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RESUMO

Helicobacter pylori ¢ uma bactéria Gram-negativa que coloniza o epitélio gastrico e ¢
responsavel por varios disturbios géstricos. Suas altas taxas de resisténcia a antibidticos,
juntamente com sua capacidade de penetrar no muco gastrico e formar biofilmes, dificultam
seu tratamento. No presente trabalho, a curcumina (CUR) foi incorporada em transportadores
lipidicos nanoestruturados (NLC), revestidos com quitosana (CS) e funcionalizados com
CEACAM-1 objetivando garantir uma mucoadesdo e direcionamento da acdo dos sistemas.
NLC com CUR ou NLC branco, revestidos ou ndo com CS e funcionalizados ou ndo com
CEACAM-1, apresentaram formato esférico, didmetro hidrodindmico médio entre 82 a 130 nm,
com distribuicdo monodispersa. O potencial zeta foi de -22 mV, com inversdo de carga para
+30 mV apos o revestimento de CS e com carga final de +16 mV apos funcionalizagao. NLCcur
e NLC-CScur apresentaram eficiéncia de encapsulacao de ~90%, enquanto NLC-CS-CAMcur
apresentou 76%. A intera¢do de CUR com o sistema foi analisada por andlises de FTIR-ATR e
Calorimetria diferencial de varredura (DSC). A integridade da proteina foi verificada por
espectroscopia de fluorescéncia. A morfologia das NLCs foi verificada por microscopia
eletronica de transmissdo (MET). NLCs mostraram taxa de liberacdo de CUR controlada por
48 horas, no ambiente gastrico. As concentracdes inibitdrias e bactericidas minimas
(MIC/MBC) contra H. pylori 199 foram 10'%/10" particulas/mL (NLCcur/NLC) e 10°/10'°
particulas/mL (NLC-CScur/NLC-CS/ NLC-CS-CAMcur, NLC-CS-CAM), respectivamente.
A erradicagao bacteriana foi obtida apds 12 h de incubag¢ao com todos os NLCs em meio de
cultura, e foi possivel verificar deformagdes de membrana apos tratamento com NLCs em
branco. Além disso, uma reducao de >3 log foi obtida em ensaios de biofilme. Uma reducao de
32%, 22% e 18% na adesao de H. pylori as células MKN-74 apos contato com NLC, NLC-CS
e NLC-CS-CAM, respectivamente, foi obtida em concentragdes de MIC. Nenhuma das
formulacdes foi citotoxica para as linhagens celulares GES-1, AGS e MKN-74 em
concentragoes bactericidas. Além disso, os NLCs em branco e revestidos com CS apresentaram
atividade significativa de prote¢ao gastrica contra ulceras induzidas por indometacina, sendo
que o sistema foi importante para preservar a agao da CUR. Esses achados mostram que novos
NLCs com atividade bactericida foram desenvolvidos com sucesso, sendo capazes de atuar em
biofilmes de H. pylori e proteger contra a formagdo de tlcera induzida por indometacina.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; curcumina; quitosana; CEACAM-1; carreador lipidico
nanoestruturado.



ABSTRACT

Helicobacter pylori is a Gram-negative bacterium that colonizes the gastric epithelium and is
responsible for several gastric disorders. Its high rates of antibiotic resistance, together with its
ability to penetrate gastric mucus and form biofilms, make its treatment difficult. In the present
study, curcumin (CUR) was incorporated into nanostructured lipid carriers (NLC), coated with
chitosan (CS) and functionalized with CEACAM-1, aiming to ensure mucoadhesion and
targeting of the action of the systems. NLC with CUR or white NLC, coated or not with CS and
functionalized or not with CEACAM-1, presented a spherical shape, average hydrodynamic
diameter between 82 and 130 nm, with monodisperse distribution. The zeta potential was -22
mV, with charge inversion to +30 mV after CS coating and with a final charge of +16 mV after
functionalization. NLCcur and NLC-CScur showed encapsulation efficiency of ~90%, while
NLC-CS-CAMcur showed 76%. The interaction of CUR with the system was analyzed by
FTIR-ATR and differential scanning calorimetry (DSC) analyses. Protein integrity was verified
by fluorescence spectroscopy. The morphology of NLCs was verified by transmission electron
microscopy (TEM). NLCs showed controlled CUR release rate of 48 h in the gastric
environment. The minimum inhibitory and bactericidal concentrations (MIC/MBC) against H.
pylori 199 were 10'%/10" particles/mL. (NLCcur/NLC) and 10°/10'° particles/mL (NLC-
CScur/NLC-CS/ NLC-CS-CAMcur, NLC-CS-CAM), respectively. Bacterial eradication was
achieved after 12 h of incubation with all NLCs in culture medium, and membrane deformations
were observed after treatment with blank NLCs. Furthermore, a >3 log reduction was obtained
in biofilm assays. A 32%, 22%, and 18% reduction in H. pylori adhesion to MKN-74 cells after
contact with NLC, NLC-CS, and NLC-CS-CAM, respectively, was obtained at MIC
concentrations. None of the formulations were cytotoxic to GES-1, AGS, and MKN-74 cell
lines at bactericidal concentrations. Furthermore, blank and CS-coated NLCs showed
significant gastric protective activity against indomethacin-induced ulcers, and the system was
important for preserving the action of CUR. These findings demonstrate that novel NLCs with
bactericidal activity were successfully developed, capable of acting on H. pylori biofilms and
protecting against indomethacin-induced ulcer formation.

Keywords: Helicobacter pylori; curcumin; chitosan; CEACAM-1; nanostructured lipid carrier.
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1. INTRODUCAO

Helicobacter pylori ¢ uma bactéria Gram negativa microaerodfila, identificada pela
primeira vez por Barry Marshall e J. Robin Warren, em 1982 em amostras gastricas de pacientes
com gastrite cronica e ulceras. H. pylori coloniza o epitélio gastrico, sendo frequentemente
associada a infecdes como distirbios gastricos, gastrite, ulceras, tecido linfoide associado a
mucosa (Linfoma de MALT) e até adenocarcinomas gastricos (Bonifacio et al., 2014;
Hathroubi et al., 2018; Li et al., 2019; Wessler et al., 2017).

Sua persisténcia no estomago depende de alguns fatores, sendo a neutralizagao do pH
do suco géastrico, seguido da penetracdo na camada de muco, os eventos iniciais. A coloniza¢ao
da bactéria na mucosa ¢ regida por esses fatores, chamados de fatores de viruléncia, os quais
possibilitam e proporcionam essa coloniza¢ao (Kumar; Dhiman, 2018).

H. pylori tem a capacidade de persistir como entidade infecciosa e resistir ao arsenal de
agentes antimicrobianos. Seu artificio para sobreviver se da pela capacidade de formagdo de
biofilmes, considerado um dos fatores de viruléncia apresentado pela bactéria (Cellini et al.,
2008). Segundo Carron et al. (2006) as evidéncias fotograficas demonstraram a capacidade de
H. pylori formar biofilme in vivo, através de biopsias gastricas de pacientes positivos para H.
pylori.

A terapia padrao recomendada para tratamento de H. pylori consiste na administracao
de um inibidor da bomba de protons com ou sem um produto contendo bismuto e 1 ou mais dos
seguintes antibioticos: claritromicina, metronidazol, amoxicilina ou tetraciclina, administrados
por 10 a 14 dias (Aldhaleei ef al., 2024). O uso prolongado de antibidticos de amplo espectro ¢
um dos fatores que levou ao surgimento de cepas resistentes (Pinho et al., 2025).

Desta forma, devido ao predominio de bactérias resistentes, ¢ de extrema importancia a
pesquisa de novos compostos com atividade antimicrobiana € com novos mecanismos de acao
(Salina; Ekins; Makarov, 2018). Adicionalmente, as dificuldades enfrentadas no tratamento de
infec¢des causadas por H. pylori impulsiona a busca por novas alternativas que visam fornecer
estratégias terapéuticas com menores efeitos colaterais, custo e maior eficacia.

Como alternativa encontram-se os produtos naturais, os quais vém apresentando
atividade antimicrobiana contra H. pylori (Al-Sayed; Gad; El-Kersh, 2021).

A curcumina (CUR) ¢ um dos polifendlicos bioativos proveniente da clrcuma
(Curcuma longa), uma planta proveniente da India, porém, cultivada em varias regides do
mundo (Kotha; Luthria, 2019). A CUR vem sendo muito utilizada pela medicina, devido as
suas atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antivirais, anticancerigenas e antimicrobianas

(Giordano; Tommorano, 2019). Ha varios estudos clinicos que comprovam sua seguranga € nao
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toxicidade em altas doses. Contudo, o grande problema enfrentado ao trabalhar com esse
composto estd relacionado a sua baixa solubilidade em 4gua, além da sua baixa
biodisponibilidade, o que ocorre devido sua ma absor¢ao e consequentemente sua rapida
depuracao, dificultando seu uso terapéutico (Araujo et al., 2020; Gupta; Patchva; Aggarwal,
2013; Kotha; Luthria, 2019).

A nanotecnologia farmacéutica apresenta recursos para administracdo de farmacos e
moléculas que possuem tais problemas, devido a baixa solubilidade em agua ou instabilidades
quimicas, por exemplo (Araujo et al., 2020a; Ramos ef al., 2020).

Assim, com a capacidade de apresentar consideraveis vantagens para a administracao
de farmacos, tem havido um aumento na utiliza¢do de sistemas nanoestruturados de liberagao
de farmacos, os quais podem melhorar a biodisponibilidade de substancias lipofilicas e
hidrofilicas, promover aumento na seletividade, como, também, redug¢do da dose total
necessaria, minimizando os efeitos colaterais toxicos, além de permitir o controle de liberagao
e a possibilidade de transporta-los para as regides desejadas (Grill et al., 2009; Venugopal et
al., 2009).

Dentre os diversos sistemas nanoestruturados, os carreadores lipidicos nanoestruturados
(NLCs, do inglés, nanostructured lipid carriers) sdo considerados nanoparticulas inovadoras
compostas por uma mistura binaria de lipidio solido e liquido, a qual leva a formagdo de
estruturas desordenadas, gerando uma estrutura que proporciona espacos para a incorporagao
de farmacos (Kolenyak-Santos et al., 2015; Sato et al., 2017). Esse compartimento mostra um
aumento na carga de incorporagdo de farmacos, comparado com as nanoparticulas lipidicas
solidas, a primeira geragdao de nanoparticulas lipidicas (Puglia et al., 2017).

Os NLCs podem ser revestidos com quitosana (CS, do inglés, Chitosan). A CS ¢ um
biopolimero considerado nao toxico, que apresenta em sua estrutura uma unidade glucosamina
e N-acetilglucosamina. Devido a sua estrutura quimica, a CS apresenta algumas propriedades
muito atrativas, como a bio(muco)adesividade. Desta forma, sua utilizagdo como revestimento
de superficies pode trazer algumas vantagens, tais como, melhorar a estabilidade fisico-
quimica, controlar a liberagdo, melhorar a biodisponibilidade, além de promover
bio(muco)adesao (Frank et al., 2020; Santos et al., 2022).

Como aprimoramento para aumentar a seletividade dos NLCs, estudos tém realizado
sua funcionalizacdo com moléculas sinalizadoras. A funcionalizacdo permite o acoplamento
na superficie do sistema de algumas moléculas, como proteinas, peptideos, dentre outras, que
irdo direcionar o farmaco ou composto analisado, e interagir com receptores na superficie no

local alvo (Bahrami; Delshadi; Jafari, 2020; Nogueira et al., 2016).
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Classificadas como glicoproteinas relacionadas a superfamilia de imunoglobulinas, as
moléculas de adesdo relacionadas ao antigeno carcinoembriondrio humano (CEACAMs)
podem ser expressas em leucocitos, tecido endotelial e epitelial (Javaheri et al., 2016). Os
CEACAMs, além de receptores extracelulares envolvidos na adesdao celular, diferenciagao,
proliferagdo e sinalizagdo, também sdo alvos de diversas bactérias patogénicas (Bonsor et al.,
2018).

Estudos tém demonstrado que o H. pylori possui receptores relacionados aos
CEACAMs, localizados na sua membrana externa, identificados como HopQ. A ligagdo
CEACAM-HopQ ¢ maior com CEACAM-1, a qual se da através de seu dominio N-terminal
(Koniger et al., 2016; Tegtmeyer et al., 2019).

Assim, o presente trabalho visa o desenvolvimento de NLC, revestidos com quitosana,
funcionalizados com CEACAM-1 ¢ incorporados com curcumina para tratamento de infecg¢des

causadas por H. pylori.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, preparamos com sucesso NLCs carregados com CUR revestidos com
CS e funcionalizadas com CEACAM-1 para modular a atividade contra H. pylori. A
determinagdo de LL, surfactante e miscibilidade entre LL e LS foram avaliadas como
parametros criticos do processo para a obten¢do de NLCs. NLCs foram otimizados consistindo
de 6leo de ricino, cera de abelha, Tween® 80 e Span® 60, apresentando tamanho monodisperso,
carga superficial adequada e alta eficiéncia de encapsulamento. O revestimento da superficie
de NLCs com CS nao afetou as propriedades das particulas, mas sua carga superficial positiva
favorece a mucoadesdo no ambiente gastrico. A funcionalizagdo com CEACAM-1 dos NLCs
revestido com CS foi realizado com sucesso. Além disso, NLCs desenvolvidos mostraram uma
liberacdo controlada de CUR no meio gastrico, o que pode prolongar seu efeito terapéutico no
estomago.

Ensaios bioldgicos in vitro mostraram que NLCs sem CUR foram ativos contra a
bactéria H. pylori e que essa atividade foi mantida apos a incorporagdo de CUR. Além disso,
as concentragdes bactericidas ndo foram citotoxicas nas linhagens celulares GES-1, AGS e
MKN-74. Esses dados sdo promissores porque os NLCs desenvolvidos neste trabalho foram
capazes de eliminar H. pylori, com reducao total de células planctonicas, usando apenas o NLC
em branco e apresentaram atividade em biofilme maduro, um dos fatores de viruléncia
conhecidos da bactéria que contribui para a resisténcia. Além disso, os NLCs em branco e
revestidos com CS apresentaram atividade significativa de protecdo gastrica contra ulceras
induzidas por indometacina. Além disso, o sistema foi importante para preservar a a¢do da
CUR. A capacidade de proteger contra tlceras géstricas, um dos problemas de satide associado
aos individuos que contém infecgdo por H. pylori, torna os NLCs, inéditos desenvolvidos nesse

trabalho, promissores na pesquisa de novos tratamentos para H. pylori.
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APENDICE A - Desenvolvimento e validagio de metodologia analitica para quantificagdo de

curcumina por espectrofotometria na regido do UV-Vis

METODOLOGIA

Desenvolvimento e valida¢cdo da metodologia analitica para quantificacio de curcumina

A metodologia analitica para quantificagdo de CUR foi realizada utilizando um
espectrofotometro na regido do ultravioleta (UV) (Agilent Technologies, Cary 60 UV-Vis) a
423 nm.

Espectrofotometria de absorc¢io na regiio do ultravioleta

Para verificar o maximo de absorbancia da CUR, realizou-se uma varredura em
espectrofotometro para determinar o comprimento de onda méaximo (Amax). O espectro na
regido UV foi obtido utilizando-se cubetas de quartzo de 3,5 mL (100 mm e 2 faces polidas). A
varredura foi realizada entre 200 ¢ 800 nm com uma solugdo de CUR em metanol na

concentragdo de 1 mg/mL.

Preparo das solucdes

A solugdo estoque de CUR a 1 mg/mL foi preparada em baldao volumétrico de 10 mL
utilizando metanol como solvente. A partir da solucdo estoque, uma solucao de trabalho foi
preparada a 50 pg/mL em metanol. A curva de calibrac¢do foi preparada nas concentracdes de

1,2;2; 3; 4; 6 e 7 ug/mL em baldes volumétricos de 10 mL com metanol.

Validacao do método analitico

Foram avaliados os pardmetros como linearidade, exatidao, precisdo, limite de deteccao
(LD), limite de quantificacdo (LQ), robustez e seletividade conforme preconizado na
Farmacopéia Brasileira 6° edi¢do e na RDC n° 166/2017, de acordo com a Conferéncia
Internacional sobre Harmonizacao (ICH) de Requisitos Técnicos para Registro de Produtos
Farmacéuticos para Uso Humano - Q2 (R1) e Food and Drug Administration (FDA) -
Orientagdo para Validagcdo de Método (ANVISA, 2017; Harron, 2013; Linda, 1998).
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Linearidade

A linearidade foi determinada no A=423 nm, utilizando a média de trés curvas analiticas
contendo seis solucdes de CUR nas concentragdes de 1,2 pg/mL, 2 pg/mL, 3 pg/mL, 4 pg/mL,
6 ug/mL e 7 pg/mL a partir da solucao de trabalho de 50 pug/mL. Os resultados foram expressos
por meio da regressio linear, do coeficiente de relacdo (r) e do coeficiente de determinacdo (r?),

obtidos pelo método dos minimos quadrados.

Precisao

A precisao foi avaliada através da repetibilidade e precisdo intermedidria. A
determinagdo da repetibilidade avaliou trés réplicas de trés concentragdes dentro da curva
analitica, um ponto baixo (2,5 pg/mL), médio (4,5 pg/mL) e alto (6,5 pg/mL) sob a mesma
condi¢do de operacdo, mesmo operador e mesmo equipamento em um dia. Para precisao
intermediaria, a mesma condic¢ao de operagdo, mesmo equipamento foram realizados, contudo,
por dois analistas diferentes em dias diferentes. O desvio padrdo relativo (DPR) foi obtido

através da equacao 1:

Desvio Padrio (DP)
Concentragio média determinada (CMD)

DPR =

x 100 (D

Exatidao

A exatidao foi avaliada através da concordancia entre os resultados individuais do
método em relacao a um valor aceito como verdadeiro. Foram avaliadas trés concentragdes:
baixa (2,5 pg/mL), média (4,5 pg/mL) e alta (6,5 pg/mL), em triplicata. Foi calculado o DPR
para cada concentracdo. O grau de concordancia entre os resultados obtidos em relagdo aos

valores teoricos foi avaliado por meio da equagdo 2:

Concentracdo média experimental

Exatidao (teor) = x 100 (2)

Concentragio tedrica

Limite de detec¢cao e quantificacio
O LD e LQ foram determinados através do desvio padrdo da resposta e a inclinagdo da
curva (IC) obtida através do modelo de regressdo linear dos valores médios de trés curvas

analiticas, de acordo com as equagdes 3 € 4:
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33x0o

LD == 3)
10x 0o

LQ = — €

Onde o representa o desvio padrao do intercepto obtido através da regressao linear e IC

refere-se ao coeficiente angular.

Robustez
A robustez foi avaliada através de pequenas variagdes em diferentes parametros obtidos
através de trés réplicas do ponto médio da curva (4 ng/mL), conforme demonstrado na Tabela

1. Foram obtidos o teor ¢ o DPR.

Tabela 1 - Parametros variados no estudo de robustez

Parametros Variacoes
Fabricante do metanol Carlo erba
Synth
. 425
Comprimento de onda 423
3,5mL
Cubeta 1.0 mL

mL: mililitro

Fonte: Elaborada pela autora

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica para quantificacio de curcumina

Espectrofotometria de absor¢ao na regiao do ultravioleta

Uma solu¢do de 1 mg/mL de CUR foi preparada em metanol e utilizou-se metanol como
branco. A Figura 1 indica o pico maximo da CUR, através da concentracao versus absorbancia,
com Amax em 423 nm, sendo definido esse comprimento de onda para as analises utilizando o

espectrofotometro UV-Vis.
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Figura 1 - Espectro de absor¢do no UV-Vis de curcumina a 1mg/mL em metanol

22.99
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0.0
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Abs: Absorbancia; Wavelenght: comprimento de onda; nm: nanémetro

Fonte: Elaborada pela autora

O Amax em 423 nm encontrado estd de acordo com a literatura, a qual ¢ descrita a
absor¢ao da CUR na regido do visivel entre uma faixa de 420 a 430 nm (Alves et al., 2019). A
utilizagdo de espectrofotdometro UV-Vis ¢ um dos métodos analiticos muito utilizados para
identificacao e quantificacao de farmacos, devido sua simplicidade e praticidade comparado a
outros métodos (Kotha; Luthria, 2019; Nadaf; Killedar, 2018). Um estudo que também
desenvolveu CLN para encapsulagdo da CUR, nesse caso em associa¢do a piperina, também

utilizou esse método para quantificagdo e obtiveram Amax em 423 nm (Bhairy ef al., 2021).

Linearidade

Seis concentracdes (1,2, 2, 3, 4, 6 e 7 ug/mL) foram utilizadas como pontos da curva
analitica de CUR e analisadas em trés réplicas independentes. A Figura 2A demonstra a relagao
linear obtida entre a absorbancia e a concentragdo de CUR, através da equacdo da reta y =
0,1714x — 0,031, com um valor de coeficiente de correlacdo (r) de 0,9997, obtido pelo método
dos minimos quadrados. A dispersdo dos residuos da regressao linear, apresentado na Figura
2B, demonstra distribui¢do normal, analisada pelo teste de Shapiro-Wilk com valor de W de

0,9509 e valor de p de 0,4395.
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Figura 7 - Graficos de avaliacdo da linearidade. (A) Curva analitica da absorbancia versus
concentragdo de curcumina a 423 nm em UV-Vis; (B) Dispersao de residuos.
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Precisao

Residuos
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B
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Valores ajustados

A precisao ¢ um parametro que avalia a relacdo entre os resultados obtidos de uma

mesma amostra sob as mesmas condi¢oes de operagao, mesma instrumentagdo, sendo analisada

pelo mesmo analista (repetibilidade) ou por dois analistas distintos em dias alternados

(intermediaria). A Tabela 3 apresenta dos dados obtidos pela repetibilidade e precisao

intermediaria com base nas concentracdes teoricas ¢ DPR.

Tabela 3 - Valores de concentracao experimental e DPR obtidos pelo método de repetibilidade
e precisdo intermedidria para as concentracdes de CUR.

Precisdo intermediaria

Repetibilidade
Concentracio
tedrica Concentragdo Concentragdo
(ng/mL) experimental DPR (%) experimental DPR (%)
(pg/mL) (ug/mL)

2,5 2,36 2,32 2,38 2,92
4,5 4,44 1,98 4,45 2,95
6,5 6,42 221 6,60 2,46

DPR: desvio padrao relativo; pg/mL: microgramas por mililitro.

Fonte: Elaborada pela autora
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Conforme demonstrado os valores de DPR estiao dentro do preconizado, estando abaixo
de 5% (Linda, 1998). Com isso, ¢ possivel afirmar que o método apresenta boa repetibilidade,
sendo preciso. Além disso, confirmando a auséncia de variabilidade na precisao intermediaria,
visto que os DPR também estao dentro do preconizado, realizou-se a analise estatistica do teste
F, o que demonstrou que ndo houve diferenga estatistica entre os analistas. Pode-se verificar na

Tabela 4, onde 0 Fcaiculado (1,04) foi menor que 0 Fiabelado (19) € com valor de p > 0,05.

Tabela 4 -Teste F de precisdo intermedidria para solu¢do de curcumina

Analista 1 Analista 2
Média 0,804922222  0,790733333
Variancia 0,133780374  0,128138141
Observagdes 3 3
Gl 2 2
F 1,044032421
P(F<=f) uni-caudal 0,489229031
F critico uni-caudal 19

Gl: graus de liberdade
Fonte: Elaborada pela autora

Exatidao

A exatidao avalia a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico utilizado
em relacdo ao valor teorico real. A Tabela 5 apresenta os valores de recuperagdo encontrados
(exatidao) de trés pontos da curva, analisados em triplicata. Segundo a RDC n° 166 de 2017
(ANVISA, 2017), os resultados sdo satisfatorios, pois mostraram a proximidade e o grau de

concordancia entre o valor obtido e o tedrico.

Tabela 5 - Determinacdo da exatidao obtidos para solu¢des de curcumina.

Concentracio Concentracio Concentracio Concentragio oo %) Exaotidﬁo
tedrica (ng/mL) experimental 1 experimental 2 experimental 3 ’ (%)
2,5 2,40 2,39 2,29 2,63 94,40
4,5 4,29 4,43 4,48 2,33 97,80
6,5 6,53 6,41 6,68 2,06 100,56

DPR: desvio padrao relativo; pg/mL: microgramas por mililitro.
Fonte: Elaborada pela autora
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Limite de detec¢cdo e quantificacio

A determinagdo do LD e LQ ¢é realizada para distinguir a menor concentragao detectada
e quantificada, perspectivamente, com um certo nivel de confianga. O valor de LD foi de
0,112766 pg/mL e de 0,341715 ug/mL para LQ. Esses resultados mostram como o método
consegue identificar e quantificar valores em concentragdes baixas.

Um estudo utilizando espectrofotdometro UV-Vis para validacdo da CUR, utilizou uma
faixa de concentragdo de 1,0 a 11 pg/mL e os autores obtiveram LD (0,19 pg/mL) e LQ (0,57
pug/mL) superiores ao deste trabalho. O estudo também utilizou metanol como solvente,
contudo foi avaliado em 425 nm (Rapalli et al., 2020). Valores superiores também foram
observados no estudo de Majumder e colaboradores (2020), os quais apresentaram LD de 0,861
ug/mL e LQ de 2,872 pg/mL em 429 nm. Vale ressaltar que o solvente utilizado nesse estudo
foi uma mistura de etanol e PBS pH 7,4 (1:1). A variacdo de alguns pardmetros, como Amax,
solvente utilizado, podem influenciar e alterar os valores de limites, desta forma, ¢ importancia

a verifica¢dao de modificagdes no método para garantir sua eficiéncia.

Robustez

A robustez foi analisada, variando o fabricante do solvente (metanol), o comprimento
de onda e a cubeta utilizada. Conforme demonstrado na Tabela 6, segundo as porcentagens de
DPR e exatiddo, apenas a variagdo do comprimento de onda apresentou valores de DPR
superiores ao preconizado, segundo RDC 166/2017 (ANVISA, 2017). Diante dos resultados
obtidos, pode-se verificar que a troca da marca do solvente, bem como utilizar cubetas com

diferentes volumes, sdo alteragdes que ndo modificam a capacidade de analise do método.

Tabela 6 - Avaliag¢do da robustez para quantificacdo de curcumina

A I X experimental Recuperacio
0

Parametros Variacoes DPR (%) (ug/mL) (%)

Fabricante do metanol Carlo erba 2,78 4,04 100,96
Synth

Comprimento de onda 423 nm 5,78 4,03 100,81
425 nm

Cubeta 3,5 mL 2,54 4,05 101,24

1,0 mL

DPR: desvio padrao relativo; mL: mililitro; nm: nanometro; pg/mL: microgramas por mililitro.
Fonte: Elaborada pela autora





