Ceyr — 24,4536, com um valor de coeficiente de regressdo (R?) de 0,999.
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Figura 18. Curva analitica da area do pico versus concentracdo de CUR.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Realizou-se a analise de variancia ANOVA para os dados obtidos a partir da curva
analitica da CUR, confirmando que a regressao linear € altamente significativa, a partir dos
dados obtidos. Néo foi evidenciada a falta de ajuste do modelo, uma vez que, os valores de F

calculados (24.543,30) foram menores do F tabelado (59.874,00) em nivel de 95% de

confianca.

13.4Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) indicam a sensibilidade
do método analitico. Os valores de LD e de LQ foram calculados a partir das equacbes

descritas nos itens 5.4 e 5.5.
O valor de LD obtido foi de 0,05 ug mL*?, oque significa que é a menor

concentracdo que pode ser detectada, porém ndo necessariamente, quantificada. Por outro

lado, o valor de LQ obtido foi de 0,2 ug mL™.
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Idealmente, os valores de LQ devem corresponder ao valor do primeiro ponto da

curva analitica, sendo que nesse caso, o primeiro ponto da curva foi 0,5 pg mL? |

mostrando que o método é adequado para determinar concentragdes baixas de CUR.

13.5 Precisao

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos de uma mesma amostra

e pode ser expressa de trés formas, dentre elas a repetibilidade, a precisdo intermediaria ou a

reprodutibilidade.

13.5.1 Precisdo intracorrida

A precisdo intracorrida avalia a repetibilidade que determina a precisdo dos

resultados sob as mesmas condic¢bes de operacdo, mesmo analista e mesma instrumentacao,

em uma Unica corrida analitica.

Para avaliacdo da repetibilidade da metodologia foram calculados DPR para trés

concentragdes como preconizado, dentre elas uma baixa, 2,5 pg mL™?, uma média 25 pg mL-

1 e uma alta de 50 ug mL™*, como descrito na Tabela 8.

Tabela 8. Valores de DPR para repetibilidade e precisdo inter-dia para a concentracdo de

2,5ug mL?, 25 pgmLt e 50 pug mL*?

Concentraca Desvio Padrao
o de CUR Areas Médias Relativo
(ug mLY) (%)

342,94

2,5 350,48 349,12 0,94
349,12
2931,15

25 2928,24 2931,15 0,47
2953,60
6438,31

50 6424,43 6424,43 0,14
6422,33

Fonte: Prdpria autora
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Os resultados obtidos evidenciam que o método em desenvolvido apresenta uma boa
repetibilidade, ou seja, que sob as mesmas condi¢cOes de operacdo, mesmo analista e mesma

instrumentacao obteve-se um resultado adequado.

14.2 Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria avalia a proximidade entre os resultados obtidos da analise
de uma mesma amostra, no mesmo laboratorio, em pelo menos dois dias diferentes,
realizada por operadores distintos

Para avaliacdo da precisdo intermediaria da metodologia foram calculados DPR para
trés concentragdes como preconizado, dentre elas uma baixa, 2,5 pug mL™, uma média 25 ug

mL™ e uma alta de 50 pg mL™, como descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Valores de DPR para precisdo intermediaria para a concentracédo de 2,5

ug mL?, 25 ug mLt e 50 pug mL*?

Concentraca Analista Dia Areas Padrao
o0 de CUR (média) Relativo
(bg ML) (%)

2,5 1 1 351,95
2,5 2 2 347,67 0,6
25 1 1 2936,79
25 2 2 2950,33 0,2
50 1 1 6301,59
50 2 2 6557,21 2,0

Fonte: Prépria autora

A metodologia andlitica validada apresentou boa precisdo intermediéria,
expressando valores de 0,2 a 2,0%, mostrando que o método é preciso através da
proximidade entre os resultados obtidos da andlise de uma mesma amostra, N0 mesmo

laboratdrio, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por operadores distintos.

o7e Y, . NS A
Thnanda Deticia D elli Hlwestre



14.6 Exatidéo

A andlise de exatiddo é verificada através do ensaio de recuperacdo que se refere a
quantidade de analito recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na
amostra (FDA, 1995).

Foram realizadas em concentracdes de baixa(2,5 pg mL™), uma média (25 pug mLY)e

uma alta (50 pg mL™* )e os resultados encontram-se descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Valores de recuperacéo obtidos para concentracdes de 2,5 pg mL™, 25 ug

mL* e 50 pg mL*
Concentracao Concentracéao Recuperacao
tedrica experimental (DPR-%0)
2,50 pg mL? 2,50 pug mL? 99,86
25,00 pg mL? 24,51 ug mL? 98,04
50,00 pg mL? 49,34 ug mL? 98,68

Fonte: Propria autora

A RDC n°166 de 2017 admite variacdes na faixa de trabalho entre 80-120%, porém
valores proximos a 100% sao desejaveis (BRASIL, 2017). Os valores obtidos, conforme
mostra a Tabela 7, encontram-se dentro dos limites preconizados, indicando que o método

utilizado é exato

14. Eficiéncia de Encapsulacéo (EE%0)

A EE% retrata a percentagem de CUR incorporada as NPs em relacdo a quantidade
total de CUR acrescentada durante o desenvolvimento das NPs (AHUJA et al., 2010). Para
os sistemas desenvolvidos, os valores de EE% estdo descritos na Tabela 11 e encontram-se

entre aproximadamente 32 e 80%..
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Tabela 11. Eficiéncia de encapsulagdo (EE%) das NPs em diferentes proporgoes.

Proporgéo de Amostra Eficiéncia de Encapsulagéo
(QTS:ALG) (media- %)
A- NP (0,05:1) 64,13+ 0,04
B- NP (0,10:1) 71,80+ 0,60
C- NP (0,30:1) 80,23+ 0,16
D- NP (0,40:1) 42,53+ 0,66
E- NP (0,50:1) 33,17+ 0,57
F- NP (1:1) 32,91+ 0,92

Fonte: Prdpria autora

Todas as proporcdes de amostras foram acrescidas de 1 mg mL™ de CUR e obtidas
nas mesmas condicGes em triplicata (3n). Nota-se pela Tabela 11 que conforme a proporcao
de QTS foi aumentada (A até C), houve um maior aumento de EE% até uma proporgéo
limite (0,30:1) (qual?). Contudo, acima dessa concentracdo de QTS (D até F), observou-sea
diminuicdo da EE%. Este comportamento pode estar relacionado com a menor quantidade
de sitios ativos do ALG (polianion) para interacdo eletrostatica com a CUR (carga positiva
no pH experimental)devido a sua complexacéo polieletrolitica com uma maior quantidade de
moléculas de QTS.

Os valores de EE% encontrados foram superiores aos da literatura, como por
exemplo no trabalho de Bhunchu e colaboradores (2015) em estudo com NPs de QTS e
ALG, em que valores de 33,2% a 54,9 % de incorporacdo de CUR foram alcancados
(BHUNCHU; ROJSITTHISAK; ROJSITTHISAK, 2015).

Valores semelhantes de EE% foram relatados por Sorasitthiyanukarn e coautores
(2018) para NPs de QTS e ALG, onde os valores de EE% situaram-se entre 28,2% e 78,2%

na incorporacdo de CUR (SORASITTHIYANUKARN et al., 2018).

16. Preparacao dos Filmes
Os FA foram obtidos pela técnica de solvente casting através de diferentes
concentracgdes-teste de ALG. A Figura 19 ilustra um teste preliminar para designar a melhor

concentragdo para preparacdo dos filmes. Foi possivel observar apenas de forma visual,
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filmes com texturas diferentes. Como visto, o filme 1, obtido com 1% de ALG apresentou
estrutura mais fridvel, provavelmente devido a menor massa de polimero depositada na placa
ap6s a evaporacdo do solvente, conduzindo a construcdo de uma rede polimérica mais
frouxa. J& os filmes 2 e 3, contendo 2,0% e 2,5% de ALG, respetivamente, mostraram-se
menos friaveis, além de apresentarem maior flexibilidade, pois apresentavam movimento

maleéavel.

Figura 19. FA obtidos através deconcentraces diferentes de ALG, sendo (1) 1,0%, (2)
2,0% e (3) 2,5%.

Fonte: Dados da pesquisa.

15. Caracterizacéo dos Filmes
15.1 Analise Macroscépica

A analise macroscopica teve como objetivo determinar visualmente se os filmes
obtidos eram homogéneos, translucidos, maleaveis se havia presenca de bolhas ou fissuras
0s quais sdo considerados imperfeicdes facilitadores da liberacdo prematura do farmaco.

Como pode ser observado na Figura 20, os filmes controle se mostraram
homogéneos, transparentes, faceis de manusear, sem a presenca de bolhas ou fissuras, com
uma superficie lisa. A adicdo de diferentes propor¢des de NPs ndo alterou as caracteristicas

macroscopicas dos filmes, exceto a coloracao, a qual foi alterada principalmente devido ao

Lnanda Leticia O ol (Hlwestre

66



67

pigmento amarelo da CUR. A adi¢do de CUR produziu filmes amarelos translucidos, porém

um pouco mais opacos que o controle.

Figura 20. Filmes de alginato de sodio controle (A) e filmes de alginato de sédio contendo NP com

curcumina (B).

Fonte: Dados da pesquisa.

15.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG)

A microscopia eletrdnica de varredura é uma importante andlise, pois fornece
imagens detalhadas das superficies dos filmes e secOes transversais e alteracBes estruturais
ndo vistas a olho nu, permitindo uma avaliacdo qualitativa da morfologia dos filmes
(FREIRE et al., 2009).

A Figura 21 ilustra as fotomicrografias obtidas por MEV-FEG da superficie dos

filmes testados.
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Figura 21. Fotomicrografias de superficie dos filmes BRC- Branco, A — filme com incorporacéo de

NP a 0,05:1, B — filme com incorporacdo de NP a 0,10:1, C — filme com incorporacdo de NP a 0,30:1 e filme

com CUR em solucdo (CUR) no aumento de 2.000x.

Fonte: Dados da pesquisa.

Como pode ser observado, todos os filmes apresentaram estruturas semelhantes em
forma de escamas, exceto o branco. Isto pode ser atribuido ao método de obtencdo dos
filmes por evaporacdo do solvente, em que diferentes velocidades de evaporacdo do solvente
podem ocorrer nos pontos distintos da placa de Pétri, principalmente devido a interferéncia
das NPs na evaporacdo de agua nos locais em que estdo distribuidas, levando a formacao de
estruturas irregulares (KHUNAWATTANAKUL et al., 2011).

Vale ressaltar ainda que os filmes ndo apresentaram fissuras ou poros em suas

superficies, e isto pode ser atribuido a plastificacdo adequada realizada como o plastificante
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glicerina a 10 % (GHANBARZADEH et al., 2007), além da construgdo de uma rede
polimérica rigida e estruturada.

A fotomicrografia ilustrada na Figura 22 mostra a se¢do transversal do filme
incorporado com NP na proporcdo 0,30:1 (C), em que observa-se a distribuicdo uniforme
das NPs e sua forma esférica.

Figura 22. Fotomicrografias da se¢do transversal do filme C — filme com
incorporagédo de NP a 0,30:1 no aumento de 10.000x e 30.000x.

Fonte: Dados da pesquisa.

15.3 Determinacéo da espessura dos filmes

O conhecimento e a padronizacdo da espessura de filmes poliméricos é um parametro
de grande importancia no desenvolvimento desses sistemas, jA& que a espessura esta
diretamente relacionada com outras propriedades fisicas, influenciando principalmente as
propriedades mecanicas, de barreira e a cinética de liberacdo dos filmes.Quando controlada,
permite a uniformidade do material e a validade das comparagdes entre suas propriedades

(NAIR et al., 2013).
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Tabela 12. Espessura dos filmes

Filmes Espessura (mm)

A 0,024* + 0,0010

B 0,021* + 0,0004

C 0,025* + 0,0014
Controle 0,042 £ 0,0004

CUR 0,028* + 0,0004

Média + desvio padréo (5 repeticoes).
* representam diferencas significativas (p<0,05) entre as médias obtidas através da ANOVA one-way
seguida de pos teste Tukey.
Fonte: Prépria autora

Como pode ser observado na Tabela 12, os filmes desenvolvidos apresentaram
espessura adequada entre 0,024 e 0,042 mm Dados da literatura demonstram que filmes com
espessuras menores que 0,05 mm melhoraram a adesdo do paciente j& que se moldam de
maneira mais adequada as superficies e orificios corporais e tendem a ser mais
mucoadesivos (MORALES; MCCONVILLE, 2011). Alguns estudos também obtiveram
dados semelhantes a este trabalho, Dou et al. (2018) desenvolveram filmes de ALG e
verificaram espessuras semelhantes de 0,03 mm e Marron e colaboradores (2013) obtiveram
espessuras de 0,02 até 3 mm (DOU et al., 2018; RANGEL-MARRON et al. 2013).

Entre os FA desenvolvidos nesse trabalho , foi observada diferenca estatistica
significativa (p<0,05) com a amostra controle (maior espessura), porém ndo foram
observadas diferencas entre as réplicas e entre as amostras A, B, C e CUR. Esse
comportamento pode ser resultado da interacdo de ambos CUR e NPs com o ALG, levando
a construcdo de estruturas mais compactas e, consequentemente, menos espessas.

Cabe salientar que a analise de espessura pelo micrébmetro pode ser considerada
efetiva para amostra C (25,0 um) e corrobora as medidas de espessuras feitas pela analise de

MEV, no qual obteve-se valor de 23,5 um para Amostra C, como ilustrado na Figura 23.
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Figura 23. Fotomicrografia do filme com amostra C indicando sua espessuradeterminada pela secéo

transversal por MEV-FEG no aumento de 2.000x.
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Fonte: Dados da pesquisa.

15.4 Propriedades mecanicas dos filmes

Os filmes para administracdo bucal devem possuir resisténcia mecanica adequada
para suportar o manuseio sem serem danificados. Com isso, a resisténcia mecanica é um
requisito importante para garantir sua producdo, embalagem, armazenamento, transporte e
administracdo. Varios fatores influenciam as propriedades mecénicas, como os polimeros
utilizados e suas concentracGes, concentracdo do plastificante, tipo de solvente, espessura
dos filmes, processo de fabricacao, quantidade de farmaco incorporada, entre outros (PREIS;
WOERTZ; KLEINEBUDDE, 2013).

As propriedades mecénicas dos filmes também dependem da natureza do material
filmogénico utilizado e da coesdo envolvida na estruturacdo da matriz polimérica. A coesao
esta relacionada com a aptidao do polimero para formar ligac6es fortes e/ou numerosas entre
as cadeias poliméricas, que dificulta sua separacdo, quando submetidas a forcas mecanicas
(GONTARD et al., 1993). As propriedades mecanicas dos filmes estdo descritas na Tabela

13.
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Tabela 13. Propriedades mecénicas de filmes de ALG (média £ DP,n = 3).

Filmes Rp* (N/m?) Ap* (%) Ep* (N/m?)
A 12,97 + 2,182 3,95+0,72 17,05 * 3,37

B 33,70 £ 4,13 4,41 +1,60 49,70 + 10,922
C 19,30 £ 2,82 2,88 £0,48 28,05 + 3,24
Controle 27,05 £ 3,75 6,47 + 0,83 20,09 + 7,45
CUR 32,31 +£1,75 11,04 + 3,03% 36,10 £ 1,90

*Rp: Resisténcia a perfuracdo; *Ap: Alongamento durante a perfuragdo; *Ep: Energia de perfuracao.
representam diferencas significativas (p<0,05) entre as médias obtidas através da ANOVA one-way
seguida de pos teste Tukey.
Fonte: Prépria autora

Como pode ser observado na Tabela 13, todas as amostras mostraram valores
adequados de resisténcia mecéanica e nota-se que a incorporacdo de NPs e solugdo de CUR
n&o mostrou diferenca significativa com o controle (27,05+ 3,75 N/m?), exceto na amostra A
(12,97 + 2,18 N/m?). Isto pode ser atribuido ao fato da amostra A conter NPs com menor
proporcao de QTS comparado com as outras amostras, em que o rearranjo estrutural pode ter
sido comprometido, ja que a interacdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas de QTS e
ALG formam um filme altamente organizado e com arranjo estrutural bem estabelecido
(WANG et al., 2019).

Por outro lado, o alongamento é usualmente medido anteriormente ao ponto de
ruptura do material, sendo expressa como a diferenca percentual entre 0 comprimento inicial
até o momento da ruptura proporcionando o alongamento do material. O alongamento é um
dado importante e pode sugerir a flexibilidade do material (ROBERTSON, 1993).

Na tabela 13, nota-se que todas as amostras obtiveram um alongamento percentual
adequado, variando entre 2,88 e 11,04%. Apesar do filme obtido com a solugdo de CUR ter
apresentado alongamento maior (11,04%) que do filme controle (6,47 %), todos os filmes

obtidos através da incorporagdo da NPs apresentaram excelentes valores para esse
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parametro, aléem de ndo terem diferenca significativa em comparacdo com o controle

(p>0,05).

15.5 Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

A PVA avalia a capacidade de barreira do material contra a permeacdo de vapor de
agua. Essa andlise é de grande importancia, uma vez que os filmes devem proteger o
farmaco incorporado na matriz polimérica contra uma série de fatores externos, como a
umidade, principalmente para aqueles farmacos que sofrem hidrélise (MENEGUIN et al.,
2014).A umidade incorporada em filmes poliméricos também deve ser evitada, ja que a 4gua
também atua como um plastificante alterando as propriedades mecanicas.

Os dados de PVA estdo apresentados na Tabela 14. Considerando os resultados
apresentados, verificou-se que os filmes contendo as NPs apresentaram excelentes
propriedades de barreira (3,38 - 4,15 x 10°® g mm m-2 h-! Pa-1) quando comparados com 0
filme controle (6,27 x 10°® g mm m-2 h-t Pa-t). Macromoléculas altamente polares, como os
polissacarideos, contém grupos hidrofilicos, resultando em filmes com alta permeabilidade
ao vapor d’agua. Como, por exemplo, o ALG possui grupos funcionais das
macromoléculas polares que interagem com a agua através de pontes de hidrogénio,
resultando na adsorcdo de agua. Assim, os altos coeficientes de solubilidade e absorcéo
em agua (rompimento de interagBes intermoleculares que leva a um aumento do
coeficiente de difusdo) sdo responsaveis pelas altas taxas de PVA (McHUGH e
KROCHTA, 1994). Por conta disso, o filme livre contendo apenas ALG e glicerina
apresentou maior PVA.

A PVA diminuiu devido a incorporacdo de NPs com CUR e CUR livre em solucéo,
mostrando um excelente perfil de barreira ao vapor d’agua. Este resultado condiz com o
esperado, pois acredita-se que o carater hidrofébico da CUR evita que as moléculas de agua

permeiem o material e isso também pode estar relacionado ao arranjo estrutural bem
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estabelecido, o que dificulta a passagem das moléculas de &gua através da matriz (RHIM,
2004; WANG et al., 2019).

Ghasemlou et al. (2013) e Ashwar et al. (2015) também desenvolveram filmes de
polissacarideos e tiveram uma reducdo na PVA com incorporacdo de compostos
hidrofdbicos. Assim a adicdo de compostos hidrofébicos em filmes hidrofilicos € comum

para melhoraria da propriedade de barreira ao vapor d’agua (FERNANDEZ et al., 2007).

16.6 Determinacéo do perfil de absorc¢ao de liquidos

A absorcéo de liquidos é um parametro que mostra o perfil de hidratacdo dos filmes e
desempenha um papel significativo nas propriedades mucoadesivas. Isto porque, tal
hidratacdo ocorre quando as moléculas do solvente penetram na matriz polimérica a partir de
seus grupos hidrofilicos, vindo a ocupar posteriormente regides do intersticio da rede
polimérica, podendo causar a dissolucdo ou desintegracdo dos filmes a medida que aumenta
0 volume de &gua entre as cadeias do polimero (ASSIS, 2003). Outro aspecto muito Assim,
a analise de absorcdo de liquidos esta diretamente relacionada a mucoadesividade, uma vez
que o estabelecimento das interacbes mucoadesivas inicia-se através da hidratagdo do
sistema, promovendo relaxamento das cadeias poliméricas para interacdo com a mucina,

principal proteina do muco (PREIS; WOERTZ; KLEINEBUDDE, 2013).

Baseado neste contexto, a Tabela 14 mostra a porcentagem de absorcdo de liquido
em 30 minutos de ensaio utilizando o filme em contato com o meio de saliva simulada.

Observando os dados apresentados na Tabela 14, a Amostra C teve a maior
absorcdo (454 + 2,81%), o que também pode ser corroborado com o maior PVA desta
amostra, revelando seu maior carater hidrofilico. Por outro lado, a Amostra B teve a menor
aborc¢do (373 * 2,85%) e menor PVA. O filme controle (apenas ALG e glicerina) mostrou
uma maior porcentagem de absorcdo de liquidos (491 + 1,91%), isto pode ser atribuido
também a caracteristica hidrofilica do ALG, que permite uma maior interacdo entre a dgua e

0s grupos hidrofilicos presentes em sua estrutura (NAIR et al., 2013). Nota-se também que a
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presenca de nanoparticulas e a solug¢do de curcumina pareceu reduzir a absorcdo de liquidos

dos filmes.

15.6 Mucoadesao

O processo de mucoadesdo geralmente ocorre em duas fases: na primeira,
denominada fase de contato, ocorre 0 contato intimo entre o polimero mucoadesivo e a
camada de muco, resultando no intumescimento do polimero pela transferéncia de dgua da
camada de muco; na segunda, chamada de fase de consolidacdo, as cadeias poliméricas
adquirem maior mobilidade para poder se interpenetrar nas cadeias glicoproteicas do muco,
a mucina. O posterior estabelecimento de ligacGes quimicas entre o polimero e 0 muco
contribui para a consolidacdo do fendmeno mucoadesivo (CARVALHO et al.,, 2010;
CARVALHO et al., 2014). Os valores de forca mucoadesiva obtidos estdo apresentados na

Tabela 14.

Tabela 14. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA), absorcdo de liquidos e

forca mucoadesiva (FMA) (N) de filmes de alginato de sddio.

Filmes PVA* Absorc¢ao de liquidos Mucoadesdo

(x 10° g mm m-2h-1 (%0) (N)

Pa-1)

A 4,08 +1,08° 450 =+ 1,89 3,39 £ 0,36
B 3,38 £1,52° 373 +2,85° 4,01 +0,04
C 4,15 +1,85° 454 + 2,81 3,79+0,33
Controle 6,27 + 1,26 491 +191 3,36 + 0,26
CUR 4,69 +1,81° 317 +2,05° 3,70+ 0,61

* Permeabilidade ao vapor d’agua.

representam diferencas significativas (p>0,05) entre as médias obtidas através da ANOVA one-way seguida de
teste pos Tukey.

Fonte: Propria autora
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Como pode-se observar no ensaio de mucoadesédo (Tabela 14) ndo houve diferencas
significativas para as amostras. Todas amostras testadas mostraram alta forca de
destacamento, conferindo boas propriedades mucoadesivas. Isto acontece devido as
propriedades do ALG, o qual ap6s expor seus grupos hidrofilicos, permite uma
interpenetracdo adequada entre suas cadeias e as cadeias poliméricas da mucina, formando
interacGes fisico-quimicas que consolidam e fortalecem a ligacdo mucoadesiva. Além disso,
a hidratacdo do filme permitiu o estabelecimento de um contato intimo (forca aplicada
(0,5N)) entre o filme pré-hidratado e o disco de mucina (DIAS et al., 2007; CARVALHO et

al., 2014).

16. Ensaio de liberagéo in vitro

O estudo de liberagdo in vitro foi testado em saliva simulada (pH 6) conduzido sob
condicdes sink, e avaliou-se a formulacdo final (FA/NP-CUR), NP-CUR e solucdo de
CUR.O perfil de liberacdo pode ser verificado na Figura 24. Para a formulacdo FA/NP-
CUR, houve aproximadamente 92% de liberacdo de CUR em 24 horas. Por outro lado, a
partir das NP- CUR e CUR livre, foi observado uma liberacéo de aproximadamente 50% em

24 horas.

Figura 24. Perfil de liberacdo in vitro (%) da CUR a partir do sistema final FA/NP-CUR, NP_CUR e

CUR livre pelo periodo de 24 horas.
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Fonte: Dados da pesquisa
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Essa diferenca nas taxas de CUR liberada pode estar relacionada & liberacéo
prematura da CUR a partir das NPs durante a produgdo dos filmes poliméricos, 0s quais
envolvem etapas prévias de mistura dos polimeros e NPs, além de uma etapa de secagem
relativamente longa devido a utilizacdo de 4gua como solvente, a qual requermais de 12h em
estufa com circulagdo forgada de ar para sua evaporacdo). Assim, acredita-se que uma
porcentagem maior de CUR livre pode estar presente nos filmes de alginato em relacdo as

nanoencapsuladas, conduzindo a maior liberagao.

Os trabalhos na literatura mostram perfil de liberacdo semelhante para amostra de
NP_CUR. O estudo de Pefiaranda (2017) foi desenvolver nanoparticulas de QTS e ALG
incorporadas com CUR e testar a liberacédo in vitro em duas condigdes de pH (7,4 e 2,0).0s
autores observaram uma liberagdo mais prolongada em pH neutro e mais acelerada alta em
pH &cido. Paiva (2015) também desenvolveu NP incorporadas com CUR e observou o
mesmo, atribuindo este efeito ao pH. Sorasitthiyanukarn et al. (2017) também prepararam
NPs de QTS e ALG incorporadas com CUR e realizaram ensaio de liberacdo in vitro em trés
valores de pH (1,2; 6,8 e 7,4). Foramencontrados valores de 44-60% de liberacdo de CUR
nos meios com pH préximos ao neutro apos 24h e valores mais altos (75%) em meio acido
(pH 1,2), o que foi atribuido ao pH do meio e a alta solubilidade da QTS em solucdes

acidificadas.

O trabalho de Das et al. (2015) mostrou um perfil de liberacdo semelhante ao
encontrado neste trabalho. Os autores prepararam NPs de QTS e ALG com CUR e
analisaram por 24h o perfil de liberacdo em tampdo fosfato pH 7,4. Nas primeiras 12 horas,
apenas 36% da CUR foi liberada das NPS, tendo as taxas de liberacdo aumentadoaté 51%
em 24 horas. Além disso, também prevaleceu o um transporte ndo-Fickiano ou anémalo

(DAS et. al, 2015).
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Tem-se desenvolvido modelos matematicos que contribuem para determinar o tipo
de mecanismo de liberacdo predominante . Existem atualmente diversos modelos
matematicos como, por exemplo, Korsmeyer-Peppas, Weibull, Higuchi, Primeira Ordem e

entre outros (COSTA et al, 2002; LOPES, 2005).

A liberacdo do farmaco em NS pode ser controlada pela difusdo, grau de
intumescimento, erosdo ou estimulos externos, como pH, temperatura e presenca de
biomoléculas (BIZERRA e SILVA, 2016). Nos sistemas controlados pela difusdo, a
liberacdo do farmaco é regida por um gradiente de concentracdo e baseadana Lei de Fick de
difusdo. J& nos sistemas controlados pelo intumescimento, o aumento da flexibilidade das
cadeias do polimero durante e apds a absorcdo de fluidos produz maiores volumes livres,
expansdo da rede e melhora da mobilidade das moléculas do farmaco e a difusdo. No
processo de erosdo, normalmente a liberacdo é controlada por mecanismos fisicos de
transporte de massa e por reacdes quimicas de degradacao. Por fim, nos sistemas controlados
por estimulos (smart systems), a liberacdo ocorre somente apds a ativacdo do material

através de um mecanismo especifico (BIZERRA e SILVA, 2016).

Neste trabalho, foram aplicados aos perfis de liberagdo os modelos matematicos de
Primeira Ordem, Higuchi e Korsmeyer- Peppas (Tabela 15). O modelo de Korsmeyer-
Peppas mostrou indice de correlagdo (R?) adequado (indices menores que 0,9 ndo sdo
indicados) e maior predominéncia da cinética de liberacdo baseado na Lei das Poténcias, 0
qual deve ser aplicado aos dados dos primeiros 60% de liberacdo, estabelecendo uma relacao

exponencial entre a liberacdo do farmaco com o tempo através da equacdo 13:

ﬂzkt” Equacio 13
Moo " q c

onde Mt/Moo representa a fracdo do soluto liberado no tempo t, k € uma constante de
velocidade e n é o coeficiente difusional, cujo valor depende da geometria da particula e

fornece informacgGes sobre o mecanismo de liberagdo de agentes ativos a partir de matriz
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polimérica (KORSMEYER et al. 1983).

Tabela 15. Pardmetros dos modelos matematicos de liberagdo do farmaco para as

amostras testadas.

Amostras Modelos Matematicos
Primeira Ordem Higuchi Korsmeyer-Peppas
R? Kk n R? k n R?2 k n
NP_CUR 0,9841; 0,0290; - |0,9784; 10,60 - 0,9873; 6,15 0,6373
FA/NP-CUR |0,8367;0,1626; - 10,8873; 21,17 - 0,9128; 29,45 0,6070
CUR_LIVRE | 0,1490; 0,035; - 10,7086; 1191 - 0,8927; 19,33 00,3288

Fonte: Prdpria autora

Tabela 16. Relacéo entre o expoente difusional n e mecanismo de liberacdo para os
_ diferentes sistemas de liberagao.
Expoente difusional, n

Mecanismo de liberacio

Filmes Cilindros Esferas
0.5 0.45 0.43 Difusdo Fickiana
0,5<n<1,0 0.45<n<0,89 0.43<n<0.85 Transporte andmalo (ndo Fickiano)
1.0 0.89 0,85 Caso II de transporte
>1,0 > 0,89 > 0,85 Super Caso II de transporte

Fonte: KORSMEYER et al. 1983

Como observado na Tabela 15 e 16, na amostra de NP_CUR foi encontrado um R?
de 0,9873 para 0 modelo matematico de Kormeyer-Peppas, valor de k de 6,15, e valor de n
de 0,63, o qual indica transporte ndo- Fickiano ou andémalo (quando o coeficiente se
encontra entre 0,43 < n < 0,85 para esferas). Neste tipo de transporte de farmacos ocorre a
superposicdo de dois fendmenos, sendo que a liberacdo € controlada pela difusdo e

intumescimento, simultaneamente (KORSMEYER et al. 1983).

O mesmo aconteceu para amostra FA/NP_CUR onde foi determinado um R? de
0,9129 para 0 mesmo modelo, valor de k de 29,45, e n com valor de 0,60 que indica, um
transporte ndo- Fickiano ou anémalo (quando o coeficiente se encontra entre 0,5<n<1,0 para

filmes), ocorrendo a superposi¢do dos dois fendmenos difusdo e intumescimento, como
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explanado anteriormente. Nota-se que a constante de velocidade liberacdo da curcumina (k)
foi maior para a formulagdo com os filmes quando comparada com as NPs o que resultou em

perfis diferentes de porcentagem liberada versus tempo (KORSMEYER et al. 1983).

17. Ensaios Microbiolégicos

Para o0s ensaios microbioldgicos foram escolhidas e testadas as amostras de NP com
maior incorporacdo de CUR na proporcdo de 0,30:1 (QTS:ALG). Foram selecionados 0s
filmes nos quais incorporou-se a propor¢do 0,30:1 de NP. A CUR em solucdo foi
incorporada no filme na mesma concentrago incorporada na NP de 86,7 ug mL™ e os testes

foram aplicados em S.mutans e C. albicans.

17.1 S. mutans
19.1.1 Determinacéo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e

Determinacédo da Concentracado Bactericida (CBM)

Os resultados de CIM e CBM foram importantes para determinar se a quantidade de
CUR incorporada seria efetiva para matar S.mutans. De acordo com a determinacdo CIM e
CBM, a CUR livre e as NP_CUR se mostraram eficazes nas concentracdes de 69,6 pg/mL
quando comparada a NP_livre nas mesmas concentragoes.

Sendo assim, a concentracdo de CUR livre de 69,6 pg/mL foi eficaz para promover
acdo bacteriostatica (CIM) e agdo bactericida (CBM) no valor de 2,175 ug mL™. Por outro
lado, NPs_CUR na concentracdo de 69,6 pg/mL foram eficazes para promover acéo
bacteriostatica (CIM) e agdo bactericida (CBM) no valor de 8,7 ug mL* ilustrado na Figura

25.
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Figura 25. Concentracdo bactericida minima (CBM) para (A) NPs_CUR e (B)

CUR livre.

Fonte: Dados da pesquisa.

19.1.2 Avaliacdo Quantitativa das células bacterianas viaveis dos biofilmes de
S.mutans
Para avaliacdo de UFC/mL em biofilmes de S. mutans as amostras de CUR livre em
solugcdo ndo houve diferencas entre o tratamento com luz e sem luz como observado na
Figura 26 com valores de 3,45 a 3,73 logio respectivamente.
E interessante ressaltar que obteve maior atividade antimicrobiana, porém é um dado
esperado ja que a CUR em solucdo ndo precisa ser liberada para fornecer atividade, ela esta

em contato direto com o biofilme pois estd em solucao.
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Figura 26. Gréafico de Log de reducao de UFC/mL em biofilme de S.mutans
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*CN: Controle negativo; LUZ: Controle positivo: se a luz promove atividade sozinha; FS-LUZ:
tratamentos sem luz e FS+LUZ: tratamento com luz. (média (n=5) + intervalo de confianga (95%). Fonte:
Dados da pesquisa.

Em relacdo aos filmes ndo se observou diferenga significativa entre o tratamento
com luz e sem luz com valores de 8,64 e 8,74 logio respectivamente. Os filmes com NP
obtiveram valores parecidos com os filmes controles de 8,52 e 8,65 logio respectivamente. O
filme com a CUR também ndo mostrou diferencas significativas com valores de 8,58 e 8,84
logio respectivamente.

Por outro lado, vale salientar que nas amostras de nanoparticulas (NP-livre e NP-
CUR) os resultados demonstram-se muito promissores com 3 logio de redugdo entre o
tratamento com luz e sem luz. Os valores da NP-livre para o tratamento sem luz foram 8,52
logio € o tratamento com luz resultou em valor de 5,88 logio. Os valores da NP-CUR para o
tratamento sem luz foram 8,45 logio € 0 tratamento com luz resultou em valor de 5,83 logio
porém, ndo obtiveram diferencas entre si. A Figura 27 ilustrada a contagem de UFC/mL do
grupo NP-CUR onde evidéncia a reducéo entre os tratamentos.

Tais consideracGes apontam que apenas a quitosana esteja promovendo a acgdo
antimicrobiana, devido seus mecanismos antimicrobianos que podem ser definidos em

interacdo com componentes celulares externos, interagdo com a membrana citoplasmaética e
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interacdo com constituintes citoplasmaticos, ndo de forma exclusiva, uma vez que a inibigcdo
microbiana pela quitosana € considerada o resultado de uma sequéncia de processos
moleculares, resultando em varios eventos prejudiciais aleatérios que levam a lise celular
(RAAFAT et al., 2009).

Os principais mecanismos sdo as interagdes entre suas cargas positivas com as cargas
negativas da membrana da bactéria de S.mutans. Tal interacdo causa uma mudanca na
permeabilidade e nos componentes intercelulares, levando a morte celular (FRADE et al.,
2018). Além desse, podem ocorrer hidrolise da parede do microrganismo levando um
vazamento intracelular de eletrélitos provocando uma diminuicdo da pressdo interna;
Inibicdo de RNA mensageiro e sintese protéica; Além de quelacdo de metais e ligacdes
essenciais para o crescimento microbiano e o pH mais acido pode fornecer maior atividade

(RAAFAT et al., 2009).

Figura 27. Contagem de UFC/mL para o grupo NP-CUR demostrando a reducéo de 3 logio de

reducdo entre o tratamento com luz e sem luz.
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Apesar da CUR em solucdo ter maior atividade antimicrobiana, este FS possui vérias
limitacbes como, insolivel em agua e que pode sofrer rapida degradacdo em vérias
condicbes (luz, temperatura, oxigénio, condicGes alcalinas). Apesar de soltivel em etanol e
DMSO (dimetilsulféxido), esses solventes organicos apresentam efeitos toxicos dependendo
da concentragdo utilizada. (ALVES et al., 2018).

Além disso, sua incorporacdo em formulacGes farmacéuticas de liberacdo controlada
traz grandes vantagens, pois promove protecdo contra fatores externos e maior estabilidade,
acdo no local alvo e com isso menores efeitos colaterais. Dependendo da matriz polimérica
utilizada, possibilita o aumento da solubilidade dos principios ativos, pode aumentar
bioadeséo do sistema no tecido alvo (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

A associagdo com uma fonte de radiacdo LED azul levou a uma reducéo significativa
de 3 log UFC/mL. Esses resultados sdo promissores, pois, niveis de reducdo iguais ou
superiores a 3 log UFC/mL sdo um dos fatores que predizem se um composto

antimicrobiano apresentara significancia clinica (PANKEY; SABATH, 2004).

19.2 C. albicans

19.2.1 Avaliacdo Quantitativa das células Fungicas viaveis dos biofilmes

Para avaliagdo de UFC/mL em biofilmes de C. albicans todas as amostras nédo
mostraram diferenca significativas entre o tratamento com luz e sem luz como observado na

Figura 28.
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Figura 28. Gréfico de Log de reducdo de UFC/mL em biofilme de C. albicans
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*CN: Controle negativo; LUZ: Controle positivo: se a luz promove atividade sozinha; FS-LUZ:

tratamentos sem luz e FS+LUZ: tratamento com luz. (média (n=5) + intervalo de confianga (95%). Fonte:

Dados da pesquisa.

Amostras de curcumina livre com tratamento com luz e sem luz apresentaram
valores de 6,92 a 7,48 logio respectivamentre. Em relagdo as amostras filmes com NP-CUR
com o tratamento com luz e sem luz com valores de 6,62 e 7,28 logio respetivamente. O
filme controle obteve valores de 6,72 e 7,47 logio respectivamente. O filme com a
curcumina livre também ndo mostrou diferencas significativas com valores de 7,48 e 7,31
logio respectivamente.

As amostras de nanoparticulas (NP-livre e NP-CUR) demonstraram resultados
diferentes entre ambas, porém sem diferenca significativa de reducdo de log entre os
tratamentos com luz e sem luz de cada grupo testado. Os valores da NP-livre para o
tratamento sem luz foram 7,23 logio € 0 tratamento com luz resultou em valor de 7,12 log:o.
Os valores da NP-CUR para o tratamento sem luz foram 6,90 logio € 0 tratamento com luz
resultou em valor de 6,82 logio.

Um dos principais desafios dessa associacdo com a aTFD mediada pela reagédo do
tipo 1l que acontece em maior propor¢édo e € considerada a principal via de danos as células

microbianas gera oxigénio singleto que possui uma vida Util curta em sistemas bioldgicos e
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um raio de agdo muito curto levando a uma resposta localizada, em virtude disso, hd uma
necessidade de maiores tempo de pré-irradiacdo para que de tempo do FS seja liberado e
agir quando irradiado (SCHERER,2017).

Outro ponto que cabe a ser destacado é que apesar de todas as vantagens dos
nanossistemas, ndo esta claro se a relagdo custo-beneficio superara os regimes de tratamento
comumente utilizados na clinica odontolégica. Ainda assim, existe uma escassez na
literatura comparando esses tratamentos em ensaios in vivo. Entretanto, estudos baseados em
nanosistemas associados a aTFD sdo de suma importancia e vao além de tratamento de
infeccGes odontoldgicas e podem ser aprimoradas para outros biofilmes na area da salde

(BENOIT, 2019).
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18. CONCLUSOES

Considerando todos os resultados apresentados, pode-se concluir que os dois
sistemas desenvolvidos (filmes e as nanoparticulas poliméricas) apresentaram
caracterizacdo e parametros adequados de obtencdo e eficaz aplicacdo in vitro. Diante
disto, é importante lembrar que a concentragdo da CUR testada é eficiente, contudo, a
incorporagédo no sistema pode retardar o efeito antimicrobiano, pois a maioria dos sistemas
nanoestruturados tende a ter uma liberacdo prolongada, fazendo com que o FS demore
mais tempo para ser liberado e, quando irradiado, promover a agdo antimicrobiana. Os
resultados evidenciam que o sistema proposto (FA/NP_CUR) apresentam boas
propriedades mucoadesivas e liberacdo mais adequada (rapida) para aplicacdo da aTFD e
isto pode ser atribuido ao método de obtengédo dos filmes, em comparacdo com as CUR
livre e as NP_ CUR, as quais demonstraram liberacio prolongada. E interessante ressaltar,
que esses resultados podem ser aprimorados com o aumento do tempo de pré irradiacéo e
dose aplicada da aTFD. E importante ainda citar que os resultados apresentados neste
trabalho podem ser adaptados para outras aplicacdes na area odontoldgica, como através da
incorporacdo das NP_CUR de liberacdo prolongada em enxaguante bucal como um
tratamento preventivo de caries ou até mesmo para outras areas da saude devido as
diversas propriedades farmacol6gicas da curcumina.

Portanto, os resultados sugerem que o sistema desenvolvido associado a terapia
fotodindmica antimicrobiana apresentam um potencial promissor para aplicacdo no
tratamento de biofilmes de S.mutans devido a reducéo de 3logio de UFC/mL do tratamento

com luz em compara(;éo com o tratamento sem luz.
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