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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de dispersdes solidas na forma de
membranas utilizando a blenda de Acetato Succinato de Hidroxipropilmetilcelulose
(HPMCAS) e Kappa carragena (k-CAR) contendo Curcumina (CUR) visando o tratamento
topico. No Capitulo I foi explanado a revisdao bibliografica e os objetivos. No Capitulo II,
através da calorimetria exploratéria diferencial (DSC), foi identificado que a CUR tem
solubilidade méaxima de 14,2 e 5,1 % (m/m) para o HPMCAS e «-CAR, respectivamente. O
parametro de Flory-Huggins (x;) foi calculado e classificado como sendo uma mistura
miscivel e exotérmica para 0 HPMCAS-CUR e imiscivel para k-CAR-CUR. Utilizando a
fluorescéncia foi estimado a solubilidade intrinseca (x) da CUR no HPMCAS e verificado que
ela ¢ inversamente proporcional a temperatura. Também foi determinado os parametros
termodindmicos indicando ser um processo exotérmico e espontaneo. Por espalhamento de
luz dindmico (DLS) foi caracterizado a formag¢do de nano e microparticulas coloidais
classificadas como instaveis (< £30 mV) por potencial zeta ({). As particulas também foram
caracterizadas por microscopia eletronica de transmissao (TEM) que exibiram uma tendéncia
semelhante ao observado por DLS. Foi calculado o grau de cristalinidade (Xc) da CUR no
estado solido e no estado fundido (por DSC) constatando que, no estado solido, o Xc foi
significativamente maior. A determinacdo da solubilidade no equilibrio (48 h) evidenciou que
o HPMCAS promove um estado metaestavel. O Capitulo III mostra o desenvolvimento das
membranas a base de HPMCAS/x-CAR (50, 60 e 70 % (m/m) de HPMCAS) contendo CUR
por casting. Os dados provenientes da microscopia de luz polarizada (PLOM) demostraram a
homogeneidade e a predomindncia amorfa da CUR nas membranas. A espectroscopia UV-vis
caracterizou de que maneira as diferentes proporgdes entre os polimeros afetam o equilibrio
diceto/ceto-endlico da CUR. Por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) foi
constatado bandas deslocadas nas blendas atribuidas a interagdes intermoleculares entre os
polimeros. Por difracdo de raios X (XRD) foi verificado o perfil amorfo das membranas
contendo CUR indicando a efetividade da dispersdo solida. Através da andlise
termogravimétrica (TGA) foi verificado para as membranas um perfil térmico menos estavel,
quando comparado ao HPMCAS. O DSC caracterizou o efeito plastificante da k-CAR nas
blendas. A CUR exibiu um comportamento de reticulante na membrana 50% e 70% e
plastificante na 60%, perfil que corrobora com os dados da cinética de degradagdo. Pelo DMA
foi possivel caracterizar o aumento do modulo elastico com a adi¢cdo da CUR. Foi constatado
no ensaio de tensdo versus deformagdao um perfil distinto do DSC, possivelmente devido a
presenca de dgua, que pode estar atuando como reticulante. O angulo de contato (CA)
permitiu determinar a energia superficial (y;) e mediante, foi verificado o potencial das
formulagdes contendo CUR como um dispositivo topico, principalmente a 50% de HPMCAS.
Por microscopia eletronica de varredura (SEM), foi caracterizado superficies lisas e estruturas
internas porosas. No Capitulo IV foi avaliado a cinética de liberagdo que constatou o modelo
de Primeira ordem e Kosmeyer-Peppas como descritores. A permeagdo cutanea evidenciou
uma maior deposi¢do da CUR na epiderme do que na derme. Testes microbioldgicos
mostraram que as membranas contendo CUR foram eficientes contra as cepas de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. A atividade antioxidante com DPPH
demostraram resultados de ICso em torno de 6,125 mg L.

Palavras-chave: Curcumina. Acetato Succinato de Hidroxipropilmetilcelulose. Kappa

carragena, Membrana.



ABSTRACT

The present work aimed at the development of solid dispersions in the form of membranes
using a blend of Hydroxypropylmethylcellulose Acetate Succinate (HPMCAS) and Kappa
carrageenan (k-CAR) containing Curcumin (CUR) for topical treatment. In Chapter I the
bibliographic review and objectives were explained. In Chapter II, through differential
scanning calorimetry (DSC), it was identified that the CUR has a maximum solubility of 14.2
and 5.1 % (w/w) for HPMCAS and «-CAR, respectively. The Flory-Huggins parameter (r)
was calculated and classified as being a mixture that is miscible and exothermic for
HPMCAS-CUR and immiscible and endothermic for k-CAR-CUR. Using fluorescence, the
intrinsic solubility () of CUR in the HPMCAS was estimated and verified that it is inversely
proportional to temperature. Thermodynamic parameters were also determined, indicating that
it is a predominantly exothermic and spontaneous process. Dynamic light scattering (DLS)
characterized the formation of colloidal nano and microparticles classified as unstable (< 30
mV) by zeta potential (). The particles were also characterized by transmission electron
microscopy (TEM) which exhibited a trend like that observed by DLS. The degree of
crystallinity (Xc) of CUR in the solid state and in the molten state (by DSC) was calculated,
noting that in the solid state the Xc was significantly higher. The determination of solubility at
equilibrium (48 h) evidenced that HPMCAS promotes a metastable state. Chapter III shows
the development of membranes based on HPMCAS/x-CAR (50, 60 and 70% (w/w)
HPMCAS) containing CUR by casting. Data from polarized light microscopy (PLOM)
showed the homogeneity and amorphous predominance of CUR in the membranes. UV-vis
spectroscopy characterized how different proportions between polymers affect the
diketo/keto-enol balance of CUR. By spectroscopy in the infrared region (FTIR) it was
observed bands shifted in the blends attributed to intermolecular interactions between the
polymers. By X-Ray Diffraction (XRD) the amorphous profile of the CUR-containing
membranes was verified, indicating the effectiveness of the solid dispersion. Through the
thermogravimetric analysis (TGA) a less stable thermal profile was verified for the
membranes, when compared to HPMCAS. DSC characterized the plasticizing effect of «-
CAR in blends. The CUR exhibited a cross-linking behavior in the membrane 50% and 70%
and plasticizing in the 60%, a profile that corroborates with the data of the degradation
kinetics. It was found the lowest degradation activation energy (E.) for the 50% sample, in
line with the data obtained by TGA. Through DMA it was possible to characterize the
increase in elastic modulus with the addition of CUR. In the stress versus strain test, a distinct
profile from the DSC was observed, possibly due to the presence of water, which may be
acting as a cross-linker. The contact angle (CA) allowed the determination of the surface
energy (y:) and through this, the potential of formulations containing CUR as a topical device
was verified, mainly at 50% of HPMCAS. By scanning electron microscopy (SEM) smooth
surfaces and internal porous structures were characterized. In Chapter IV the release kinetics
was evaluated, which found the First order model and Kosmeyer-Peppas as descriptors. The
cutaneous permeation evidenced a greater deposition of CUR in the epidermis than in the
dermis. Microbiological tests showed that CUR containing membranes were effective against
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa strains. Antioxidant activity with DPPH
showed ICsp results around 6.125 mg L'

Keywords: Curcumin. Hydroxypropylmethylcellulose succinate acetate. Kappa carragena.
Membrane.
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JUSTIFICATIVA

Cancer ainda ¢ uma das principais doencas que mais mata no mundo. Segundo o
Instituto Nacional do Cancer, no triénio de 2020-2022 aproximadamente 600 mil novos casos
de cancer foram diagnosticados no Brasil (INCA, 2020). Cerca de um terco destes
diagnosticos € de cancer de pele. Entre os tipos de cancer de pele, o que apresenta os maiores
indices de mortalidade ¢ o melanoma. O melanoma ¢ um cancer de pele agressivo que pode
ser causado tanto por fatores genéticos quanto ambientais. No Brasil, apenas no ano de 2020,
foram relatados 8450 novos casos (MARTf; SOROLLA; YERAMIAN, 2012;
CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017; INCA, 2020). Assim, a busca por novas formas de
tratamento ¢ a melhoria na performance de farmacos para obter um tratamento mais eficiente
sdo objetivos. Um dos farmacos em potencial para o melanoma ¢ a Curcumina (CUR). A
CUR ¢ um derivado polifendlico do agafrdo que possui atividade contra diversas doencas,
sendo o melanoma, uma delas (LIAO et al., 2017; TANG; CAO, 2022). Embora bem
abundante, a CUR possui algumas limitagdes tais como baixa solubilidade aquosa e
instabilidade a luz UV. Uma das maneiras de aumentar a estabilidade ¢ evitar a via oral para
suprimir efeitos de primeira passagem. Como alternativa, a via topica ¢ uma opgao, uma vez
que, a pele é o maior orgio do corpo e permite o tratamento local do melanoma (MARTI;
SOROLLA; YERAMIAN, 2012; ANVISA, 2019; JUNIOR, 2020). Apesar disso, problemas
associados a baixa solubilidade e biodisponibilidade ainda sao desafios (WANG et al., 2017a;
ZHANG et al., 2019).

Estudos tém demostrado que a solubilidade da CUR pode ser mantida acima do
equilibrio termodindmico em um estado metaestavel (LAO et al., 2006; KAKRAN et al.,
2013; SATHUVAN et al., 2017). Este, pode ser obtido através da estabilizagdo da estrutura
amorfa onde a CUR permanece biodisponivel por um periodo prolongado. O estado amorfo
de farmacos tende a ser termodinamicamente instavel onde € necessario o uso de carreadores
para manté-lo por mais tempo (SARODE et al., 2014a; MENG; GALA; CHAUHAN, 2015;
MENDES et al., 2019). A dispersao de um farmaco, como a CUR, em um carreador no estado
solido, ¢ chamada de dispersao solida (FAN; LU; LI, 2020). A utilizacdo de polimeros como
agentes dispersantes de farmacos tém sido uma estratégia na producdo e manutencdo de
dispersdes contendo ativos cristalinos. Os farmacos, quando dispersos nessas matrizes

poliméricas, apresentam diminuicdo na cristalinidade, aumento da solubilidade e
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biodisponibilidade (PRASAD; CHAUHAN; ATEF, 2014; ESHRA et al., 2017; CHAVAN et
al., 2019).

Dentre os polimeros capazes de manter um ativo no estado amorfo estdo os derivados
de celulose (FRIESEN et al., 2008; CHAVAN et al., 2019; JHA; SHAH; AMIN, 2021).
Eteres de celulose como Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e Acetato Succinato de
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS) ja sdo agentes comumente aplicados em dispersdes
solidas (FRIESEN et al., 2008; LI et al., 2013; JHA; SHAH; AMIN, 2021). Dentre as
principais vantagens destes polimeros estdo a estabilidade (mecénica e térmica) e a
solubilidade em agua (STURM et al., 2016). O HPMCAS, devido a presenca de grupos
ionizaveis possui dependéncia direta com o pH sendo possivel modular, como e onde, o ativo
pode ser liberado no organismo. Entretanto, quando na forma de membrana, sistemas de
HPMCAS encontram dificuldade em modular a liberagdo de farmacos devido a rigidez
mecanica e propriedade de barreira (BARIK et al., 2017; ACIPRESTE et al., 2018; HU et al.,
2018; WAISCZIK, 2020).

Visando ao aumento do grau de intumescimento da matriz, diversos biopolimeros sao
utilizados, principalmente as carragenas (YEGAPPAN et al., 2018; DE ALCANTARA et al.,
2020). Carragenas sdo polissacarideos extraidos de algas nomeadas de acordo com o nimero
de grupos sulfatos que seu monomero apresenta. A k-Carragena (kK-CAR) apresenta apenas
um grupo sulfato na estrutura dimérica e € bastante investigada devido a sua termogelificacao
reversivel (MA et al., 2012; BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018). No estado solido,
membranas formadas pela k-CAR sdo resistentes e capazes de incorporar farmacos.
Dependendo da aplicagdo farmacoldgica, a matriz de k-CAR pode atuar de maneira sinérgica
pois também apresenta atividade antifingica e antitumoral (LI et al., 2012; MARTINS et al.,
2012).

Neste trabalho busca-se entender de que maneira a combinagdo dos polimeros
biodegradaveis e biocompativeis HPMCAS e x-CAR interferem na solubilidade e
biodisponibilidade da CUR. Sendo assim, obter um material capaz de estabilizar a CUR acima
da sua solubilidade termodinamica e aumentar a biodisponibilidade visando a aplicacao topica
do melanoma. O presente trabalho foi construido como apresentado no esquema contido na

Figura 1.
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Figura 1. Esquema organizacional do presente trabalho.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

A estrutura desta dissertag@o foi organizada de modo a demonstrar como o trabalho foi
construido. De inicio, a revisdo bibliografica e os objetivos tragados estdo presentes no
Capitulo 1. Buscando investigar a interagdo entre os componentes, estudos iniciais tanto no
estado solido quanto em solugdo dos polimeros HPMCAS e k-CAR e da CUR foram
realizados (Capitulo II). A viabilidade, produgdo e a caracterizagdo das membranas
poliméricas contendo CUR foi descrita no Capitulo III. Por fim, ensaios in vitro e ex vivo

visando a aplica¢do do material produzido no tratamento topico (Capitulo IV).
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CAPITULO 1

Revisao bibliografica e objetivos
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1  MELANOMA

O melanoma ¢ um tipo de cancer de pele de baixa incidéncia, porém, um dos mais
agressivos. O mecanismo do melanoma provoca uma evoluc¢do rdpida do quadro e 90% dos
casos metastaticos vao a Obito. Estima-se que no ano de 2020, 8.450 novos casos de

melanoma do Brasil foram confirmados com uma taxa de mortalidade de 21% (INCA, 2020).

O melanoma acontece devido a formagdo de células cancerigenas derivadas dos
melandcitos. Os melandcitos sdo as células responsaveis pela produgcdo de pigmento e a
mutagcdo se da pela combinacdo de fatores genéticos e ambientais (CRAYTHORNE; AL-
NIAMI, 2017). Exposi¢do ao arsénio, imunossupressdo, infecgdes virais e fatores genéticos
podem proporcionar o desenvolvimento do melanoma. Especificamente, os fatores ambientais
estdo principalmente associados a exposi¢cdo prolongada a luz UV (CRAYTHORNE; AL-
NIAMI, 2017). A radiagdo UV atua na inducdo dessas mutagdes e na formacao de espécies
radicalares que causam alteragdes no sistema imune (RIBEIRO, 2016). A forma mais
utilizada para a descrigdo de como ocorre a progressao do melanoma € através do modelo de

Clark. (BLANNING, 2003).

No modelo de Clark ¢ representado como ocorre a proliferagdo de melandcitos no
processo de formagdao desde os nevos (estagio inicial) até a metastase (estagio avangado).
Inicialmente hé proliferagdo de melandcitos formando nevos benignos (PROW et al., 2011;
CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017). Esses nevos, por um crescimento exacerbado se
transformam em estruturas planas com didmetro superior a 5 mm. Apresentam bordas
irregulares e pigmentagdo varidvel e em seguida, comecga ocorrer a proliferacdo na epiderme,
chamada de crescimento horizontal. A partir dai, a invasao dessas estruturas na derme indica
o crescimento vertical. Esse crescimento nas camadas mais internas da pele ¢ um potencial
metastatico. O processo de crescimento horizontal e vertical destas células mutagénicas esta
diretamente associada ao ciclo celular (CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017; SOUZA, 2017,
RAUCA et al., 2018).

Farmacos foram desenvolvidos de modo a minimizar os possiveis processos de
mutacdo de maneira direta ou indireta. O medicamento mais utilizado atualmente para
tratamento do melanoma ¢ a dacarbazida (DTIC). A DTIC tem apenas uma taxa de resposta

de 5% durante o primeiro ano de tratamento e, portanto, pesquisas buscam estratégias
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terapéuticas com maior eficadcia em um menor periodo. O mecanismo de acdo dos fdrmacos
contra 0 melanoma ocorre através da inibi¢ao seletiva de proteinas. A supressdo de proteinas
atua de maneira direta na capacidade de evolugdo do cancer (MARTI; SOROLLA;
YERAMIAN, 2012; SEGAT, 2017). Pesquisas buscam por farmacos cada vez mais
especificos que atuem somente nas células que apresentam mutacdo diminuindo efeitos

adversos (MARTi; SOROLLA; YERAMIAN, 2012; HU et al., 2019).

Dentre os tratamentos alternativos, tem-se a linha que visa a utilizacdo de produtos
naturais para o tratamento do melanoma. Nesta classe, a utilizacdo da Curcumina (CUR), o
principio ativo do agafriio, tem apresentado resultados promissores (MARTI; SOROLLA;
YERAMIAN, 2012; MIRZAETI et al., 2016; ESHRA et al., 2017; LIAO et al., 2017). A CUR
exibe atividade antiproliferativa de células mutagénicas atribuida a atividade antioxidante,
anti-inflamatoria e antibiotica. No trabalho desenvolvido por Wang et al. (2017) foi
observado que além da inibi¢ao da proliferacdo, a CUR promove a apoptose celular (ESHRA
et al.,, 2017; LIAO et al., 2017; WANG et al., 2017a). A inibi¢do de metastases do cancer
sugere que a CUR pode exibir maior eficiéncia no inicio da doenca evitando quimioterapia e
outros procedimentos mais agressivos (TANG; CAO, 2022). Além do melanoma, a CUR se
mostrou promissora para diferentes tipos de cancer (SALEM; ROHANI; GILLIES, 2014;
MIRZAEI et al., 2016; SATHUVAN et al.,, 2017). A capacidade da CUR em inibir o
crescimento de varios tipos de cancer torna o fitofarmaco de baixa/nula toxicidade uma opgao
ainda mais atrativa (LI et al., 2012; LIU et al., 2014; HU et al., 2019; TANG; CAO, 2022).
Apesar disso, a instabilidade a luz UV, baixa solubilidade e biodisponibilidade sdo alguns dos

fatores limitantes no seu uso.

Visando a otimizagdo da aplicagdo de farmacos pouco soluveis contra o melanoma a
via topica se torna uma opg¢ao interessante. Através da pele pode se ter um tratamento direto
no local da enfermidade nos estagios iniciais. Esse tratamento promove a ag¢do local inibindo
o crescimento vertical que causa metastases (ALUPEI et al., 2014; CRAYTHORNE; AL-
NIAMI, 2017; LIAO et al., 2017; SUTERIO, 2021; FRANCA et al., 2022a).

1.2 ADMINISTRACAO TOPICA DE FARMACOS

Institui¢des publicas e privadas em todo o mundo realizam pesquisas com o intuito
de possibilitar condutas terapéuticas eficientes. A via de administracdo de medicamentos

através da pele ¢ uma opg¢do interessante na busca por obter tratamentos mais hébeis e
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seguros. A administracdo de farmacos através da pele pode ser obtida por duas vias, a

transdérmica e a topica (BARRY, 2002; PROW et al., 2011; PRAUSNITZ et al., 2012).

O tratamento utilizando a via transdérmica apresenta uma aplicagdo local com agao
sist€émica. Neste caso, a pele ndo necessariamente ¢ o alvo do medicamento ¢ a absorgao
percutanea ¢ de extrema importancia. Diante disso, o farmaco ¢ absorvido de forma adequada
e proporciona a capacidade de manter os niveis terapéuticos sistémicos uniformes, durante
todo o tempo de utilizacao. Esta via ¢ uma opg¢ao quando nao € possivel a utilizagdao das vias
de administracdo mais comuns, como ¢ o caso da via oral. A via oral inibe o processo
terapéutico de alguns medicamentos, uma vez que, hd fdrmacos que sdo sensiveis as
transformagdes metabdlicas do trato gastrointestinal. Além da agdo sistémica promovida pela
via de administragdo transdérmica, também pode haver a necessidade de tratamentos locais.
No caso das doengas com origem na pele, € necessario um tratamento local. Portanto, neste
caso, a via topica ¢ a mais adequada (BARRY, 2002; LI et al., 2015; TRAVASSOS, 2016;
ANVISA, 2019).

A via topica tem como principal objetivo uma efetividade terapéutica local, ou seja,
o medicamento tem uma acgdo diretamente na pele. Uma das grandes vantagens da
administracao topica de farmacos € a acao no sitio alvo ou muito préximo, necessitando assim
de uma menor quantidade de medicamento e diminuindo efeitos colaterais. A via tdpica evita,
assim como a transdérmica, efeitos de primeira passagem associadas a degradacdo de
farmacos administrados pela via oral. Dentre as numerosas vantagens da via topica, estdo a
facilidade de aplicagdo, de cessdo do tratamento e maior eficicia. Assim, dispositivos de
administracdo topica sdo muito utilizados no tratamento de enfermidades cutaneas. O uso de
medicamentos exclusivamente tdpicos tem como objetivo maximizar a concentracdo do
farmaco no tecido alvo. Dentre os principais problemas tratados através da administragdo de
farmacos pela via topica estdo eczemas e infec¢des de pele adquiridas por contaminagdo viral,
bacteriana ou fungica (BARRY, 2002; PROW et al., 2011; BEGUM et al., 2019; KIM et al.,
2019).

Para entender como ocorre a absorcdo de ativos através da pele €& preciso
compreender a sua constituicdo e funcionalidade. Em posse dessas informacdes ¢ possivel

modelar dispositivos de liberacdo cutinea efetivos e eficientes.



22

1.3 PELE E PERMEACAO CUTANEA

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo e atua como barreira de prote¢do contra agentes
externos, ajuda na retengdo de agua e controle de temperatura. A pele como via de
administracdo de farmacos possui algumas vantagens como, principalmente, aumento na
biodisponibilidade devido a inibi¢do do efeito de primeira passagem. A alta area superficial,
baixa degradag¢do enzimdtica e tempo de tratamento sdo propriedades atraentes. A pele é
constituida majoritariamente de trés principais camadas teciduais: epiderme, derme e

hipoderme (tecido adiposo subcutaneo) (Figura 2) (TAGLIARI, 2012; WAISCZIK, 2020).

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura e camadas da pele humana.
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Fonte: Adaptado de (JUNIOR, 2020)

A epiderme pode ser subdividida em duas partes: estrato corneo e epiderme viavel. O
estrato corneo ¢ constituido de um sistema heterogéneo disperso em uma matriz lipidica.
Além da fungdo de barreira, o estrato corneo atua como um reservatorio para farmacos
aplicados topicamente. A epiderme viavel ¢ onde localiza-se a camada basal, espinhosa e o
estrato granuloso caracterizadas pelas suas diferentes posi¢cdes e morfologias. Devido a falta e
vascularizagdo da epiderme, os nutrientes precisam se difundir da derme para a epiderme para
garantir a viabilidade do tecido (PRAUSNITZ et al., 2012; MOHAMED et al., 2020). Ja a
camada mais interna, chamada de derme, ¢ constituida por uma matriz fibrosa e irrigada. Essa
vascularizagdo ¢ responsavel pelo transporte de nutrientes e regularizacdo da pressdo e

temperatura corporal. A vascularizacdo atua como um sistema sink, difundindo as moléculas
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que alcangam os capilares (TAGLIARI, 2012; ZHANG et al., 2019; ENUMO et al., 2020).
Quando um farmaco ¢ depositado na superficie da pele (epiderme) o processo se inicia no
estrato corneo. Uma vez que, o farmaco atravessa o estrato corneo, a molécula pode permear
para camadas mais profundas até atingir a derme. Ao atingir a derme, o firmaco se torna

biodisponivel para entrar na corrente sanguinea (BARRY, 2002; MEIRA, 2010).

A permeagdo cutanea pode ocorrer de trés principais formas. A via intercelular ocorre
devido a interagdo do farmaco com a matriz lipidica, ndo h4 penetragdo celular. A via
intracelular ocorre quando o principio ativo atravessa a membrana celular por efeito difusivo
tendo a bicamada lipidica como limitante. J4 a terceira via ocorre por difusdo através dos
foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas (MEIRA, 2010; SANTOS, 2016). O
transporte do farmaco ainda pode ser descrito pela difusdo ativa e/ou passiva. A difusao
passiva ¢ a forma mais comum de transporte de farmacos através da pele. Enquanto o
transporte ativo, mediado por carreadores, ¢ menos comum (PSIMADAS et al., 2012;
TAGLIARIL, 2012; BURGESS et al.,, 2015; ENUMO et al.,, 2020; JUNIOR, 2020;
WAISCZIK, 2020). A permeacao de moléculas ¢ governada por varios fatores, como tamanho
de particula, coeficiente de parti¢do e grau de ionizacdo onde moléculas pequenas, lipofilicas
e ndo-ionizadas sdo favorecidas (NERURKAR et al., 2005; BARIK et al., 2017; SUTERIO,
2021).

Quando ha baixa ou nula permeacdo cutanea de farmacos aplicados na pele o
tratamento através da via topica € o mais simples de ser realizado. Dentre as possibilidades de
tratamento pela via topica contra 0 melanoma em estagios iniciais, ou seja, sem metastases
esta a CUR. A CUR, principio ativo do acafrdo, ¢ um dos fitofarmacos classificados com
baixa permeacgdo cutanea. Por isso, muitos tratamentos utilizando este farmaco, quando
aplicados na pele, acabam acentuando a via topica (DONG; CHOI, 2008; CRAYTHORNE;
AL-NIAMI, 2017; RAUCA et al., 2018; ENUMO et al., 2020).

1.4 ACAFRAO E CURCUMINA

O acafrao ¢ popularmente conhecido e empregado na culindria devido ao seu sabor e
coloragdo caracteristica (GUPTA, 2016). Relatos apontam o uso desta especiaria hd 5 mil
anos, para fins alimenticio e medicinal. O extrato do agafrdo denominado como ctiircuma foi
muito explorado principalmente no oriente. O principal constituinte deste condimento ¢ a

Curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) (VAIGYA et al.,
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2017). A Curcuma longa, o extrato vendido comercialmente, ¢ constituida de uma mistura de

Curcumina (CUR), Demetdxi e Bisdemetoxicurcumina (Figura 3).

Figura 3. Estrutura dos principais curcuminéides presentes no acafrao: (A) Curcumina

(~77%), (B) Demetoxi (~18%) e (C) Bisdemetoxicurcumina (~5%).
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Fonte: Adaptado de Sueth-Santiago et al. (2015) (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

A CUR (log P 3,2) pertence a classe biofarmacéutica IV onde apresenta baixa
solubilidade e baixa permeabilidade (WAHLANG; PAWAR; BANSAL, 2011). A CUR
apresenta valores de pKa na faixa basica de pH (8,38, 9,88 e 10,51) dando um caréter
dindmico da molécula em solugdo (MOUSSA; CHEBL; PATRA, 2017). Além do equilibrio
16nico, a CUR apresenta outros dois equilibrios em solugdo: a estrutura na forma 1,3 diceto,
ceto-enol (D/CE) e a formagdo de dimeros. O equilibrio D/CE e a formagdo de dimeros sdo

fendomenos dependentes do pH, solvente e temperatura (BARIK et al., 2007; GUPTA, 2016).

O processo de auto agregacdo de compostos hidrofobicos na forma de dimeros ¢
descrita através de equilibrios complexos. As principais interagdes responsaveis sao devido a
forgcas de Van der Waals e efeito hidrofébico. O microambiente dependente das caracteristicas
do meio afeta o equilibrio da CUR. Normalmente, as espécies de mondmeros e dimeros sao
caracterizadas por diferengas nas propriedades Opticas. Os agregados em solucdo exibem
caracteristicas distintas nas bandas de absor¢do e emissdo quando comparadas com as
espécies livres. Dentre as principais caracteristicas na distingdo espectral, estdo o

deslocamento, divisdo, diminui¢do ou forma¢do de bandas em outros niveis energéticos.
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Assim, ¢ possivel propor o tipo de agregado formado em cada condicdo do sistema. A
ocorréncia de agregados da CUR ocorre principalmente na forma de dimeros (M2) (BARIK
et al,, 2007; JAGANNATHAN; ABRAHAM; PODDAR, 2012; HAZRA et al., 2014;
MOUSSA; CHEBL; PATRA, 2017; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). Se tratando de
sistemas aquosos, o equilibrio predominante da CUR ¢ o diceto/ceto-endlico (D/CE)
(BHATIA et al., 2016a; HEYNE, 2016; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). O equilibrio
D/CE da CUR esta apresentada na Figura 4.

Figura 4. Equilibrio tautomérico diceto/ceto-endlico da curcumina.
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Fonte: Adaptada de Enumo et al. (2019) (ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).

Pertencente a classe das B-dicetonas fendlicas, a CUR possui equilibrio tautomérico
D/CE. O equilibrio D/CE ¢ caracterizado por uma ligagcao hidrogénio intramolecular. Devido
a essa forte interacdo de hidrogénio, a CUR ¢é capaz de interagir com diversos compostos
préticos. A forma ceto-enol € a mais estavel na faixa de pH 3-7 e possui um comprimento de
absor¢ao maximo em ~430 nm (KUMAR et al., 2016; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).
Por outro lado, a forma diceto ¢ favorecida em temperaturas mais elevadas e apresenta um
aumento na energia associada a transi¢do, diminuindo o comprimento de onda de absor¢ao
para ~358 nm (AGGARWAL; SURH; SHISHODIA, 2006; PUCCI; RUGGERI, 2011;
BHATIA et al., 2016a; HEYNE, 2016; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).

Os processos de equilibrio sdo avaliados de modo a entender e otimizar as
propriedades medicinais da CUR. Através destes, ¢ possivel estudar e inferir quais serdo as
caracteristicas dessas estruturas principalmente em solucdo (LI et al., 2013; MOUSSA;
CHEBL; PATRA, 2017; ILANGOVAN et al., 2018; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).

De maneira geral, a encapsulagdo da CUR por macromoléculas causa mudangas na emissao
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de fluorescéncia do polifenol. A fluorescéncia é um decaimento nio radioativo de um elétron
no estado excitado sem mudang¢a na multiplicidade do spin (MUKERJEE et al., 2010;
BHATIA et al., 2016a). Este fendmeno, por ser permitido por spin, ocorre rapidamente via
emissdo de fotons (~10° s'). Devido a alta sensibilidade, espectros de emissio de
fluorescéncia sdo ferramentas importantes para verificar mudangas no ambiente quimico do
fluoroforo (MOUSSA; CHEBL; PATRA, 2017; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). O
espectro de emissdo de fluorescéncia ¢ dependente do pH, solvente, concentracdo e
temperatura. No caso da CUR, o espectro de emissdo pode inferir sobre a distribuicdo de
espécies, complexagdo, encapsulacdo e solubilizacdo da estrutura (BARIK et al., 2007;
BISWAS et al., 2010; MOUSSA; CHEBL; PATRA, 2017, ENUMO; PEREIRA; PARIZE,
2019; MENDES et al., 2019; BRISTOL; LAMM,; LI, 2021).

As propriedades medicinais da CUR foram muito estudadas e relatadas na literatura
cientifica, sendo ela usada desde infec¢des bacterianas e flingicas, mal de Alzheimer,
Parkinson ¢ cancer (GUPTA, 2016; LIAO et al., 2017; ILANGOVAN et al., 2018; JUNIOR,
2020; AHMADI et al., 2021; YUDI UTOMO et al., 2021). A atividade anticancer da CUR ¢
evidenciada, apresentando resultados promissores tanto na prevengao quanto no tratamento da
doenca (GUPTA, 2016). A CUR previne a formacdo de células cancerigenas principalmente
por inibir a sintese da proteina NF-kB. O complexo proteico NF- kB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) ¢ o responsavel pela transcricio do DNA e
citocinas. Ao bloquear a NF-kB, as citocinas responsaveis pela inflamag¢iao diminuem o ciclo
celular das células que apresentam mutacdo (BISWAS et al., 2010). Além disso, a CUR pode
atuar no tratamento do cancer ja que desencadeia a apoptose pela via mitocondrial (CHENG;

LIN; SU, 2010; LIN et al., 2018).

Se tratando de atividade antibacteriana e antifingica, a CUR foi empregada em muitos
tipos de cepas mostrando ser um medicamento versatil (KIM; CHOI; LEE, 2003;
SASIDHARAN et al., 2014; GUNES et al., 2016; YUN; LEE, 2016; YAMAWAKI et al.,
2019). No trabalho desenvolvido por Gunes et al. (2016) foi avaliado a atividade
antibacteriana da CUR em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. No estudo, foi
possivel confirmar a eficidcia da administragdo dos curcumindides para todas as cepas. Foi
verificado que apesar da dose ser superior a de farmacos comerciais ndo ha problemas de
intoxica¢do. Devido a baixa solubilidade, sistemas de liberagcdo controlada sio modulados
para que a CUR ndo precipite e apresente atividade terapéutica por longos periodos apos a

administracdo (KAKRAN et al., 2013; ZHAO et al., 2015; JUNIOR, 2020).
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A busca por métodos que melhorem a entrega da CUR através do aumento de
solubilidade e biodisponibilidade ¢ algo continuo e alvo de diversas pesquisas cientificas.
Dentre as metodologias empregadas para melhorar essas caracteristicas da CUR e demais
farmacos da classe biofarmacéutica IV estdo os sistemas de liberagdo controlada através de
dispersdes solidas (DONG; CHOI, 2008; KAKRAN et al., 2013; LI et al., 2015; FAN; LU;
LI, 2020).

1.5 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA E DISPERSOES SOLIDAS

Sistemas de liberagdo controlada de farmacos sdo alternativas que possibilitam a
modula¢do e a administragdo de ativos. Esses processos sdo atrativos pois maximizam a
atividade terapéutica e diminuem efeitos colaterais. Um sistema de liberacdo controlada ¢
como um dispositivo que possibilita o firmaco ser incorporado no organismo de maneira
eficaz através do controle da taxa, tempo e local de liberacdo (DONG; CHOI, 2008;
KAKRAN et al., 2013; FURTADO, 2014). Sistemas de liberacdo controlada também sao
eficazes em formulagdes contendo ativos de baixa solubilidade através da utilizagdo de
dispersdes solidas. O uso de dispersdes solidas ¢ uma abordagem que favorece o aumento da
biodisponibilidade de um fdrmaco hidrofobico (FRIESEN et al., 2008; SHAH et al., 2014;
LIN et al., 2018; MENDES et al., 2019; BRISTOL; LAMM,; LI, 2021).

O termo dispersao solida ¢ atribuido a uma variedade de formulagdes onde o farmaco
¢ intimamente disperso em um excipiente, este, denominado de carreador (MENDES et al.,
2019; REHMAN et al., 2019; SARABU et al., 2020). As dispersdes solidas cristalinas sdao
sistemas nos quais o farmaco cristalino ¢ disperso dentro de um transportador cristalino ou
semicristalino formando um sistema monofasico. Em contraste com as dispersdes solidas
cristalinas, as dispersdes solidas amorfas contém um carreador amorfo (Figura 5) (SARODE

etal., 2014b; FAN; LU; LI, 2020; SARABU et al., 2020).
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Figura 5. Esquema representativo de uma dispersdo solida utilizando um farmaco

cristalino e uma matriz amorfa.
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Fonte: Adaptado de Balashubramanian et al. (2018) (BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018).

Em misturas amorfas de uma fase, denominadas de solugdes sélidas, as interagdes
farmaco-carreador sdo superiores resultando na miscibilidade completa dos dois
componentes. As interagdes intermoleculares entre o farmaco e o carreador formam um
sistema monofasico homogéneo em nivel molecular (BAIRD; TAYLOR, 2012; KAKRAN et
al.,, 2013; MENDES et al., 2019). Kakran et al. (2013) estudaram uma dispersdo solida
ternaria contendo dois ativos: CUR e hesperitina e avaliou a dispersdo em dois polimeros,
polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol (PEG) visando otimizar as propriedades
antioxidantes (KAKRAN et al., 2013). Neste estudo, foi analisado a capacidade dos polimeros
em aumentar a taxa de dissolu¢do dos fadrmacos em meio bioldgico simulado (tampao PBS)
(KAKRAN et al., 2013; SARODE et al., 2014b; SHAH et al., 2014; MENDES et al., 2019;
REHMAN et al., 2019). O conceito de dispersdes solidas pode ser classificado em geragoes.

A primeira geracdo engloba misturas cristalinas eutéticas. A segunda geracdo ¢
caracterizada pela utiliza¢do de carreadores amorfos. Entretanto, ainda existiam alguns fatores
que precisavam ser aprimorados, como a estabilidade fisico-quimica da dispersdo. Diante dos
problemas apresentados pelas dispersdes solidas de segunda geragdo, foram propostas novas
alternativas como o uso de matrizes contendo misturas de tensoativos, auto-emulsionantes ou
agentes de inclusao/complexacao (HUANG; DAI, 2014; SHAH et al., 2014). Denominados
de terceira geracdo, estas previnem desvantagens da segunda geracao, tais como cristalizagdo
da dispersao durante o armazenamento ou precipitagdo de farmaco in vivo por supersaturagcao
em meio de dissolugdo. Apesar disso, a dispersdo solida ndo consegue controlar a forma com

que o farmaco ¢ liberado no meio (SKIBA et al., 2014; XIE; YAO, 2020).
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A quarta geragdo de dispersdes solidas consiste em sistemas de liberagdo prolongada a
partir de dispersdes solidas. Essas dispersdes sdo preparadas tendo como objetivo deixar o
farmaco mais soluvel e que tenha uma liberacdo controlada. Nesta geragdo, ocorrem dois
processos: primeiro ¢ a promog¢ao da melhora na dissolugdo das dispersdes solidas e segundo
¢ a obtencdo de liberagdo gradativa do farmaco. Os principais mecanismos de liberacdo de
farmacos nessa geracdo sdo, portanto, a difusdo e a erosdo. Portanto, a dispersdo solida ¢
capaz de fornecer uma quantidade adequada de farmaco por um periodo prolongado,
melhorando a adesdao do paciente através da administragdo menos frequente ¢ a minimizagao
dos efeitos colaterais (DONG; CHOI, 2008; ALAM et al., 2012; HUANG; DAI, 2014;
SKIBA et al., 2014; UEDA et al., 2014).

Dispersoes solidas podem apresentar mais de um carreador, quando se possui uma
mistura entre as matrizes ¢ possivel combinar propriedades, maximizando o tratamento
tornando-o mais eficiente (HARSH; CHONG; ATEF, 2012; PRASAD; CHAUHAN; ATEF,
2014). Em muitos casos, a adi¢do de um promotor de solubilidade, como surfactantes e
copolimeros, sdo uma op¢ao promissora para compostos hidrofébicos (ENUMO; PEREIRA;
PARIZE, 2019). A investigacdo de sistemas ternérios se faz necessaria quando dispersdes
solidas contendo apenas um dispersante nao supre todos os objetivos (PRASAD;
CHAUHAN; ATEF, 2014). Dentre os principais carreadores, as matrizes poliméricas sdo as
mais utilizadas. Os principais polimeros empregados em dispersdes solidas sdo a linha de
polimeros sintéticos (PVP e Eudragit) e polimeros modificados, como os derivados de
celulose (PARADKAR et al., 2004; FRIESEN et al., 2008; PRASAD; CHAUHAN; ATEF,
2014; KUMAR et al., 2016; STURM et al., 2016; FAN et al., 2018; CHAVAN et al., 2019;
NASCIMENTO DA SILVA et al., 2019; FAN; LU; LI, 2020; JHA; SHAH; AMIN, 2021).

1.6 MATRIZES POLIMERICAS

Polimeros sdao macromoléculas formados pela repeticdo de determinados blocos
denominados mondémeros (EBEWELE, 2000; MENG; GALA; CHAUHAN, 2015; LIN et al.,
2018). Diversos polimeros sdo utilizados na obtencdo de dispersdes solidas devido ao seu alto
peso molecular, capacidade de promover uma boa dispersdo e compatibilidade no organismo.
Muito se investiga sobre a utilizagdo de matrizes poliméricas com o interesse e a possibilidade
de uma liberacdo e dissolugdo controlada (PUCCI; RUGGERI, 2011; ALEANDRI;
JANKOVIC; KUENTZ, 2018; MENDES et al., 2019; REHMAN et al., 2019). Polimeros sao

muito utilizados na industria farmacéutica para modular a liberagdo do faArmaco no organismo,
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além disso, ¢ possivel controlar além da liberagdo, o local onde o farmaco ¢ depositado.
Dentre os locais de aplicagdo das dispersdes solidas utilizando polimeros podemos citar a via

oral, transdérmica e topica (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; WAISCZIK, 2020).

Sistemas topicos de liberagao sao utilizados quando o farmaco precisa ser liberado na
pele (TAGLIARI, 2012; MENG; GALA; CHAUHAN, 2015; BEGUM et al., 2019). De modo
geral, o ativo ¢ disperso em uma matriz onde a ela atua tanto na parte externa quanto interna.
Na externa, o polimero previne a exposicao imediata do farmaco ao ambiente. J& na parte
interna, a matriz estabiliza e controla a taxa com a qual o farmaco ¢ liberado no organismo
(LOPES; LOBO; COSTA, 2005; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; WAISCZIK,
2020). Dentre os polimeros utilizados para formar dispersdes solidas para aplicagdes topicas
podemos citar o PVP, PEG, carragenas e os derivados de celulose (VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010; REHMAN et al., 2019).

1.7 DERIVADOS DE CELULOSE

Derivados de celulose sdo uma classe de polimeros modificados que sdo obtidos a
partir da celulose (EBEWELE, 2000). A celulose ¢ o biopolimero mais abundante no mundo
0 que torna o processo de derivatizacao algo amplamente estudado e de baixo custo (SOUZA,
2009; CHAVAN et al., 2019; REHMAN et al., 2019). Os derivados de celulose ganharam
popularidade quando se trata de dispersdes solidas devido suas propriedades fisico-quimicas.
Além da solubilizacdo de farmacos, os polimeros auxiliam na inibi¢do da cristalizagdo e
melhoram a liberacdo (EBEWELE, 2000; CHAVAN et al., 2019; REHMAN et al., 2019).
Dentre os polimeros modificados, aplicados principalmente na industria farmacéutica, o
acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS) (Figura 6) se destaca (FRIESEN
et al., 2008; BRISTOL; LAMM,; LI, 2021; JHA; SHAH; AMIN, 2021).
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Figura 6. Representacdo da estrutura quimica do acetato succinato de

hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS).
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Fonte: Adaptado de Schwing et al. (2016) (SCHWING et al., 2016).

O HPMCAS ¢ considerado um polimero de alta performance quando se trata de
encapsulacao de farmacos (SIEPMANN et al., 2006; UEDA et al., 2014; PINTO et al., 2018;
REHMAN et al., 2019). A adicdao de grupos acetato e succinato (pKa ~ 4,8) agregam
hidrofobicidade e lipofobicidade, respectivamente e atribui a capacidade de estabilizar
diversas classes de farmacos no estado amorfo. O carater anfifilico d& ao HPMCAS
solubilidade em uma ampla faixa de solventes organicos e em agua (pH >pKa) (KONNO et
al., 2008; LI et al., 2013; SARODE et al., 2014a; WAISCZIK, 2020). Pela variedade de
substituintes do HPMCAS, hé propriedades desejaveis tanto no estado so6lido quanto em
solugdo. No estado so6lido, o HPMCAS possui estrutura rigida, devido ao backbone (cadeia
principal) celuldsico, com alta Ty quando comparado aos demais polimeros celuldsicos. Dessa
forma, a rigidez promove uma maior estabilidade de ativos em dispersoes solidas (BRISTOL;
LAMM; LI, 2021). Em solugdo, as propriedades do HPMCAS sao dependentes do pH devido
a ionizagdo dos grupos succinato que inibem a agregacdo do polimero. Esses agregados do
HPMCAS possuem condigdes especificas de pH, temperatura e concentragdo. A concentragao
em que os agregados sao formados podem ser denominados como concentracdo de agregacao

critica (CAC) (Figura 7).



32

Figura 7. Representagdo esquematica e estrutural do polimero HPMCAS abaixo e

acima da concentracdo de agregacao critica (CAC) dependente do pH.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

A CAC do HPMCAS foi caracterizada por Bristol ef al. (2021) que determinou a CAC
por fluorescéncia (~0,14 mg mL') (BRISTOL; LAMM; LI, 2021). Através da Figura 7, é
possivel observar uma ampla gama de interacdes de cardter ndo covalente que ocorre por
meio de interagdes eletrostaticas, hidrofobicas e de ligacdo de hidrogénio. Os grupos
ionizados aumentam a solubilidade em meio aquoso, enquanto a presenca dos grupos
hidrofobicos resulta na formagdo de agregados coloidais (UEDA et al., 2014; ALEANDRI;
JANKOVIC; KUENTZ, 2018; BRISTOL; LAMM; LI, 2021).

No trabalho desenvolvido por Bristol e al. (2021), os autores avaliaram a
conformagdao do HPMCAS e como essas estruturas afetam sistemas contendo farmacos pouco
soluveis (BRISTOL; LAMM; LI, 2021). O trabalho demonstra, que além do efeito de carga
envolvido na mudan¢a do pH, ha um efeito conformacional que promove a solubilizagao de
farmacos lipofilicos. Em meio acido, conformacdes enoveladas sao favorecidas devido ao
efeito hidrofobico e a auséncia de repulsao eletrostatica. Acima do pKa, os grupos carregados
aumentam a solubilidade e a repulsdo de cargas. Essa repulsdo diminui o efeito hidrofobico
tornando as cadeias menos enoveladas (KONNO et al., 2008; LI et al., 2013; STURM et al.,
2016; BRISTOL; LAMM,; LI, 2021).



33

Devido a solubilidade parcial, o efeito conformacional também estd associado a
quantidade de HPMCAS em um determinado volume de solvente. No regime diluido (<
CAC), as cadeias permanecem majoritariamente desenoveladas onde o polimero se comporta
como em um bom solvente (REHMAN et al., 2019; BRISTOL; LAMM; LI, 2021). A medida
em que a concentragdo de HPMCAS aumenta, ha tendéncia da passagem deste sistema para
um regime de mau solvente. No regime de mau solvente, ndo ha precipitacdo, mas um estado
conformacional de agregagao das cadeias poliméricas. Neste, o comportamento do HPMCAS
tende a ser semelhante ao observado quando o pH esta abaixo do pKa (Figura 7). Entretanto,
esses agregados tendem a ndo apresentar forma definida e possuem um equilibrio de formagao
complexo (FRIESEN et al., 2008; STURM et al., 2016; BRISTOL; LAMM; LI, 2021; JHA;
SHAH; AMIN, 2021). Apesar das caracteristicas promissoras 0 HPMCAS apresenta algumas
limitagdes (UEDA et al., 2014; JHA; SHAH; AMIN, 2021). Dentre elas podemos citar o
carater rigido da membrana e o baixo intumescimento. Entre as formas de minimizar essas
limitagdes podemos citar a utilizagdo de um polimero auxiliar. A mistura fisica de dois ou
mais polimeros, denominadas blendas, representam um sistema complexo capaz de apresentar
efeitos  sinérgicos entre os  constituintes (ABDERRAHIM et al, 2015;
BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; FRANCA et al., 2022a).

Blendas poliméricas se mostram uma maneira interessante de suprir a cristalizacdo e
melhorar a solubilidade e a permeabilidade de farmacos (FAN; LU; LI, 2020). A incorporagao
de um segundo polimero pode contribuir no aumento de solubilidade do farmaco, auxiliar no
processo de liberagdo, aumentar a maleabilidade e o intumescimento (MENG; GALA;
CHAUHAN, 2015; FAN et al, 2018; FAN; LU; LI, 2020). Dentre os polimeros
biodegradaveis capazes de incorporar a CUR podemos citar a Kappa carragena (YEGAPPAN
etal., 2018; FAUZI et al., 2021).

1.8 CARRAGENAS

Carragena ¢ um nome genérico de uma familia de polissacarideos, obtido por extragdo
de certas espécies de algas vermelhas (Rhodophyta). Consistem em alternancia de B-D-
galactopiranose 3-ligada (unidades G) e a-D-galactopiranose 4-ligada (unidades D) ou 3,6-
anidro-a-D-galactopiranose 4-ligada (DA- unidades) (CAMPO et al.,, 2009; SHOJAEE-
ALIABADI et al., 2014; REHMAN et al., 2019). As carragenas sdo classificadas de acordo
com o numero de grupos sulfatados contidos na estrutura dimérica (CAMPO et al., 2009;

PHILLIPS; WILLIAMS, 2009; WAISCZIK, 2020). A Kappa Carragena (k-CAR) (Figura 8)
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contétm um grupo sulfato na estrutura dimérica e se destaca devido as propriedades de
gelificagdo termorreversivel (CAMPO et al.,, 2009; SHOJAEE-ALIABADI et al., 2014;
SATHUVAN et al., 2017; LIU et al., 2018).

Figura 8. Representacdo estrutural do mondmero do polissacarideo Kappa Carragena.
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Fonte: Adaptado de Campo ef al. (2009) (CAMPO et al., 2009).
A k-CAR (Figura 8) ¢ muito utilizada devido as suas propriedades fisico-quimicas
como solubilidade, intumescimento e gelificagdo (EBEWELE, 2000; SUN et al., 2018;
REHMAN et al., 2019). Através das proporcdes de grupo sulfato, e as estruturas tercidrias da
k-CAR, o processo de gelificagdo ¢ muito comum. A gelificacdo da k-CAR ocorre em duas

etapas (Figura 9).

Figura 9. Esquema representativo do processo de transi¢do de fase de bobina para
hélice sob aquecimento da kappa carragena (k-CAR) e agregacdo das hélices sob resfriamento

(hidrogel).
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Fonte: Adaptado de Campo et al. (2009) (CAMPO et al., 2009).
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Primeiro, sob aquecimento ocorre a transicao da estrutura em bobina para hélice. Em
seguida, com resfriamento, hd agregagdo das novas estruturas. A etapa de agregagdo ¢
diretamente dependente dos cations que atuam como contra-ions no meio (CAMPO et al.,
2009; SATHUVAN et al, 2017; LIU et al., 2018; YEGAPPAN et al., 2018; DE
ALCANTARA et al., 2020; WAISCZIK, 2020).0 processo de termogelificagdo reversivel é
uma das caracteristicas que atribui a k-CAR objeto de pesquisa em liberagdo de farmacos.
Entretanto, devido a fraca propriedade de barreira, sdo incorporados outros agentes
(MICHEL; MESTDAGH; AXELOS, 1997, SHOJAEE-ALIABADI et al., 2014,
SATHUVAN et al., 2017, REHMAN et al., 2019; WAISCZIK, 2020).

Membranas de k-CAR e CUR foram estudadas por Liu et al. (2018) para
monitoramento do pH em alimentos (LIU et al., 2018). Nele, ndo foi possivel incorporar mais
que 3% (m/m) de CUR na membrana devido a baixa solubilidade. Se sobressai que os autores

utilizaram emulsificantes para que a CUR se mantivesse dispersa no sistema (LIU et al., 2018;

KADOTA et al., 2020).

Neste trabalho, busca-se a obtencao de uma matriz constituida de HPMCAS e k-CAR
e a incorporacdo de CUR na membrana. Através deste estudo se pretende combinar as
propriedades de barreira e estabilidade do HPMCAS com as propriedades intumescentes da x-
CAR para melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade da CUR. O sistema foi construido de
modo a ser um candidato a dispositivo de administragdo topica no tratamento de fases iniciais

(nevos) do melanoma evitando o aparecimento de metastases.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

Desenvolver membranas poliméricas contendo HPMCAS e k-CAR e a incorporagao

de CUR na membrana visando o tratamento topico.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Calcular a solubilidade entre os componentes da mistura HPMCAS, x-CAR ¢ CUR
através dos parametros de Hansen e Flory-Huggins. Estudar a influéncia dos polimeros
HPMCAS e k-CAR no espectro de emissdo de fluorescéncia da CUR.

Avaliar a dispersao coloidal HPMCAS-CUR por espalhamento de luz (DLS) e por
potencial zeta ((); verificar as particulas secas por microscopia eletronica de transmissao
(TEM); comparar a fragao cristalina no estado solido por difragao de raios X de p6 (XRPD) e
no estado fundido por calorimetria exploratoria diferencial (DSC); verificar a influéncia do
HPMCAS na solubilidade no equilibrio da CUR.

Desenvolver blendas poliméricas de HPMCAS e «-CAR e avaliar a dispersdao da
CUR na matriz filmogénica. Caracterizar as membranas quanto as propriedades Opticas,
térmicas, mecanicas e morfoldgicas, através das técnicas de microscopia Optica com luz
polarizada (PLOM), espectroscopia na regido do UV-visivel (UV-Vis), infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), difracio de raios X (XRD) andlise termogravimétrica
(TGA), calorimetria diferencial de varredura (DSC), andlise dindmico mecanica por rampa de
temperatura e tensdo vs deformacao (DMA), angulo de contato (CA) e microscopia eletronica
de varredura (SEM).

Avaliar a cinética de liberacdo in vitro das formulagdes contendo CUR em meio de
pH simulado e a permeacdo ex vivo em pele humana empregando a célula de Franz, sendo
quantificada por fluorescéncia utilizando curva analitica adequada.

Realizar testes microbioldgicos in vitro das membranas obtidas contra cepas de
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), respectivamente, no intuito de determinar a
concentragao inibitoria minima através do método de microdiluicao.

Estimar a capacidade antioxidante da CUR e das membranas utilizando o 2,2-difenil-

1-picril-hidrazil (DPPHe) como radical livre.
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CAPITULO II

Estudos da curcumina no estado solido e em soluc¢ao
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1 INTRODUCAO TEORICA

Apesar do foco ser uma formulagao sélida, é importante o estudo do comportamento
da CUR e dos polimeros em solu¢ao (EBEWELE, 2000; ZHANG et al., 2019). A
solubilidade termodinamica ¢ definida como a capacidade maxima de um soluto se dissolver
em uma determinada quantidade de solvente (VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009;
MENDES et al., 2019). Trata-se de uma propriedade intrinseca de cada material e depende de
diversos fatores. Temperatura, forca idnica, pH e cristalinidade sdo alguns parametros que
afetam a solubilidade (VIPPAGUNTA et al., 2007; LI et al., 2015; KUMAR et al., 2016). A
solubilizagcdo de uma molécula de baixa massa molecular através de um solvente depende da
quebra das interagdes soluto-soluto e solvente-solvente. O favorecimento das interagdes
soluto-solvente leva em consideracdao a efetividade do afastamento das moléculas do soluto
(desagregacdo) e o transporte de massa do solvente. (VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS,
2009; JUST et al., 2013; LAVRA, 2017).

Para avaliar a interagdo entre soluto-solvente, devemos levar em considera¢do a
natureza e a magnitude das interacdes inter e intramoleculares. Alguns parametros teoricos,
dentre os desenvolvidos por Hansen, permitem prever a miscibilidade através do balango de
forcas adesivas e coesivas sem a necessidade de experimentos (VAN KREVELEN; TE
NIJENHUIS, 2009; LAVRA, 2017). Por se tratar de um balanco energético, o processo de

solubilizacdo pode ser descrito através da equacdo fundamental da termodinamica (Equagao

(1))

AGgoy = Aoy — TASs0; (1)

A variacao de energia livre de solubilizacdo (AGsol) depende da variagdo do estado
energético do sistema (AHso1) € do grau de liberdade associado (ASso1)) (VAN KREVELEN;
TE NIJENHUIS, 2009; JUST et al., 2013; STURM et al., 2016; JHA; SHAH; AMIN, 2021).
Dentre as teorias envolvendo a solubilidade de polimeros, a desenvolvida por Flory e Huggins
se destaca (EBEWELE, 2000; VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009; JUST et al., 2013;
STURM et al., 2016). O modelo de Flory-Huggins ¢ uma forma de representar o equilibrio de
solucdes poliméricas. Apesar de apresentar discrepancias das solugdes reais a teoria consegue
descrever o comportamento de polimeros em um regime diluido (VAN KREVELEN; TE
NIJENHUIS, 2009; JUST et al., 2013; STURM et al., 2016; JHA; SHAH; AMIN, 2021). Para
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um sistema constituido de um polimero e um solvente (molécula de baixa massa molar), o

modelo assume a soma de duas contribuicoes.

A primeira contribuicdo ndo considera sitios especificos de interagdo, mas sim
apenas tamanho e forma. Esta, ndo ¢ afetada em altas temperaturas onde a energia cinética das
moléculas é muito superior a energia de interagdo. A segunda contribuicdo ¢ descrita como a
energia adesiva associada. A energia adesiva ¢ considerada como o excesso de energia
potencial e ¢ denominada como contribuicdo entdlpica do sistema (LACOULONCHE;
CHAUVET; MASSE, 1997; VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009; JUST et al., 2013;
STURM et al., 2016). Através do modelo de Flory-Huggins ¢ possivel inferir os parametros
sobre a solubilidade de um polimero sob o efeito de um farmaco, considerado o solvente,

como por exemplo, a CUR.

A mudanca no ambiente quimico da CUR e dos polimeros pode promover aumento
da solubilidade. A formacao de dispersoes solidas contendo a CUR em uma matriz polimérica
pode também influenciar na morfologia do material final como, por exemplo, no perfil
cristalino. Utilizando medidas de difracdo de raios X de pd (XRPD) ¢ possivel verificar se
houve alteragdes na cristalografia do material (PARADKAR et al., 2004; KAKRAN et al.,
2013; LI et al., 2013; STURM et al., 2016; MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021). A
solubilizacdo envolve a quebra dos reticulos cristalinos da estrutura solida (EBEWELE,
2000). Assim, a mudanga na estrutura cristalina ¢ um parametro importante para avaliar a
solubilidade. Neste sentido, o percentual cristalino ¢ um pardmetro comparativo onde um
solido perfeito tem uma cristalinidade maxima (~100%) enquanto que um liquido tem todos

os seus reticulos cristalinos desfeitos (LIMA, 2014; MEDEIROS, 2019).

Devido aos equilibrios fisico-quimicos e estruturais da CUR ¢ possivel investigar o
ambiente em que ela esta inserida através do fendmeno de fluorescéncia. A alta conjugacdo de
ligagdes m da CUR provoca a emissdo de fotons ndo radioativos se tornando uma espécie de
sonda molecular. A emissao de fluorescéncia permite inferir sobre a disposi¢do da CUR no
microambiente a nivel molecular e a influéncia dos polimeros (MOUSSA; CHEBL; PATRA,
2017; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019; BRISTOL; LAMM,; LI, 2021). A avaliacao da
solubilizagdo e interagdo da CUR podem ser estudados através da fluorescéncia. Como
descrito por Enumo ef al. (2019), a CUR apresenta um equilibrio 1,3 diceto/ceto-endlico que
influéncia o processo de autoagregagao da molécula (MUKERIJEE et al., 2010; MOUSSA;
CHEBL; PATRA, 2017; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). Assim, avaliando os perfis
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espectrais, ¢ possivel constatar quais sdo as distribui¢cdes de espécies presentes em cada
temperatura e se ha influéncia dos polimeros no meio (BHATIA et al., 2016a; ENUMO;
PEREIRA; PARIZE, 2019; JUNIOR, 2020).

Como descrito no Capitulo I, as caracteristicas de autoagregacao do polimero
HPMCAS podem ser evidenciadas de maneira indireta por fluorescéncia (BRISTOL; LAMM;
LI, 2021). Com a CUR atuando como uma espécie de sonda molecular, a autoassocia¢do do
HPMCAS pode ser visualizada. A formagdo de agregados depende da natureza e da
magnitude das interagdes entre a CUR e o HPMCAS. Estes sistemas auto-organizados podem
ser caracterizados por espalhamento dindmico de luz (DLS) que permitem visualizar a
formagao de particulas coloidais e a estabilidade pode ser prevista pelo potencial zeta (). Por
outro lado, o tamanho dito “real” desses agregados ¢ caracterizado e comparado quando seco
por microscopia eletronica de transmissdao (TEM) (BARIK et al., 2007; MUKERIJEE et al.,
2010; LI et al., 2013; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019; BRISTOL; LAMM; LI, 2021;
JHA; SHAH; AMIN, 2021).

O Capitulo II foi empenhado em estudar a intera¢do e determinar a solubilidade da
CUR na matriz de HPMCAS e k-CAR através dos parametros de Hansen e Flory-Huggins
(LUBTOW et al., 2019). Verificar a influéncia do HPMCAS no perfil cristalografico da CUR
através da analise de XRPD e DSC (MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021; BABADI et
al., 2022). Estudos por fluorescéncia permitem avaliar a influéncia dos polimeros e determinar
a solubilidade intrinseca da CUR na matriz de HPMCAS. A formagdao de estruturas
supramoleculares foi caracterizada por DLS, ( ¢ TEM. A solubilidade no equilibrio da CUR
na presenga do HPMCAS foi verificada.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAIS

O Acetato Succinato de Hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS, My, ~ 47694 g mol ™)
da empresa Aquasolve® foi adquirida por doagdo do Laboratorio de Controle de Qualidade
(CCSUFSC). A Kappa-carragena (k-CAR, M~269700 £5,52 g mol ™) e a Curcumina (CUR)
(contendo > 65% de curcumina e < 35% de demetdxi e bisdemetoxicurcumina) foram obtidas
da Sigma Aldrich, etanol foi comprado da NEON. Todos os outros reagentes ¢ solventes
utilizados sdo de grau analitico e usados sem purificagio prévia. Agua deionizada foi utilizada

em todo o estudo.
2.2 METODOS
2.2.1 Avaliacdo de solubilidade via teoria de grupos

Como um indicador da compatibilidade entre a CUR e os polimeros, os valores de
solubilidade de Hansen para as misturas bindrias foram calculados pelo método de
contribuicao de grupos (VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009; LAVRA, 2017). Dentre
as abordagens publicadas, Hoftyzer e Van Krevelen (1976) calcularam as contribuicdes de
solubilidade de alguns grupos de moléculas estimando as contribui¢des dispersivas (apolares),
dipolo (polares) e ligagdes de hidrogénio. De acordo com Van Krevelen et al. (2009) a
solubilidade total (0;) ¢ a soma da contribuicdo de trés componentes de interacdo (Equagao

(2)) (EBEWELE, 2000; VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009).

82, = 624+ 82, + 82, @

Onde &4, O0p € On sdo as contribuigdes dispersivas, polares e de hidrogénio,
respectivamente. Para a determinag¢do da solubilidade, a Equacdo (3) descreve a relacdo
matematica de cada componente. Fqi € a constante de atragdo molar devido ao componente
dispersiva, Fp; € a constante de atracdo molar devido ao componente polar, Eni € a energia da

ligacdo de hidrogénio e Vi € o volume molar (EBEWELE, 2000).

Fy; szi Ep;
= E— = e = e 3
Oa Z Vi »Op / Vi »On Vi )
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2.2.2 Avaliagao de solubilidade via Flory-Huggins

Misturas binarias foram preparadas variando a propor¢do de polimero e curcumina
denominados HPMCAS/CUR (HA) e x-CAR/CUR (CA)), em estudos individuas. As
propor¢des sistema HPMCAS:CUR (HA) foram: 100:0 (HAO00); 70:30 (HA30); 60:40
(HA40); 50:50 (HAS0); 40:60 (HA60); 10:90 (HA90) % (m/m). A mistura bindria x-
CAR/CUR (CA) foi variada nas propor¢gdes 100:0 (CA00); 90:10 (CA10); 80:20 (CA20);
70:30 (CA40); 70:40 (CA40) e 50:50 (CA50) % (m/m). As misturas fisicas de
HPMCAS/CUR e k-CAR/CUR foram preparadas por maceragio em almofariz de Agata com
pistilo por 10 min. As misturas foram analisadas por Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC) como descrito a seguir (TANNO et al., 2004). Os valores da temperatura de fuso e os
respectivos valores de entalpia obtidos através das curvas de aquecimento, e posteriormente

foram relacionados através do modelo de Flory-Huggins (Equagao (4)) (VIEIRA, 2017).

1

— ﬁ = %{ (ln (@cur) + [(1 - %) (<PHPMCA5)] + [xf (QUHPMCAS)Z]} 4)

1
Tin
Onde Tm e T’ sdo as temperaturas de fusdo do firmaco nas misturas fisicas firmaco-
polimero e farmaco puro, respectivamente; R € a constante dos gases; AHm ¢ a variagdo de
entalpia de fusdo do farmaco puro, yr € o parametro de interagdo farmaco-polimero; ¢ ¢ a

fracdo volumétrica do polimero. A Equagao (5) descreve o parametro w, onde MM e p sdo a

massa molar e a densidade teorica da CUR e polimero, respectivamente.

_ MM (polimero)/ p(polimero)
B MM (CUR)/p (CUR) (%)

2.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi empregada para avaliar a
influéncia dos polimeros na temperatura e no AHm da CUR. A interagdo entre cada polimero e
a CUR foi avaliada pela diminui¢cao do ponto de fusdo e/ou desaparecimento do pico de fusdo
da CUR adquirido usando um calorimetro TA modelo DSC-50. Entre 5 e 10 mg de cada
amostra foi depositada em cadinho de aluminio e submetida a aquecimento de 0 a 190 °C com
uma taxa de 10 °C min™! sob atmosfera de nitrogénio (50 mL min™!). Um cadinho de aluminio
vazio foi utilizado como referéncia. (MENDES et al.,, 2019; ENUMO et al.,, 2020;
WAISCZIK, 2020).
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2.2.4 Estudo de interacao por fluorescéncia
2.2.4.1 Efeito da concentrac¢dao de CUR

Isotermas de interagdo da CUR com os polimeros foram realizadas por titulagdo no
fluorimetro Hitachi F-4500 (MENDES et al., 2019). Isotermas de interagdo da CUR com os
polimeros foram realizadas por titulagcdo utilizando uma solugdo estoque de HPMCAS (0,5
mg mL!) e x-CAR (2,0 mg mL™"). Conforme proposto por Enumo et al. (2019), foram
estudadas quatro diferentes temperaturas (293, 298, 303 e 313 K) conduzido em quatro
concentracdes distintas de CUR (4,0; 6,0; 8,0 ¢ 10,0 pg mL™'), em uma cubeta contendo 2,0
mL de 4gua destilada (ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). Assim, ¢ possivel saber qual a
massa de CUR que estd dispersa na cubeta contendo agua. Aliquotas dos polimeros foram
adicionadas a cubeta contendo a CUR. A interacdo/solubilidade da CUR com cada polimero
foi avaliada adquirindo o espectro de fluorescéncia no intervalo de 450 a 700 nm usando um
hexe = 430 nm e monitorando a intensidade de emissdo em 538 nm. A solubilidade nos
polimeros foi obtida pela interseccdo de duas linhas derivadas da regido de intera¢do e da
regido de saturacdo da curva de emissdo maxima em funcdo da massa de HPMCAS. Em cada
temperatura, foram obtidas quatro curvas tendo a massa inicial de CUR como varidvel
independente. A intersec¢do individual dessas curvas fornece a quantidade de matéria de
HPMCAS para solubilizar a CUR em diferentes quantidades de CUR e temperatura. Através
do coeficiente angular do grafico ncur vs nupmcas € possivel calcular a solubilidade intrinseca

(x) em mol de CUR por mol de polimero.

Mesmo em sistemas complexos, a equacdo de van’t Hoff (Equacdo (6)) pode se
adequar de forma satisfatoria. Através da equacdo fundamental da termodinamica (Equagado
(1)) € possivel relacionar o pardmetro x com a solubilidade de equilibrio da CUR em agua
(Sw = 3,64 umol L!) com o pardmetro entropico (AS) e entalpico (AH) de solubilizagio

(Equagao (6) e (7)).

X
AG = ~RT In () ©

—RTIn (%) = AH — TAS -
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2.2.5 Espalhamento de luz dinAmico (DLS)

A determinagdo do raio hidrodindmico (Rn) foi realizada utilizando o equipamento
multiusuario modelo Zetasizer Nano Series marca Malvern Instruments, com laser de 633 nm,
disponivel no Laboratério de Catalise Biomimética (LaCBio). A intensidade do espalhamento
de luz foi verificada a 173°, em triplicata, com o acimulo de 15 correlogramas das amostras
com diferentes massas de CUR ap0s a finalizagdo da titulacdo fluorimétrica (BHATIA et al.,
2016a; KUMAR et al., 2019). Foi utilizada célula capilar plastica de 3 mL e a concentragao
de cada dispersdo diluida foi de 0,1 mg mL!. Através desta técnica é possivel obter a curva de
correlacdo (G (1)). Através do tempo de decaimento obtido pela curva de correlacdo foi

possivel estimar o raio hidrodindmico do coloide utilizando a equagdo de Stokes-Einstein

(Equacao (8)).

_ Tkg
6mnRy, (8)

Em que o coeficiente de difusdo (D), constante de Boltzmann (ks), viscosidade (1) e
temperatura (T) do meio tornam possivel calcular o raio hidrodinamico (Rn) da particula. Essa
relagdo vale para uma esfera cujo raio seja tdo grande que o meio viscoso seja considerado

continuo.

2.2.6 Potencial zeta (()

O potencial zeta ({) foi determinado utilizando o equipamento multiusuario modelo
Zetasizer Nano Series marca Malvern Instruments, com laser de 633 nm, disponivel no
Laboratdério de Catalise Biomimética (LaCBio). A andlise foi realizada em célula capilar

plastica de 1 mL em pH 6,0. O potencial zeta pode ser calculado através da Equacao (9).

_Amun
$=—F )

A Equagado (9) relaciona o potencial aplicado (E), a viscosidade do solvente (1), a
constante dielétrica do solvente (&) e a mobilidade eletroforética (p), esta ultima, determinada
experimentalmente para calcular o potencial zeta (¢) da dispersio (HARADA et al., 2014;
SANCHES et al., 2020).
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2.2.7 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

O tamanho e morfologia das particulas foram avaliados por microscopia eletronica
de transmissao (TEM) utilizando um microscopio JEM 1011 operando a uma voltagem de
aceleracdo de 80 kV. O preparo do grid ocorreu 24 h antes da analise, onde 2 mL das solucdes
contendo CUR ap6s o ensaio de fluorescéncia (HAC40, HACO, HAC80 HAC100) foram
filtradas utilizando membranas Sartorius® 0,45 um. 10 pL desta solucdo foi depositado em
grid de cobre recoberto com carbono. O excesso removido com papel filtro e por ultimo

corado com acetato de uranila 1% (SANCHES et al., 2020).
2.2.8 Perfil cristalografico

Os difratogramas foram obtidos utilizando-se equipamento 6-6 D2 Phaser (Bruker),
com uma radiacio de cobre Ka (AL = 1,5418 A), operando em uma corrente de 10 mA e
voltagem de 30 kV, equipado com um detector de cintilagdo unidimensional LINXEYE. As
medidas foram realizadas a temperatura ambiente, em porta amostras com cavidade, através
de varredura angular a 20 na faixa de 5° a 50°, com step angular de 0,091°s! (FRANCA,
2016). O grau de cristalinidade do p6 (Xc¢) foi determinado utilizando-se a Equacao (10), onde
Anmix € a area da fracdo cristalina da mistura; A°cur € a area do difratograma da curcumina

livre e fcur € a fragdo massica de CUR na amostra.

X, = —Amix_ (10)
ACyr * feur

2.2.9 Solubilidade no equilibrio

A quantidade em excesso pesada de CUR e as formula¢des foram colocadas em um
tubo de ensaio de 5 mL para cada sistema estudado, ¢ 3 mL do solvente (dgua destilada)
foram adicionados no tempo zero. As formulagdes foram preparadas de modo a manter a
massa de CUR constante, mas variando as propor¢des de HPMCAS para obter as condigdes
avaliadas no estudo de fluorescéncia. O tubo de ensaio foi selado e mantido sob agitacao
vigorosa imerso em banho-maria a temperatura constante (25 °C £ 1) durante 48 h. Amostras
(em duplicata) foram retiradas e filtradas usando uma membrana de filtro Sartorious® de 0,45
pum, diluida em EtOH e analisadas com a curva de calibracdo obtida por fluorescéncia
apresentada no Apéndice B (TONNESEN; MASSON; LOFTSSON, 2002; STURM et al.,
2016; ZHANG et al., 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 AVALIACAO DE SOLUBILIDADE VIA TEORIA DE GRUPOS

O processo de solubilizagdo de uma substancia resulta da intera¢do entre a espécie que
se deseja solubilizar (soluto) e a substancia que a dissolve (solvente) (ATKINS; JONES,
2009; ATKINS; DE PAULA; KEELER, 2019). A solubilidade pode ser definida como a
quantidade de soluto que dissolve em uma determinada quantidade de solvente em condigdes
de equilibrio (DOKTOROVOVA; SOUTO; SILVA, 2018; LUBTOW et al., 2019; MENDES
et al., 2019). Apesar de ser um critério quantitativo alguns parametros teoricos podem inferir

sobre a solubilidade de forma semiquantitativa.

Segundo Van Krevelen et al. (2009), quanto menor for a diferenca de solubilidade
total (&;) entre substidncias, maior a chance destes componentes serem misciveis. A
solubilidade total ¢ estimada através da soma das contribui¢des dispersivas (d4), polares (5p) €
de hidrogénio (dn) que uma molécula apresenta. Essas componentes levam em consideragdo
0s grupos quimicos presentes € a simetria da estrutura analisada. Alguns autores relatam
experimentalmente que os componentes misciveis apresentam a diferenca de AS; < 7,0 MPa'?
(HANSEN, 2007; VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009; JUST et al., 2013; LAVRA,
2017). As contribui¢des de solubilidade associada as contribui¢des dispersivas (0q), polares
(0p) € hidrogénio (dn) foram estimadas utilizando o Anexo A. Os pardmetros de solubilidade

dos polimeros (HPMCAS e k-CAR) e da CUR (na forma diceto) estdo apresentadas na Tabela
1.

Tabela 1. Parametros de solubilidade calculados através do método de contribuicao de

grupos.
da(MPa?)  §,(MPa?)  on(MPa'?)  ((MPa'?)  Adicur(MPal?)
HPMCAS 17,7 1,3 9,8 20,3 1,0
k-CAR 11,1 24,1 6,4 273 6,0
CUR 16,4 3,5 13,2 21,3 0

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Observa-se através dos dados apresentados na Tabela 1 que as componentes
dispersivas (d4) sao maiores na CUR e no HPMCAS (LI et al., 2013; STURM et al., 2016). A
magnitude dispersiva (d4) da CUR pode ser atribuida majoritariamente aos anéis aromaticos.
A a presenga dos grupos acetatos contidos e a estrutura da cadeia principal do HPMCAS

contribuem para um valor relativamente alto da 64. As componentes dispersivas tendem a
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diminuir a polaridade da molécula que, por sua vez, apresenta solubilidade limitada em
solventes polares (TANNO et al., 2004; LI et al., 2013). A 04 da k-CAR apresenta valores
inferiores aos demais apresentados na Tabela 1 devido ao carater polar do polissacarideo

(HANSEN, 2007; SHOJAEE-ALIABADI et al., 2014; FARHAN; HANI, 2017).

As componentes polares (0p) apresentadas Tabela 1 indicam que, entre as substancias
mostradas, as componentes do HPMCAS e CUR apresentam valores mais proximos. A
componente polar da k-CAR apresentou valores elevados por se tratar de um polissacarideo
sulfatado. Os grupos sulfatos e hidroxila na estrutura da k-CAR promovem intera¢des idnicas
e dipolo-dipolo (MICHEL; MESTDAGH; AXELOS, 1997; WAISCZIK, 2020). As
componentes de hidrogénio (6n) sdo tratadas separadamente devido a magnitude da interagdo

(Tabela 1) (VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009).

As on indicam um tipo forte de interacdo molecular proveniente do dipolo elétrico
formado entre o hidrogénio e um atomo eletronegativo (ATKINS; JONES, 2009). De maneira
comparativa, o HPMCAS e CUR apresentam valores mais proximos na componente 6, do que
a k-CAR e a CUR. Sistemas com componentes de On proximos tendem a apresentar uma
solubilidade denominada “mutua” (HANSEN, 2007; VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS,
2009).

Doktorovova et al. (2018) avaliou a miscibilidade da CUR em sistemas lipidicos e
surfactantes (DOKTOROVOVA; SOUTO; SILVA, 2018). Os valores das componentes de
solubilidade calculadas para a CUR na forma diceto foram 17,8, 4,01, 11,9 ¢ 21,8 MPa'”? para
dd, Op, On € O, respectivamente. Excelente correlacdo entre os pardmetros previstos e a
solubilidade aparente entre os carreadores e a CUR foi observada (PARADKAR et al., 2004;
LIAO et al., 2017, DOKTOROVOVA; SOUTO; SILVA, 2018; ILANGOVAN et al., 2018).
Os valores calculados por Doktorovova et al. (2018) apresentam semelhanga aos expostos
para a CUR na Tabela 1. A proximidade entre os dados obtidos confere legitimidade aos

calculos realizados e concordancia dos parametros exibidos no presente trabalho.

No trabalho desenvolvido por Liibtow et al. (2019) foi estudado a solubilidade da

CUR com diversos copolimeros variando o bloco hidrofobico (LUBTOW et al., 2019). A

172

solubilidade total calculada para o tautomero ceto-enol foi de 25,5 MPa'“. A diferenca

associada aos valores apresentados neste trabalho (de 21,3 MPa'?) pode estar associada a
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forma tautomérica escolhida (diceto) para os célculos (KUMAR; GUPTA, 1998; VAN
KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009; JUST et al., 2013).

No presente estudo, observa-se que ambos os polimeros (HPMCAS e «-CAR)

apresentam um Ad; com relagdo a CUR inferior a 7,0 MPa'”?

indicando compatibilidade entre
os polimeros e a CUR (HANSEN, 2007; JUST et al., 2013; DOKTOROVOVA; SOUTO;
SILVA, 2018). Os parametros de solubilidade obtidos pela contribui¢do de grupos presumem
a miscibilidade tedrica entre os polimeros e a CUR. Ressalta-se que o método de Hansen nao
leva em consideragdo a transicao sol-gel da k-CAR, diferentes conformagdes do HPMCAS e a
presenga de dimeros da CUR. Essas propriedades afetam a solubilidade mas ndo sdo levadas
em consideracdo no célculo de Hansen que podem causar divergéncias (HANSEN, 2007;

JUST et al., 2013; LUBTOW et al., 2019).

As contribui¢des de miscibilidade dos componentes denotam menores desvios quando
utilizadas de modo comparativo dentro de um mesmo experimento. A presenga de diversas
fontes envolvendo a energia associada a cada grupo quimico resulta em oscilagdes nos valores
calculados. Por isso, a conferéncia com os dados encontrados na literatura esta sujeita a
desvios que podem ou ndo ser significativos. Assim, os parametros de Hansen funcionam
melhor de maneira comparativa dentro de um experimento onde utiliza-se a mesma origem
bibliografica dos valores de energia (HANSEN, 2007, KAKRAN et al, 2013;
DOKTOROVOVA; SOUTO; SILVA, 2018; LUBTOW et al., 2019).

Para investigar a miscibilidade e interagdo entre os componentes, o parametro de
Flory-Huggins dos polimeros com a CUR foi determinado utilizando medidas de calorimetria

exploratoria diferencial (DSC).
3.2 DETERMINACAO DO PARAMETRO DE FLORY-HUGGINS

O modelo de Flory-Huggins foi desenvolvido essencialmente para descrever o
comportamento de polimeros em um solvente no regime diluido (VAN KREVELEN; TE
NIJENHUIS, 2009; JHA; SHAH; AMIN, 2021). A teoria ¢ baseada na termodindmica de
misturas considerando que o ASso ¢ minimizado devido aos varios segmentos que a cadeia
polimérica apresenta (VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009). Assim, pode-se
correlacionar a AHgoi de uma mistura binaria com a fracdo volumétrica molar do polimero e
do solvente (LACOULONCHE; CHAUVET; MASSE, 1997; STURM et al., 2016). Dentre as

formas de medir a variacdo de entalpia no estado fundido de uma mistura esta a técnica de
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calorimetria exploratoria diferencial (DSC). As analises de DSC permitem medir o calor que
uma substancia absorve (endotérmico) ou libera (exotérmico) a uma taxa de aquecimento
constante. As curvas de aquecimento de DSC para os componentes puros k-CAR, HPMCAS e

CUR estao apresentadas na Figura 10.

Figura 10. Curva de aquecimento de DSC da CUR e dos polimeros k-CAR e
HPMCAS.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Na Figura 10 € possivel observar que tanto para a k-CAR quanto HPMCAS hé uma
regido larga e endotérmica em torno de 100 °C. Esse evento estd associado a evaporacdo da
agua livre adsorvida na estrutura dos polimeros (KONNO et al, 2008;
BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; BRISTOL; LAMM,; LI, 2021). Além da saida da
agua, a k-CAR apresenta um evento endotérmico em torno de 190 °C referente a fusdo da
parcela cristalina do polissacarideo sulfatado. Estudos anteriores indicam que este evento
antecede a degradacao da k-CAR que ocorre em torno de 250 °C (SHAHBAZI et al., 2016;
VOLOD’KO et al., 2016). A curva de aquecimento da CUR na faixa de temperatura avaliada
apresenta apenas um evento endotérmico em 174,3 °C referente a fusdo do composto

cristalino (DEWANGAN et al., 2017; WAISCZIK, 2020). As curvas de aquecimento das
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misturas binarias HPMCAS-CUR (HA00-HA90) e k-CAR-CUR (CA00-CA50) sao

apresentadas abaixo (Figura 11).

Figura 11. Curvas de aquecimento (DSC) dos polimeros HPMCAS (a,b) e k-CAR
(c,d) com o aumento da quantidade de CUR (% (m/m)) na dispersdo sélida. O sufixo a cada

codigo (HA/CA) ¢ referente ao % de CUR na mistura.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Através do perfil da curva de aquecimento na Figura 11 ¢é possivel avaliar o
comportamento térmico das misturas. A presenca de agua nas curvas (~100 °C) evidencia que
a analise foi realizada em uma unica corrida. A decisdo de nao utilizar duas corridas, ou seja,
apagar a historia térmica, foi realizada para ndo influenciar na estrutura da CUR (EBEWELE,
2000; STURM et al., 2016). Através das diferentes propor¢des de polimero e CUR foi
possivel avaliar como a temperatura de pico e a variagdo de entalpia mudam em cada
composicdo. Observa-se na Figura 11 a elevagdo no evento endotérmico em ~174,3 °C
conforme o percentual de CUR aumenta. Devido a caracteristica amorfa do HPMCAS, nao foi

possivel caracterizar a temperatura de fusao do derivado de celulose (Figura 11 (a,b)). Os
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eventos de fusdo presentes, como o da fracdo cristalina da k-CAR (~190 °C) e da CUR

(~174,3 °C), sdo observados na curva de aquecimento (Figura 11 (c,d)).

Nas misturas binarias identifica-se o decrescimento na temperatura de evaporacao da
agua adsorvida no HPMCAS (Figura 11 (a)) e da k-CAR (Figura 11 (c)) conforme o % de
CUR aumenta. A diminui¢ao na temperatura de saida da H>O nos polimeros conforme a CUR
¢ adicionada pode indicar mudangas no ambiente quimico da matriz polimérica. A menor
temperatura de evaporacao pode estar associada a uma espécie de expulsao das moléculas de
agua no ambiente rico em CUR. A diminui¢do da energia (térmica) necessaria para que a dgua
evapore pode estar relacionada a presenga da CUR na matriz polimérica. A CUR atuando
como um bom solvente pode propiciar a diminui¢do do potencial quimico dos polimeros na
mistura e facilitar a saida da dgua adsorvida (PARADKAR et al., 2004; VAN KREVELEN;
TE NIJENHUIS, 2009; LI et al., 2013; MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021). Através
das curvas de aquecimento em diferentes proporc¢des entre a mistura binaria HPMCAS-CUR e

k-CAR-CUR foi possivel construir o diagrama de Tamman (Figura 12 (a,b)).

Figura 12. Diagrama de Tamman mostrando a entalpia de fusdo da CUR na mistura
binaria HPMCAS-CUR (a) e da CUR e k-CAR (b) do sistema binario k-CAR-CUR versus a

porcentagem em massa da CUR incorporada.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O diagrama de Tamman na Figura 12 (a,b) nos d4 informagdes sobre a
compatibilidade e solubilidade da CUR com cada polimero. A solubilidade da CUR em cada
matriz pode ser assumida quando nao ha energia necessaria para quebrar o reticulo cristalino

(AHm = 0) (BAIRD; TAYLOR, 2012; KAKRAN et al., 2013). Em uma substancia pura, com
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um perfil cristalino, o valor de AHm ¢ constante e caracteristico do material. Os valores de
solubilidade da CUR em % (m/m) obtidos através da extrapola¢do do eixo (AHcur = 0) do
diagrama foi de 14,2 e 5,1 % (m/m) para o HPMCAS e k-CAR, respectivamente
(WICAKSONO; SETYAWAN, 2018; ENUMO et al., 2020). Através do diagrama de
Tamman constata-se a capacidade, quase que trés vezes maior, do HPMCAS com relagdo a k-
CAR em solubilizar a CUR. Esse comportamento pode estar relacionado a presenca de grupos
hidrofobicos do HPMCAS que estabilizam a estrutura da CUR no estado fundido diminuindo
o potencial quimico da mistura (VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009). Devido a
presenga de agua, ndo foi possivel estimar a variagdo na T do HPMCAS (~ 57 °C). Presume-
se que a mobilidade acima da transi¢do vitrea do HPMCAS seja um dos fatores que contribua

para a menor temperatura fusdo da CUR.

Um diagrama de Tamman associado a miscibilidade da CUR foi construido por
Enumo et al. (2019) (WICAKSONO; SETYAWAN, 2018; ENUMO; PEREIRA; PARIZE,
2019). No diagrama, foram avaliados o percentual em massa de CUR capaz de ser
solubilizada em dois copolimeros. A fracdo soltivel da CUR nos copolimeros foram entre 14,4
e 15,2 % (m/m) (KAROLEWICZ et al., 2017, ENUMO et al., 2020). No trabalho, foi
utilizado copolimeros capazes de formar micelas e estabilizar a CUR em um nucleo
hidrofobico bem definido. Micelas poliméricas sdo sistemas altamente estdveis atribuindo
maior solubilidade da CUR no meio (PARADKAR et al., 2004; LI et al., 2013; MOUSSA;
CHEBL; PATRA, 2017; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).

Por intermédio do modelo de Flory-Huggins ¢é possivel avaliar o grau de miscibilidade
entre a CUR e os polimeros. A teoria de Flory-Huggins estima parametros termodinamicos
associados a uma solugao polimérica (HANSEN, 2007; VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS,
2009). O método de depressao do ponto de fusdo determina a miscibilidade fArmaco-polimero
quando uma significativa diminui¢do da T € observada para o fairmaco devido a mistura
exotérmica. Em outras palavras, trata-se de um processo espontaneo e o potencial quimico do
farmaco na mistura ¢ reduzido em relacdo ao farmaco puro (VAN KREVELEN; TE
NIJENHUIS, 2009; VIEIRA, 2017). Assim, valores de yr positivos indicam que o sistema ¢
imiscivel enquanto valores negativos de yr geralmente sugerem miscibilidade (STURM et al.,
2016; VIEIRA, 2017). A avaliacdo da miscibilidade ¢ observada pela diminuicao da
temperatura de fusdo da CUR com o incremento de polimero (Figura 11). O plot linearizado

de Flory-Huggins para as misturas binaria HPMCAS-CUR e k-CAR-CUR ¢ apresentado na
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Figura 13. O coeficiente de correlagdo e o parametro de Flory-Huggins de cada sistema

bindrio ¢ apresentado na Tabela 2.

Figura 13. Ajuste do modelo de Flory-Huggins através do método de depressao do

ponto de fusdo no sistema binario HPMCAS-CUR (a) e k-CAR-CUR (b) versus a fracao

volumétrica molar do respectivo polimero ao quadrado.
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Tabela 2. Parametro de Flory-Huggins (yr) e coeficiente de correlacdo dos sistemas

binarios HPMCAS-CUR e k-CAR-CUR através do método de depressao do ponto de fusao.

Sistema Parametro de Flory-Huggins (%) Coeficiente de correlagio
HPMCAS-CUR -2,057 £0,25 0,97
k-CAR-CUR 1,528 £ 0,109 0,99

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Um sistema considerado miscivel ¢ descrito como uma Unica fase homogénea onde os
componentes estdo intimamente misturados e possuem propriedades fisicas distintas dos
componentes puros (LACOULONCHE; CHAUVET; MASSE, 1997; MENDES et al., 2019).
Observa-se um valor de xr para 0 HPMCAS-CUR negativo, caracterizando a miscibilidade do
polifenol no derivado de celulose. Uma observagdo importante sobre o parametro yr ¢ que o
HPMCAS possui baixa Tg (~57 °C), relativa a Ty da CUR (~174,3 °C). Essas caracteristicas
favorecem cineticamente a mistura, pois 0 HPMCAS j4 estd em um estado borrachoso por um
periodo relativamente longo antes do inicio da fusdo da CUR. Assim, o HPMCAS possui
tempo e mobilidade suficiente para interagir com a CUR de maneira homogénea
(LACOULONCHE; CHAUVET; MASSE, 1997; VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009;
VIEIRA, 2017; MENDES et al., 2019; JHA; SHAH; AMIN, 2021).



54

Em contraste, o valor de s (Tabela 2) para a mistura k-CAR-CUR indica uma mistura
imiscivel e endotérmica. Polimeros com alta T, como a k-CAR (Tm ~190 °C), podem ndo se
comportar como um liquido durante o processo de fusdo do farmaco levando a uma
mobilidade molecular reduzida e insuficiente. Desta maneira, a k-CAR nado possui tempo
suficiente para fundir e dispersar a CUR em um meio fluido, resultando em uma mistura nao
favoravel (LACOULONCHE; CHAUVET; MASSE, 1997; VAN KREVELEN; TE
NIJENHUIS, 2009; BAIRD; TAYLOR, 2012; TRASI et al., 2014; VIEIRA, 2017).

No estudo desenvolvido por Vieira (2017) foi avaliado o pardmetro de Flory-Huggins
entre o farmaco epiisopiloturina ¢ HPMCAS pelo método de depressdo do ponto de fusdo
(VIEIRA, 2017). A autora obteve um yrde -2,54 para a mistura entre o farmaco e o derivado
de celulose indicando um sistema miscivel (VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009;
VIEIRA, 2017; LUBTOW et al., 2019).

Através do parametro de Flory-Huggins constata-se que o HPMCAS ¢ capaz de
solubilizar a CUR e indica ser imiscivel no polissacarideo sulfatado. A solubiliza¢do ocorre,
provavelmente, por interagdes intermoleculares entre os componentes e sdo responsaveis pelo
aumento da solubilidade da CUR no meio. A estabilizacdo se dd por interagdes fracas,
hidrofobicas e, principalmente, de hidrogénio entre os componentes (LACOULONCHE,;
CHAUVET; MASSE, 1997; GOUD et al.,, 2012; WICAKSONO; SETYAWAN, 2018;
FRANCA et al., 2022b).

Mediante os dados até aqui apresentados ¢ possivel identificar através do diagrama
de Tamman e o pardmetro de Flory-Huggins a compatibilidade entre os componentes (VAN
KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009; JUST et al., 2013; STURM et al., 2016; LUBTOW et
al., 2019). O parametro yr avaliado sob altas temperaturas pode oferecer certa direcao sobre a
miscibilidade, mas ndo determina como o sistema se comporta a temperatura ambiente
(VIEIRA, 2017). De modo a avaliar o comportamento desses sistemas em solucdo, estudos de

fluorescéncia foram designados e apresentados a seguir.
3.3 ESTUDO DE INTERACAO VIA FLUORESCENCIA
3.3.1 Efeito da concentracio de CUR

O estudo da interagdo da CUR com os polimeros em solu¢do aquosa ¢ de grande

interesse para o desenvolvimento de formulacdes. Para avaliar o equilibrio D/CE da CUR, o
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comprimento de onda de excitacdo utilizado foi de 430 nm, sendo referente a forma ceto-enol
(MOUSSA; CHEBL; PATRA, 2017). O perfil de interagdo da CUR com o HPMCAS e -
CAR foi acompanhado por emissao de fluorescéncia (Figura 14) adicionando-se a solugdo
aquosa de CUR (8 png), aliquotas de uma solu¢ao concentrada de cada polimero de acordo

com a descrigao do item 2.2.4.1.

Figura 14. Variacao do espectro de emissdo da CUR (8 pg) em funcdo da massa de (a)
HPMCAS (0- 60 ng) e (b) k-CAR (0- 60 ug) em agua. Aexe= 430 nm e T =298 K. A massa de
CUR indicada ¢ obtida sabendo o volume da aliquota retirada da solugdo estoque de CUR em

EtOH e transferida para a cubeta contendo 2 mL de agua.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Observa-se que no sistema HPMCAS-CUR (Figura 14 (a)), conforme adiciona-se
polimero, ocorre um aumento na emissdo de fluorescéncia da CUR. J4 a titulagdo com o
polimero k-CAR (Figura 14 (b)) ndo apresentou uma variacdo na intensidade de emissdo
mesmo com grandes quantidades de k-CAR. Esse comportamento pode estar associado ao
parametro de Flory-Huggins que evidenciou um sistema que pode ser solivel entre o
HPMCAS-CUR e insolavel para k-CAR-CUR. Desta maneira, observando a variacdo de
emissao, o estudo por fluorescéncia e os demais experimentos neste capitulo se deu apenas
para o sistema HPMCAS-CUR. Curvas isotérmicas titulando HPMCAS em solugdes aquosas
de CUR foram construidas. As isotermas de HPMCAS-CUR usando diferentes quantidades
de CUR (8-20 pg) foram monitoradas no Aemi (538 nm). Os experimentos envolvendo o
sistema HPMCAS-CUR foram realizados em 4 temperaturas diferentes (293 K, 298 K, 303 K

e 313 K). O perfil de emissao, como exemplo, ¢ apresentado na Figura 15 e as quatro curvas
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construidas em cada temperatura sdo mostradas na Figura 16. As massas de CUR indicadas
sdo obtidas sabendo o volume da aliquota retirada da solucdo estoque de CUR em EtOH e

adicionadas a cubeta contendo agua.

Figura 15. Variagdo na intensidade de emissao de fluorescéncia da CUR (8-20 pg) em
meio aquoso avaliando cfom o aumento da massa de HPMCAS (0-60 pg). Aexe=430nme T =
303 K. A massa de CUR indicada ¢ obtida sabendo o volume da aliquota retirada da solugdo

estoque de CUR em EtOH e transferida para a cubeta contendo 2 mL de agua.
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Figura 16. Variagdo da intensidade de emissdo da CUR (8-20 pg) em meio aquoso

monitorada em 538 nm com o aumento da concentragdo de HPMCAS. S3ao mostrados os

resultados referentes as temperaturas de 293 K (a), 298 K (b), 303 K (c) e 313 K (d).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Massa HPMCAS (n.g)

Inicialmente, observa-se na Figura 16 que a intensidade de emissdo da CUR ¢é muito

pequena, causado pelo processo de supressdo e auto-agregacdo deste composto em meio

aquoso (MUKERIJEE et al., 2010; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). Apoés as adi¢des de

aliquotas crescentes de HPMCAS ¢ possivel verificar um aumento gradativo na intensidade
de emissdao de fluorescéncia da CUR (MOUSSA; CHEBL; PATRA, 2017; ENUMO;
PEREIRA; PARIZE, 2019). Em 4gua, o mecanismo majoritario de solvatacdo da CUR ¢ por
ligagdes de hidrogénio entre CUR e agua ou entre CUR—CUR (M2) (ENUMO; PEREIRA;
PARIZE, 2019). Apos a adi¢do do HPMCAS, a CUR se difunde para o meio interno das

cadeias poliméricas, formando uma espécie de agregado supramolecular. Suspeita-se que este

agregado seja mantido por meio de interagdes intermoleculares entre a CUR e o HPMCAS

(FRIESEN et al., 2008; WANG et al., 2018).
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Na regido ascendente da curva, presume-se que o HPMCAS estd na conformacgao
aleatdria indicando igual acessibilidade das moléculas de CUR para a estrutura do HPMCAS
em solucdo. A segunda etapa da curva ¢ considerada um estagio de saturacao onde nao ha
mais efeito do HPMCAS na emissao da CUR (BARIK et al., 2007; BHATIA et al., 2016a;
ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). O comportamento nesta regido pode ser interpretado
de duas formas: pela perspectiva da CUR ou do HPMCAS. Nesta concentragdo de saturagao,
as moléculas de CUR disponiveis interagem com a estrutura do HPMCAS, onde o excesso
nao produz mais efeito significativo na emissao. Do ponto de vista do HPMCAS, a CUR pode
estar atuando como uma sonda ¢ identifica a transi¢do de fase do HPMCAS caracteristica de
sistemas aquosos diluidos (BRISTOL; LAMM; LI, 2021). Com o aumento da concentragao
de HPMCAS no sistema, o polimero atinge a CAC e colapsa, ndo tendo mais sitios
disponiveis para interagir com a sonda (FRIESEN et al., 2008; WANG et al., 2018;
BRISTOL; LAMM; LI, 2021). Como observado na Figura 16, conforme a temperatura
aumenta, principalmente em 313 K, o perfil da curva sofre alteracdes. Este comportamento
relaciona-se ao equilibrio D/CE da CUR com a temperatura. Em temperaturas elevadas, o
equilibrio tautomérico ¢ deslocado no sentido da forma diceto (MOUSSA; CHEBL; PATRA,
2017). Assim, evidencia-se que, possivelmente, no regime mais diluido (8 pg de CUR) h4 este
deslocamento no equilibrio que afeta a avaliacdo do efeito polimérico na emissdo da forma

ceto-enol.

Através da intersec¢do das curvas entre a regido ascendente e de saturagdo de emissao
foi relacionado o numero de mols necessario de HPMCAS para solubilizar uma certa
quantidade de CUR (BARIK et al., 2007; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). A curva
referente a0 nimero de mols de HPMCAS e CUR ¢ apresentada na Figura 17 (a) onde o

coeficiente angular ¢ denominado como solubilidade intrinseca ().
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Figura 17. (a) Solubilidade de cada quantidade de CUR (8 pg,12 pg, 16 pg e 20 ng)
utilizada para calcular a solubilidade intrinseca (y) em HPMCAS em diferentes temperaturas.
(b) Ajuste dos pontos experimentais de AG em funcdo de T relacionado a interacdo entre a

CUR e 0o HPMCAS em meio aquoso utilizando um modelo linear.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Em posse das curvas apresentadas na Figura 17 (a) verifica-se que, com o aumento de
quantidade de CUR presente no sistema, maior ¢ a quantidade necessaria de HPMCAS para
solubiliza-la (ESHRA et al., 2017, ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). A determinacao do
coeficiente angular () permitiu-se relacionar a variagdo de energia livre (AG) com a
temperatura através da Equacdo (6) e (7) (Figura 17 (b)). Assim, determinou-se os demais
parametros termodinamicos de solubilizacdo. Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de
solubilidade intrinseca (y), razdo de y pela solubilidade termodinamica (x Sw™') e variacdo de
energia livre (AG). Através da relagdao fundamental da termodinamica foi estimado a varia¢ao
de entalpia (AH, coeficiente linear) e variacdo de entropia (AS, coeficiente angular) de
solubilizacdo em cada temperatura (SIMONELLI; MEHTA; HIGUCHI, 1976; STURM et al.,
2016; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).
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Tabela 3. Solubilidade intrinseca (y) da CUR em HPMCAS, razio de y pela
solubilidade termodinamica (y Sw!), variacdo da energia livre de Gibbs (AG) em funcdo da
temperatura. Variacdo de entalpia (AH) e entropia (AS) de solubilizagdo e o respectivo

coeficiente de determinacio (R?).

T ¢ X )& AG AH AS
em[g(r)a ura (molcyg 1 SW (L ) (le (kJmol (Jmol' R
molypyicas ) molypncas ) mol ) " K"
293 102,8 2,825E7 -41,79
298 82,99 2,279E7 -4198 -17,99+ 80,9 + 0.98
303 78,05 2,144E7 -42.52 2,34 7,77 ’
313 62,40 1,714E7 -43 .35

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Observa-se na Tabela 3 um decréscimo na solubilidade intrinseca () com o aumento
da temperatura. Este comportamento pode estar relacionado a aumento da solubilidade aquosa
de ambos os componentes (CUR e HPMCAS) (BAIRD; TAYLOR, 2012; FRANCA et al.,
2022b). Observa-se através do AG, que a incorporagdo da CUR no HPMCAS ¢ um processo
espontaneo em toda a faixa de temperatura avaliada (293 a 313 K) (MUKERIJEE et al., 2010;
KUMAR et al., 2016; MOUSSA; CHEBL; PATRA, 2017; ENUMO; PEREIRA; PARIZE,
2019). Estes resultados indicam a espontaneidade do sistema e como fatores associados a
concentracdo e temperatura afetam a dindmica (MOUSSA; CHEBL; PATRA, 2017;
ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).

O efeito de solubilizagdo com a temperatura foi investigado por Enumo et al. (2019).
Os autores observaram que, com o aumento da temperatura, o equilibrio D/CE da CUR ¢
favorecido e a dimerizacdo das moléculas de CUR nao ¢ mais estavel. A dissociagao
secundaria entre as moléculas de CUR favorece a solubilizagdo da estrutura em agua
(ENUMO:; PEREIRA; PARIZE, 2019). O aumento da solubilidade com a temperatura acaba
prejudicando processos de auto associacdo. Assim, tem-se uma diminui¢do na solubilidade
intrinseca da CUR com o HPMCAS devido a diminuigdo do efeito hidrofobico (BARIK et al.,
2007; KUMAR et al., 2016; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).

Os dados apresentados na Tabela 3 apresentam um valor negativo na variagdo de
entalpia. A alta magnitude da variacdo de entalpia determinado pela equag¢do de van’t Hoff
pode estar associada a mais de um evento (KUMAR; GUPTA, 1998; HAZRA et al., 2014;
KUMAR et al., 2016). A solubilizacio da CUR em si, apresenta-se na ordem de 300-500 J
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mol !, neste sentido, fica evidente que niio é apenas a solubilizagio da CUR que contribui no
processo exotérmico. Sugere-se que a contribui¢do provenha um efeito de solubilizacdo da

CUR-H20 e CUR-HPMCAS (KUMAR et al., 2016; WANG et al., 2018).

A solubilizagdo do HPMCAS na CUR pode contribuir na magnitude da variagdo de
entalpia (LI et al., 2013; KUMAR et al., 2016; STURM et al., 2016; JUNIOR, 2020). Por se
tratar de uma macromolécula, o efeito na variagdo de entalpia de solubilizacdo ¢ alto
indicando que o HPMCAS e a CUR atuam como um sistema miscivel entre si. A
miscibilidade entre 0o HPMCAS e a CUR foi prevista pela similaridade entre os parametros de
solubilidade das componentes de hidrogénio (d4) no método de Hansen e do pardmetro de
Flory-Huggins (DOKTOROVOVA; SOUTO; SILVA, 2018; LUBTOW et al., 2019). Trata-se
de um processo exotérmico evidenciado pela diminui¢cdo na T, da CUR verificada por DSC
(VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009; JUST et al., 2013; STURM et al., 2016). Valores
de variagdo de entropia semelhantes foram obtidos por Enumo et al. (2019) (ENUMO;
PEREIRA; PARIZE, 2019).

Para elucidar e caracterizar esses sistemas em meio aquoso na regido de saturacdo
(platd), andlises de espalhamento de luz foram empregadas para verificar a presenca de

coloides.
3.4 ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)

A técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS), é
amplamente utilizada para a avaliacdo das dimensdes de particulas coloidais. Quando uma
particula ¢ iluminada por uma fonte de luz, ela ird espalhar luz em todas as direcdes
(BHATIA et al.,, 2016a). O DLS consiste no registro e interpretacdo das flutuacdes de
intensidade da luz espalhada em um determinado angulo. Essa avaliacdo permite estimar o
raio hidrodinamico de particulas através da equacdo de Stokes-Einstein (KUMAR et al., 2019;
SANCHES et al., 2020).

Andlises de DLS das solugdes contendo HPMCAS (60 pg) com diferentes
quantidades de CUR (8, 12, 16 e 20 ug) foram realizadas sob 298 K. Nessas medidas, a
intensidade normalizada da fun¢do de autocorrelacdo G (1) foi obtida sob o angulo de

espalhamento de 173°. As curvas de autocorrelacio sao apresentadas na Figura 18.
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Figura 18. Curva de autocorrelacdo G (1) das amostras contendo 0 pg (HA100), 8 ug
(HAC40), 12 ng (HAC60), 16 ng (HACS80) e 20 ng (HAC100) de CUR a 298 K.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O espalhamento dindmico de luz permite avaliar a formagao de agregados poliméricos
através da curva de autocorrelacdo. Utilizando a Equagdo (8) foi possivel estimar o raio
hidrodindmico (Rn) da particula e/ou agregado de particulas que apresentam o mesmo
coeficiente de difusdao (D). O modelo de ajuste utilizado levou em consideragdo duas
populagdes, ou seja, com dois tempos de decaimento distintos. Os valores calculados para as

amostras estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Raio hidrodindmico (Rn) das duas populagdes (subscrito 1 e 2) das amostras

HAC40, HAC60, HAC80 ¢ HAC100 em agua obtidos através da curva de autocorrelagao.

Amostra Rhn1 (nm) Rn2 (nm) R?

HAC40 349 +2,5° 1746 + 38 0,999
HAC60 24,7+0,8 797,4+ 57 0,998
HACS80 31,1+ 1,6° 236,3+ 8,3 0,999
HAC100 86,4272 6618 + 534 0,997

* Valores médios com mesmas letras sobrescritas em uma determinada coluna ndo exibem diferenga superior a
5% de significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).
Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Devido ao tamanho de particula elevado, ndo foi possivel calcular o Ry para o HA100

(solugado de HPMCAS). A presenca de mais de um tamanho de particula das amostras
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contendo CUR pode ser observado na Tabela 4. A populagcdo de agregados pode ter sua
formacgao favorecida durante o processo de associacdo onde agregados primarios promovem
uma estabilidade inicial (ZHAO et al., 2015; BHATIA et al., 2016a). Através Tabela 4,

visualiza-se o raio hidrodinamico das duas populacdes majoritarias do sistema.

Como discutido na sessdo 3.3.1, a diferenga de solubilidade intrinseca encontrada
entre os sistemas envolve a saturacdo da solugdo. A presenca de aglomerados sub e
micrométricos indica a fragdo de aglomerados devido ao colapso das cadeias do HPMCAS em
um regime de mau solvente. Através das amostras HAC40, HAC60 e HACSO0, ¢ evidenciado
uma diminui¢do no raio da populagdo considerada aglomerada indicando que a CUR pode
estar auxiliando no processo de nucleacdo em particulas menores. Entretanto, a amostra
HAC100, apesar de apresentar um certo grau de inchaco (~86,4 nm) contém aglomerados
maiores (~6,6 pm) que as demais amostras. Os aglomerados observados na amostra HAC100
podem inferir um limite de agregacao associado a alta concentragdo de HPMCAS e CUR no
meio. Assim, acima das condi¢des de 16 pg de CUR e 60 pg de HPMCAS (HACS80) ocorre
um crescimento desses agregados coloidais que tendem a sofrer segregagao de fase (LI et al.,

2013; BHATIA et al., 2016a; DEWANGAN et al., 2017; ZHANG et al., 2019).

Agregados polidispersos de CUR foram caracterizados por Kop et al. (2022). Neste
estudo, foi obtido nano e microparticulas coloidais de CUR e fulereno visando otimizar as
propriedades antioxidantes (KOP et al., 2022). Para a amostra composta de fulereno e CUR
dispersa em agua foi observado um didmetro hidrodindmico de 25,41 a 5285 nm (WANG et
al., 2017b; KOP et al., 2022). Apesar da alta variagdo no tamanho de particula, foi observada
melhora na atividade antioxidante em ensaio de DPPH (AK; GULCIN, 2008; KOP et al.,
2022). O aumento na polidispersidade devido a adicdo de CUR em sistemas auto-associados
também foi observado por Enumo ef al. (2019). O aumento na polidispersdo destes agregados
estd associado, principalmente, pelas caracteristicas fisico-quimicas do fAirmaco e do sistema
(BASAK; BANDYOPADHYAY, 2013; BHATIA et al.,, 2016a; ENUMO; PEREIRA;
PARIZE, 2019).

Para avaliar a estabilidade desses agregados coloidais, o potencial zeta ({) foi

calculado através da determinagdo da mobilidade eletroforética das amostras em agua (pH ~

6).
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3.5 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta (Zeta potential, ) pode ser diretamente associado a estabilidade de
particulas coloidais (MYERS, 1999). O (¢ descrito como o potencial elétrico no plano
hidrodinamico de cisalhamento entre a particula em fluxo e o solvente (MYERS, 1999;
HARADA et al., 2014; SANCHES et al., 2020). Portanto, o valor do ( esta diretamente
relacionado a estabilidade do coloide (HARADA et al., 2014). O alto valor em moédulo do

potencial zeta indica que as particulas sofrem uma repulsao de carga suficiente para que nao

ocorra agrega¢ao (MYERS, 1999).

Para verificar a estabilidade dos agregados coloidais, neste trabalho o potencial zeta
foi estimado. Os dados de potencial zeta, calculado através da Equagdo (9), das amostras

contendo CUR com seus respectivos desvios estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Potencial zeta () e seu respectivo desvio (DP) das amostras com diferentes
quantidades de CUR: HAC40 (8 pg), HAC60(12 pg), HACS80 (16 pg) e HAC100 (20 pg) em
agua a 298 K.

n=3 ¢ (mV)
HAC40 -14,5 +1,2°
HAC60 -14,5+1,0*
HACS80 -19,7+1,5
HAC100 -6,12+1,9

* Valores médios com mesmas letras sobrescritas em uma determinada coluna ndo exibem diferenca superior a
5% de significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).
Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Observa-se na Tabela 5 que a amostra HAC100 apresentou valores de ( inferiores as
demais amostras. Entre as amostras HAC40 e HAC60 nao foi observado variagdo
significativa no {. A amostra HAC80 apresentou o maior potencial zeta em modulo dentre as
formulacdes contendo CUR, indicando ser mais estavel. A amostra HAC100, apresentou o
menor valor de (, indicando, assim como o DLS, a presenca de aglomerados e que é um
sistema coloidal instavel (MYERS, 1999; JAGANNATHAN; ABRAHAM; PODDAR, 2012;
LI et al., 2013; BHATIA et al., 2016b; YI et al., 2016). O maior { (em moédulo) apresentado
pela amostra HAC80 contribui para a hipotese de ter uma propor¢do € concentragdo com

maior estabilidade entre a CUR e o HPMCAS em solucao.
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A estabilidade coloidal do HPMCAS foi estudada por Deshpande et al. (2018) em
diferentes aditivos (DESHPANDE et al., 2018). Os autores observaram que o { absoluto ¢é
diretamente proporcional ao pH. Esta dependéncia se da pela ionizagdo dos grupos succinato
que contribuem para o potencial zeta negativo. A teoria DLVO (nomeada em homenagem a
Boris Derjaquin, Lev Landau, Evert Verwey e Teodoor Overbeek) infere que dispersdes sao
consideradas estaveis se apresentarem um ¢ > +30 mV (MYERS, 1999). A teoria se baseia no
fato de que a forga total entre duas particulas coloidais ¢ obtida somando as forgas atrativas de
van der Waals e a forca repulsiva entre as duplas camadas elétricas (MYERS, 1999;
DESHPANDE et al., 2018). Assim, baseando-se na teoria DLVO, o sistema coloidal
caracterizado neste trabalho pode ser considerado instavel. (HARADA et al., 2014;
DESHPANDE et al., 2018).

No estudo desenvolvido por Li et al. (2016) foi avaliado a estabilidade de
nanocomplexos de CUR preparados com conjugados de a-lactalbumina (ALA) e ALA-
dextrano. Os valores de potencial zeta obtidos pelos nanocomplexos foram na faixa de -14 e -
10 mV. Apesar dos valores de ( indicarem instabilidade segundo a teoria DLVO, os
nanocomplexos apresentaram estabilidade sob estresse ambiental (MYERS, 1999; WANG et
al,, 2017b). A CUR revestida apresentou maior atividade de eliminagdo de DPPH, em
comparagdo com a CUR livre. O nanocarreador apresentou ser um potencial sistema de

entrega de medicamentos (Y1 et al., 2016; WANG et al., 2017b).

Para observar se os agregados coloidais sdo mantidos quando secos, necessita-se de
uma técnica complementar. Assim, a técnica de microscopia eletronica de transmissdo (TEM)
se mostrou a mais indicada para avaliar a morfologia nas nano e microparticulas formadas em

solucao.
3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

As curvas de correlacdao obtidas por DLS sugerem a formagao de nanoparticulas de
HPMCAS formadas na presenca da CUR. Assim, foram realizadas fotografias das amostras
secas através da microscopia eletronica de transmissdo (TEM) (DEWANGAN et al., 2017,
SANCHES, 2020). As imagens de TEM estdo apresentadas na Figura 19 bem como os

respectivos didmetros estdo na Tabela 6.
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Figura 19. Imagens de TEM ap0s a titulagdo fluorimétrica das amostras das amostras
com diferentes quantidades de CUR: HAC40 (8 pg), HAC60 (12 pg), HACS80 (16 pg) e
HACI100 (20 pg) em dgua a 298 K.

Fonte: A autora deste trabalho (2022)

Tabela 6. Diametro médio e o respectivo desvio para as amostras com diferentes
quantidades de CUR: HAC40 (8 pg), HAC60 (12 ng), HACS80 (16 pg) e HAC100 (20 pg) em

agua a 298 K medidos por microscopia eletronica de transmissao (TEM).

Amostra Diametro médio (nm)
HAC40 353,7+4,1
HAC60 216,7+4,8
HACS80 92,8 +1,6
HAC100 131,4+0,8

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Nas imagens de TEM apresentadas na Figura 19 observa-se a presenga de estruturas
polidispersas. Com um tamanho variando entre 92 nm e 353 nm, como apresentado na Tabela

6, identifica-se a mesma tendéncia apresentada no DLS (ver item 3.4). As imagens de TEM
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mostraram didmetros superiores ao DLS, provavelmente ligado a aglomeragdo durante a
secagem e deposicao no grid. Apesar da presenca de aglomerados, foi possivel caracterizar a

diminui¢do no diametro das particulas com o aumento de CUR até 16 pg (HACS80).

Nas imagens de TEM, o didmetro diminui conforme a CUR aumentava nas
formulagdes HAC40, HAC60 ¢ HACS80. A tendéncia foi atribuida ao desmantelo dos
aglomerados primdrios e a formagdo de nucleos agregados com menores diametros. Assim
como no DLS, a amostra HAC100 apresentou um acréscimo no tamanho de particula. A
presenca de aglomerados por TEM confirma os dados obtidos no topico anterior (item 3.4 e
3.5) evidenciando uma agregacdo e instabilidade na amostra HAC100 (LI et al., 2013;
BHATIA et al., 2016a; DEWANGAN et al., 2017; ZHANG et al., 2019; ENUMO et al.,
2020; SANCHES, 2020).

A nanoencapsulagdo de farmacos utilizando HPMCAS foi investigado no trabalho
desenvolvido por Wang et al. (2018) (WANG et al., 2018). Neste, os autores observaram a
presenca de nanoparticulas entre 100 e 200 nm. Além de evidenciar a associagao de farmacos
com o polimero, foi observado a necessidade dessas moléculas de baixa massa molar para
formar particulas coloidais (SIEPMANN et al., 2006; DESHPANDE et al., 2018; WANG et
al., 2018). No trabalho de Del Gaudio ef al. (2017) particulas submicrométricas de HPMCAS
foram produzidas para encapsulagdo de isoflavonas (DEL GAUDIO et al., 2017). Neste, foi
caracterizado particulas em torno de 550 nm capazes de diminuir a cristalinidade do farmaco
mesmo em condi¢gdes adversas. A formagdo dessas nanoparticulas aumentara as propriedades
difusivas na superficie da pele melhorando a permeacdo cutanea (FRIESEN et al., 2008;
SALEM; ROHANTI; GILLIES, 2014; DEL GAUDIO et al., 2017; FAN et al., 2018; ZHANG
etal., 2019).

Assim, visando elucidar os efeitos na morfologia da CUR na presengca do HPMCAS,
principalmente sua estrutura cristalina, a analise de difracdo de raios X de p6 (XRPD) foi

utilizada.
3.7 DIFRACAO DE RAIOS X DE PO (XRPD)

A difragdo de raios X de pd (X-Ray Powder Diffraction, XRPD) é um método para
medir os raios X espalhados por uma amostra policristalina em funcdo do angulo de

espalhamento. A anélise desses feixes espalhados fornece informagdes sobre a microestrutura

e as propriedades da amostra (LACOULONCHE; CHAUVET; MASSE, 1997; BUNACIU;
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UDRISTIOIU; ABOUL-ENEIN, 2015). A Figura 20 mostra os difratogramas da CUR e do
HPMCAS isolados e da mistura fisica na propor¢ao 0, 30, 40, 50, 60 ¢ 90% de CUR.

Figura 20. Difratograma das misturas fisicas contendo 0 (HPMCAS), 30-90 (HA30-
HA90), e 100% de curcumina (CUR) em escala (a) e sobrepostas (b).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O padrao de XRPD da CUR detectou picos na faixa de 7,8 até 29°, tendo os mais
intensos em 17,3°, 8,9° e 23,4° caracteristicos da estrutura cristalina sem a presenca de
polimorfos (ZHAO et al., 2015; XIE; YAO, 2020; REN et al., 2022). O perfil da CUR ¢
caracterizado através dos planos cristalinos difratados e vai ao encontro do evento
endotérmico (fusdo) caracterizado por DSC (PARADKAR et al., 2004; BARIK et al., 2007;
FAN; LU; LI, 2020). O HPMCAS nao apresentou picos de difracdo devido a sua orientacao
aleatoria (amorfa) corroborando com o perfil obtido pelo DSC (FRIESEN et al., 2008;
MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021).

No XRPD das misturas fisicas ficou evidente que o padrao de difragdo da CUR se
mantém reduzindo apenas a intensidade dos picos conforme o % de HPMCAS aumenta. Isto
demostra que a maceracao nao influenciou na forma cristalina da CUR na mistura. A inibi¢do
do perfil cristalino em baixos % de CUR pode representar uma boa dispersdao do farmaco
entre as cadeias poliméricas ou somente a diluigdo da CUR (KAKRAN et al., 2013; FAN et
al.,, 2018). Estudos indicam que apds a dispersdo de um ativo cristalino através de uma
dispersdo solida ha inibicdo dos picos caracteristicos indicando a presenca do estado fisico

amorfo (TANNO et al., 2004; LIN et al., 2022).
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Para comparar os percentuais cristalinos das amostras, o grau de cristalinidade foi
calculado através das curvas de difragdo contidas na Figura 20. Mediante ao céalculo da area
referente a regido cristalina e amorfa, o % de cristalinidade e os respectivos desvios sdo
comparados com o % calculado por DSC (BATISTA et al., 2016). O grau de cristalinidade
em fung¢do do % de CUR obtidas por XRPD e DSC sao apresentados na Figura 21.

Figura 21. Grau de cristalinidade das amostras obtidas por XRPD e DSC versus o
percentual de CUR (% m/m).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Devido a caracteristica amorfa do HPMCAS, o percentual cristalino ¢ diretamente
proporcional a fracdo de CUR na mistura. O percentual de cristalinidade foi semelhante ao
tedrico (% de CUR), ndo apresentando variagdo significativa (t < tei). A proporcionalidade
entre as formulagdes indica que o método de maceragdo nao afeta o XRPD. Por outro lado, o
percentual cristalino calculado através dos dados de DSC (realizadas no tdépico 3.2) pode

inferir sobre a influéncia do HPMCAS no estado fundido da CUR.

Observa-se que o grau de cristalinidade obtido por XRPD ndo apresentou variacao
(~100%). Por outro lado, a andlise de DSC apresentou um grau de cristalinidade
significativamente inferior (t > tuir). Comportamento este, que pode ser relacionado ao
parametro de Flory-Huggins estimado anteriormente. Como discutido no item 3.2, o

HPMCAS acima da T, estd no estado borrachoso e pode diminuir a energia necessaria para
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quebrar o reticulo cristalino da CUR. Essa diminui¢do na T da CUR resulta de mudancas no
ambiente quimico e promove a formacgdo de sistemas estruturalmente mais desorganizados
(KAKRAN et al., 2013; LIMA, 2014; MEDEIROS, 2019). Assim, supde-se que um sistema
fundido seguido da evaporagdo do solvente promova a estabilizagdo do estado amorfo. Esse

processo de solubilizagdo e secagem pode ser preparado através de membranas poliméricas.

No trabalho de Babadi et al. (2022) foi avaliado o perfil cristalografico da CUR em
membranas e nanofibras poliméricas (BABADI et al., 2022). O perfil cristalino da CUR foi
qualificado como predominantemente amorfo no composito (LI et al., 2013; BABADI et al.,
2022; REN et al., 2022). Essas formulagdes apresentaram um perfil de liberagdo estavel da
CUR em modelos in vitro e in vivo (SEO et al., 2012; WANG et al., 2017a; XIONG et al.,
2020; BABADI et al., 2022).

De maneira geral, a estabilidade cinética do sistema coloidal ndo afeta as propriedades
termodindmicas. Para avaliar a solubilidade no equilibrio foi determinada a solubilidade

termodindmica da CUR a 298 K na presenca e na auséncia do HPMCAS.
3.8  SOLUBILIDADE NO EQUILiBRIO

A solubilidade termodindmica estd definida como a quantidade maxima de soluto
dissolvida em um determinado volume de solvente (ATKINS; DE PAULA; KEELER, 2019).
Até entdo, neste presente trabalho muito se apresentou, argumentou e discutiu sobre uma
solubilizacdo metaestavel, ou seja, termodinamicamente instavel (PRASAD; CHAUHAN;
ATEF, 2014; MENDES et al., 2019; FRANCA et al., 2022a). Para verificar a solubilidade no
equilibrio, foi investigado a solubilidade em agua das formulagdes HAC40, HAC60, HACS80
e HAC100. O sistema foi configurado e mantido sob agita¢do (50 rpm), temperatura (298 K) e
tempo (48 h) para que o sistema atingisse o equilibrio. Respeitou-se o excesso de CUR
variando apenas a massa de HPMCAS para atingir as mesmas propor¢des das formulagdes em
solugdo analisadas no decorrer do capitulo. Apdés o periodo, utilizando uma curva de
calibracao adequada (ver Apéndice B) os valores de solubilidade foram calculados. A

solubilidade termodinamica da CUR nas diferentes formulagdes esta apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7. Solubilidade da Curcumina pura (CUR) e nas diferentes formulagdes

contendo HPMCAS.

Amostra (n=3) Solubilidade CUR (mg L)
CUR 4,08 + 0,022
HAC40 491 +1,8°
HAC60 5,07+1,1%
HACS80 4,94 +2 5*
HAC100 6,27 £ 0,332

* Valores médios com mesmas letras sobrescritas em uma determinada coluna nio exibem diferenga superior a
5% de significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).
Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Apesar das diferencas encontradas nos topicos anteriores nao foi notado uma variagao
significativa (t < teit) entre as formulagdes devido a presenca do HPMCAS na solubilidade no
equilibrio. Quando comparado ao valor da literatura da CUR 65%, a mesma utilizada neste
trabalho, também nao houve variagio (CARVALHO et al., 2015; ZHANG et al., 2019; FAN;
LU; LI 2020). Esses resultados apontam que os agregados promovem um estado metaestavel
entre HPMCAS-CUR que aumenta a biodisponibilidade através de um evento cinético

(PRASAD; CHAUHAN; ATEF, 2014; SUN; LEE, 2015).

As estruturas evidenciadas por fluorescéncia, DLS e TEM, aparentemente, possuem
uma estabilidade cinética que ndo infere mudancas nas propriedades termodinamicas da CUR
(BARIK et al., 2007; PRASAD; CHAUHAN; ATEF, 2014). As propriedades de polimeros
em manter um estado metaestavel ¢ evidenciado em estudos de supersaturacdo (TANNO et
al., 2004; PRASAD; CHAUHAN; ATEF, 2014; CHAVAN et al., 2019; MENDES et al.,
2019; MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021). No trabalho desenvolvido por Huang et
al. (2022) ¢ avaliado o tempo em que polimeros sdo capazes de manter um estado soluvel do
farmaco acima do equilibrio (HUANG; STAUFENBIEL; BODMEIER, 2022). Este principio,
¢ muito utilizado na formulagdes de dispersoes soélidas (DONG; CHOI, 2008; FRANCA,
2016; SARABU et al., 2020). Apesar disso, apds o equilibrio, o ativo tende a diminuir a

concentragdo na solugdo e atingir o equilibrio termodinamico.

Assim, evidencia-se que, a temperatura ambiente, 0o HPMCAS ¢ capaz de promover
uma estabilizagdo cinética da CUR. Essa estabilizagdo ocorre na forma de nano e
microagregados e ndo afeta os parametros termodindmicos envolvidos na solubilidade
(PRASAD; CHAUHAN; ATEF, 2014; CHAVAN et al., 2019; MENDES et al., 2019;
FRANCA et al., 2022a).
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4 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste capitulo foi possivel estimar através do calculo de Hansen a compatibilidade
entre os polimeros ¢ a CUR. A proximidade entre as componentes de hidrogénio (on) aponta
uma miscibilidade mutua entre o HPMCAS e a CUR. Através do diagrama de Tamman foi
estimado uma solubilidade de ~14,2% e 5,1% (m/m) da CUR em HPMCAS ¢ k-CAR,
respectivamente. O parametro de Flory-Huggins (yr) evidenciou para HPMCAS-CUR e «-

CAR-CUR um carater exotérmico ¢ endotérmico, respectivamente.

O estudo de interagdo por fluorescéncia foi realizado apenas com o HPMCAS pois a
k-CAR ndo apresentou influéncia na emissao da CUR nas condi¢des experimentais avaliadas.
Através de adicdes crescentes de HPMCAS, a CUR exibiu um aumento da emissdo de
fluorescéncia. A curva apresentou dois comportamentos: uma crescente ¢ uma de saturagao.
Pela intersec¢cdo de ambas, foi estimado a solubilidade intrinseca ()) entre a CUR e a matriz
de HPMCAS. Através do céalculo da y em diferentes temperaturas foi constatado, através de

parametros termodinamicos, um processo exotérmico e espontaneo.

A andlise de DLS das solucdes apos a titulagdo evidenciou a presenca de micro e
nanoaglomerados coloidais. Os aglomerados foram avaliados quanto a sua estabilidade por
potencial zeta ({). Através da Microscopia eletronica de transmissao (TEM) observou-se a
presenca dessas nanoestruturas formadas e a presenca de aglomerados. O % cristalino da
CUR foi verificado estado s6lido por XRPD e no estado fundido por DSC. A cristalinidade
obtida por XRPD foi significativamente superior ao obtido por DSC. Isso pode evidenciar
que, acima da Tg do HPMCAS, ocorre a precoce solubilizagao de cristais defeituosos da CUR
diminuindo a cristalinidade aparente. A auséncia de mudangas significativas na solubilidade
no equilibrio da CUR foi verificada nas amostras produzidas. Constatou-se que a formacao
dessas estruturas submicrométricas afetam e aumentam a biodisponibilidade num estado

metaestavel sem mudar a solubilidade termodinamica da CUR.

Através deste Capitulo II observou-se a capacidade de solubilizagdo e
compatibilidade da CUR nas matrizes poliméricas. Estudos voltados a formacido de
membranas utilizando esses dois polimeros, a caracterizacdo e a aplicacdo in vitro e ex vivo

serdo descritas nos capitulos a seguir.
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CAPITULO III

Desenvolvimento e caracterizacao das membranas

de HPMCAS/k-CAR contendo curcumina
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1 INTRODUCAO TEORICA

O desenvolvimento de dispersdes solidas na forma de membranas contendo
HPMCAS e k-CAR sao reportadas na literatura (NERURKAR et al., 2005; SIEPMANN et
al., 2006; FRIESEN et al.,, 2008; FAUZI et al.,, 2021). Estes polimeros apresentam a
capacidade de formar blendas homogéneas e translucidas (WAISCZIK, 2020; KHALIQ et al.,
2022). A influéncia na variagdo de proporgdes madssicas em uma blenda de HPMCAS e «-
CAR foi estudado por Waisczik (2020). No trabalho, foi avaliado o efeito das diferentes
proporcdes desses polimeros na temperatura de transicdo sol-gel da k-CAR (WAISCZIK,
2020). Foi notado que conforme o percentual de k-CAR aumenta, maior ¢ a temperatura de
transicdo sol-gel. Essa variacdo de temperatura de transi¢do sol-gel permitiu avaliar um
dispositivo capaz de promover a transi¢ao a temperatura corporal (50% de x-CAR). Sistemas
com maior temperatura de transi¢do sol-gel apresentam, normalmente, maior adesividade e
estabilidade da rede tridimensional (KARA et al., 2003; BALASUBRAMANIAN; KIM;
LEE, 2018; WAISCZIK, 2020).

O sistema HPMCAS/k-CAR exibe baixa/nula toxicidade podendo atuar como
dispositivo para administragdo de medicamentos aplicados na mucosa oral e topica. A
dispersdo solida de farmacos em uma matriz polimérica fornece prote¢dao externa melhorando
a estabilidade do ativo em ambientes complexos (TANNO et al., 2004; DONG; CHOI, 2008;
YEGAPPAN et al., 2018).

Diferentes técnicas de processamento podem ser utilizadas para produzir membranas
poliméricas. Dentre as principais maneiras estdo a secagem de solvente (casting), moldagem
com o polimero fundido e inversao de fase (LAROCCA; PESSAN, 2003; BELLINCANTA et
al., 2011; FAN et al., 2018). A técnica de secagem de solvente (casting) (Figura 22) ¢ a mais
facil experimentalmente, uma vez que, ndo ha a necessidade de temperaturas muito elevadas
nem condi¢des extremas de preparo (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007; ENUMO et
al., 2020; WAISCZIK, 2020).
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Figura 22. Esquema de preparacdo de membranas a base de HPMCAS e k-CAR por
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O presente Capitulo III reside no objetivo de desenvolver membranas a partir da
técnica de secagem por solvente (casting) utilizando HPMCAS e k-CAR para incorporacao da
CUR. As amostras produzidas foram caracterizadas por diferentes técnicas espectroscopicas,
térmicas, mecanicas ¢ morfoldgicas. As caracteristicas fisico-quimicas foram obtidas por
microscopia oOptica e de luz polarizada, espectroscopia UV-Vis e infravermelho, andlise
termogravimétrica, calorimetria diferencial de varredura, ensaio mecanico, angulo de contato

e microscopia eletronica de varredura.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAIS

O Acetato Succinato de Hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS, My ~ 47694 g mol™)
da empresa - Aquasolve® foi adquirida por doagao do Laboratorio de Controle de Qualidade
(CCSUFSC). A Kappa-carragena (x-CAR, My~269700 g mol') e a Curcumina (CUR)
(contendo > 65% de curcumina e < 35% de demetoxi e bisdemetoxicurcumina) foram obtidas
da Sigma Aldrich. Cloreto de potassio, cloreto de sodio, fosfato de sddio dibasico, fosfato de
potassio monobasico foram comprados da NEON. Os demais reagentes e solventes
empregados sdo de grau analitico e utilizados sem purificacdo prévia. Agua deionizada foi

utilizada durante todo trabalho.
2.2 METODOS
2.2.1 Producao das membranas poliméricas

As propor¢des massicas entre os polimeros foram baseadas no estudo reoldgico das
suspensoes poliméricas desenvolvido por Waisczik (2020) (WAISCZIK, 2020). A quantidade
de CUR carreada nas solugdes filmogénicas foi baseada na solubilidade da CUR no sistema
(~5%), como descrito no Capitulo II. As membranas foram preparadas pelo método casting

como representado na Figura 22.

As blendas foram preparadas pelo método ja mencionado, a partir de dispersdes
aquosas de HPMCAS em 40 mL de 4gua deionizada, mantida sob agitagdo magnética por 30
min e seguida do ajuste do pH (~6,5) com uma solugdo de NaOH 0,1 mol L', A solugdo foi
aquecida até 60 °C para a adi¢cdo da k-CAR. Ao final da dissolu¢do da k-CAR, a CUR (5%
(m/m)) foi solubilizada em alcool etilico 99,8% P.A. (0,5 % m/v) e adicionada na dispersdao
polimérica. O sistema foi mantido sob agitagdo e aquecimento durante 30 min sob baixa
luminosidade. A dispersdo foi vertida sobre uma superficie ndo adesiva (placa de PET) e
mantida na capela sem exaustdo a temperatura ambiente e protegida da luz até a secagem
completa (~24 h). Assim que o solvente evaporou, a membrana seca foi retirada do suporte e
armazenada em um local de baixa umidade e luminosidade para posterior caracterizagdo. A
Tabela 8 apresenta as formulagdes preparadas em 50 mL de solvente (4:1 H>O:EtOH) paras as

membranas e suas respectivas nomenclaturas utilizadas no decorrer do trabalho.
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Tabela 8. Propor¢do de cada constituinte utilizado no preparo das membranas.

Formulagoes HPMCAS (mg) K-CAR (mg) CUR (mg)
70HAC 700 300 —
60HAC 600 400 —
S0HAC 500 500 —

70HACC 700 300 50
60HACC 600 400 50
S0HACC 500 500 50

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

As membranas obtidas a partir da Tabela 8 foram caracterizadas como descrito a seguir.

2.2.2 Teste de uniformidade de conteiido das membranas contendo CUR

Neste estudo, uma membrana inteira (~1 g) de cada formulagdo foi cortada em 4
partes e cada parte pesada e adicionada em 50,0 mL de solugdo de EtOH:H»O 1:1 (v/v) para
total dissolu¢do da membrana. Em seguida, 200 pL da solucdo foi transferida para um balao
volumétrico de 25,0 mL e completado com a solugdo estoque de EtOH: H,O 1:1 (v/v).
Utilizando a curva de calibragdo obtida por fluorescéncia (ver Apéndice B) foi avaliado a
concentracdo da CUR nas membranas de HPMCAS e k-CAR para verificar a homogeneidade
(VRANIC; UZUNOVIC, 2008). A espessura das membranas também foi utilizada para
avaliar a homogeneidade dos polimeros apds a secagem por casting. A espessura das
membranas foi medida utilizando um micrometro digital (Roebuck) em diferentes locais e

realizado o tratamento estatistico adequado (BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018).
2.2.3 Microscopia optica e de luz polarizada (PLOM)

A microscopia otica de luz polarizada (Polarized Light Optical Microscopy, PLOM)
foi utilizada para verificar a presenga de dominios cristalinos nos materiais produzidos. Este
ensaio foi realizado depositando um pedaco de cada amostra no suporte de um microscopio
otico da marca Motic Microscopes, modelo SMZ-168-BL contendo uma lente polarizadora
acoplada a um sistema de aquisicdo TCS pro500 e software VMS 3.6. A ampliacdo foi
escolhida e a imagem capturada por fotografia digital (JUNIOR, 2020; FRANCA et al.,
2022a).
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2.2.4 Espectroscopia UV-visivel (UV-Vis)

As andlises de UV-Vis foram utilizadas para investigar o comportamento espectral das
membranas com e sem a presenca da CUR. As leituras foram realizadas diretamente nas
membranas, com auxilio de um equipamento UV- Vis da marca Kasuabi B-500 com fibra

oOtica, na faixa de comprimento de onda de 200—650 nm com 1 nm de intervalo de leitura

(ENUMO et al., 2020; JUNIOR, 2020).

2.2.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier das membranas

(FTIR)

Os espectros de infravermelho (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR)
foram realizados em um equipamento da marca Shimadzu modelo IR-PRESTIGE 21 na faixa
de niimero de onda de 4000—400 cm™ em modo absorbancia com resolucido de 2 cm™ e 64
acumulacdes. Os componentes puros foram misturados em KBr, macerados em gral de dgata
e, com uso de uma prensa hidraulica, preparados na forma de discos para andlise. As
membranas foram analisadas através da técnica de refletancia total atenuada (ATR—FTIR)

usando ZnSe como material optico (JUNIOR, 2020; WAISCZIK, 2020).
2.2.6 Difracao de raios X (XRD)

Os difratogramas foram obtidos utilizando o equipamento 6-6 D2 Phaser (Bruker),
com uma radia¢do de cobre Ko (A = 1,5418 A). O equipamento operou em uma corrente de 10
mA e voltagem de 30 kV, equipado com um detector de cintilagdo unidimensional LINXEYE.
As medidas foram realizadas a temperatura ambiente, em porta amostras com cavidade,
através de varredura angular a 20 na faixa de 5° a 50°, com step angular de 0,091°s™!

(FRANCA, 2016).
2.2.7 Analise termogravimétrica (TGA)

A perda de massa dos componentes puros € das membranas produzidas foram
analisadas por termogravimetria (Thermogravimetric Analysis, TGA) usando um equipamento
da marca Shimadzu modelo TA-50. Aproximadamente 10—15 mg de cada amostra foi
colocada em um cadinho de platina e aquecida até 600 °C a uma taxa de 10 °C min™' sob fluxo
de nitrogénio de 50 mL min’! (TENORIO-NETO et al., 2015; ENUMO et al., 2020; JUNIOR,
2020; WAISCZIK, 2020).
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2.2.8 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As medidas de calorimetria diferencial de varredura (Differential Scanning
Calorimetry, DSC) foram conduzidas usando um calorimetro TA modelo DSC-50 sob
atmosfera de nitrogénio com uma taxa de 50 mL min'. Entre 5-10 mg dos componentes
puros foram colocados em cadinhos de aluminio, aquecidos até 150 °C (primeira corrida) e
refrigerados até —20 °C e entdo submetidos a aquecimento a uma taxa de 10 °C min™' até 300

°C (segunda corrida) (MENDES et al., 2019; WAISCZIK, 2020).
2.2.8.1 Cinética de degradacgdo por Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A cinética de degradacdo do sistema polimérico foi acompanhada pela calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) em uma tnica corrida (NUNES, 2013; FERRARI et al., 2014;
SANTANA, 2017; MENG et al., 2018). A cinética de degradacdo de um determinado sistema
permite avaliar o efeito de aditivos na estabilidade térmica dos componentes. O método de
Flynn—Wall-Ozawa (O-W-F) ¢ relativamente simples e deriva do modelo de Arrhenius
(VYAZOVKIN; SBIRRAZZUOLI, 2006; NGUYEN et al., 2020). Neste modelo (Equagao
(11)) relaciona-se a taxa de aquecimento (B) com o parametro pré-exponencial de Arrhenius
(A), a energia de ativagdo (E.), constante dos gases ideais (R) e uma func¢do f dependente do

fator de conversao (x).

AE,

Ing = ln(f(x)R

)+lnf(x) (11)

No modelo Flynn—Wall-Ozawa (O-W-F), é possivel estimar, para um fator de
conversao entre 20% e 60%. Utilizando a aproximacao de Doyle, em que f (x) € expressa
como log f'(a) = —2,315.0,4560a (HU; CHEN; WANG, 2004; NUNES, 2013; NGUYEN et al.,
2020; ALBUQUERQUIE, 2021). Em que a ¢ o fator de conversdo, neste caso, de degradacao.

Utilizando a temperatura de pico (o = constante) ¢ possivel obter a Equagao (12).

AEq o OAS67E,
f(x)R) ’ RT (12)

Inf = In(

A partir da inclinagdo da curva obtida através da Equacdo (12), ou seja, 0,4567 Eo/R, a
energia de ativacdo pode ser determinada (SOUZA, D; CASTILLO, T, E; RODRIGUEZ, R,
J, S., 2009; COSER, 2009; RIBEIRO, 2011).A cinética de degradagao foi avaliada através das

curvas de aquecimento obtidas por calorimetria diferencial de varredura (DSC). Usando um
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calorimetro TA modelo DSC-50 sob atmosfera inerte de nitrogénio com uma taxa de 50 mL
min’'. Entre 5-10 mg dos componentes puros foram colocados em cadinhos de aluminio e
submetidos ao aquecimento em diferentes taxas (5, 10 e 20 °C min') até 300 °C (NUNES,
2013; MENDES et al., 2019; NGUYEN et al., 2020; WAISCZIK, 2020).

2.2.9 Anailise dinimico mecanico (DMA)
2.2.9.1 Rampa de temperatura

As membranas foram submetidas a ensaios de rampa de temperatura com uma tensao
constante utilizando um equipamento DMA Q800 (TA Instruments). Antes da analise, os
corpos de prova foram condicionados a umidade relativa de 58 + 5% (solugdo saturada de
brometo de s6dio) a 23 = 1 °C por 48 h. A andlise de rampa se deu pela submissao dos corpos
de prova a uma rampa de aquecimento de 1 °C min! até 200 °C com uma frequéncia de 1,0
Hz. As dimensdes dos corpos de prova foram 5,30 mm de largura, comprimento de 10-20
mm, e espessura da ordem de 0,40 mm (GROSS, 2019; ENUMO et al., 2020; JUNIOR,
2020).

2.2.9.2 Tensdo versus deformagdo

Os ensaios de tensdo versus deformagao foram realizados utilizando um equipamento
DMA Q800 (TA Instruments) segundo a norma segundo norma ASTM D882 (2002) (ASTM,
2002). Os corpos de prova também foram condicionados previamente a umidade relativa de
58 £ 5 % (solucao saturada de brometo de s6dio) a 23 = 1 °C por 48 h. Empregando uma
rampa de for¢a de 0 a 18 N em uma taxa de 5,0 N min™! a temperatura constante de 37 °C

(GROSS, 2019; JUNIOR, 2020).

No ensaio de tensdo vs deformacdo mede-se os incrementos do alongamento (AL)
sofrido pelo corpo de prova e a forca necessaria para provocar esse AL no comprimento
inicial (Lo) (SHIMAZU; MALIL;, GROSSMANN, 2007; GROSS, 2019). A partir desses
valores ¢ possivel definir a tensdo (o) referente a uma forca (F) por area (A;) e a deformacao

(e) na Equacao (13) e (14), respectivamente.

(13)
(14)
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Uma das maneiras de se analisar a curva tensdo-deformagdo ¢ verificar a regido
elastica e a regido plastica. Porém, em alguns sistemas a regido eléstica ¢ tdo pequena que
dificulta a caracterizacdo. Desta maneira, uma forma de avaliar o comportamento elastico ¢
através do moédulo secante (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007; GROSS, 2019;
RABELLO, 2021).

2.2.10 Angulo de contato (CA)

A determinacdo do angulo de contato (Contact Angle, CA) das membranas foi
realizada aplicando uma gota (aproximadamente 3 pl) de d4gua com auxilio de uma seringa
sobre a superficie do material. A camera do gonidometro (Ramé-Hart Inst. Co—250-F1) captou
a imagem e o software (DropImage versao 3.54) analisou o angulo de contato formado entre o
liquido e a membrana. Foram realizados 10 medidas a cada 1 s (BALASUBRAMANIAN;
KIM; LEE, 2018; JUNIOR, 2020). A determinacdo do angulo das membranas utilizou trés
diferentes solventes com polaridades distintas e conhecidas. Utilizou-se agua (polar),
formamida (média polaridade) e diiodometano (apolar). Através do método de Fowkes, foi

estimado a componente polar (yPs), dispersiva (y9%) e total (ys) das membranas (Equagdo (15)).

Onde Y e 4| sdo as componentes polares e dispersivas do liquido, respectivamente e 0

¢ o angulo formado entre a gota do liquido e a superficie solida em que estd depositada.

(FOWKES, 1964; KWOK; LI; NEUMANN, 1994; KRAWCZYK, 2015).
2.2.11 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A avaliacdo da morfologia das membranas foi realizada por meio de um microscopio
eletronico de varredura (Scanning Electron Microscopy, SEM) da marca JEOL, modelo JSM-
6390LV aplicando uma voltagem de aceleracdo de 10 kV. Devido a baixa condutividade
elétrica dos materiais, as amostras foram recobertas com uma camada delgada de ouro
utilizando um aparelho metalizador. Apds o recobrimento as amostras foram submetidas ao
SEM. Para avaliar a fratura, as amostras foram submetidas ao intumescimento por 2 min em
solucdo PBS pH 7.4, congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas para manter as

caracteristicas do material inchado (JUNIOR, 2020; WAISCZIK, 2020).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 CONSIDERACOES INICIAIS E PRODUCAO DAS MEMBRANAS

A producdo de membranas poliméricas contendo CUR foram obtidas de forma a
respeitar o limite de solubilidade da CUR nas matrizes poliméricas, indicadas pelo diagrama
de Tamman (Capitulo II). Desta maneira, em torno de 5% de CUR foi incorporada na matriz

de HPMCAS e k-CAR. O aspecto visual das membranas foi avaliado na Figura 23.

Figura 23. Caracteristicas macroscopicas das membranas 70HAC, 60HAC, S0HAC,
70HACC, 60HACC e S0HACC.

70HACC L 60HACC 50HACC

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Nas amostras sem CUR observa-se um perfil translucido sem a presenga de dominios
opacos e com deposicao igualitaria entre componentes (ENUMO et al., 2020). As membranas
contendo CUR possuiram colora¢do alaranjada manifestando brilho quando expostos a luz,
ndo exibindo dominios visiveis de material insolivel. As membranas contendo CUR exibiram
diferengas no tom da coloragdo como observadas na Figura 23 (ESHRA et al., 2017;
ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019). Assim, através da visualizacdo das membranas,
presume-se que as diferentes proporgdes entre os polimeros afetam a distribuigdo das espécies
da CUR (LI et al., 2013, 2015; ZHANG et al., 2019). Este efeito da matriz pode estar
associado aos resultados descritos no Capitulo II, onde foi caracterizado a influéncia do

HPMCAS na forma ceto-enol da CUR. As membranas contendo CUR apresentaram brilho
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quando expostas a luz e ndo foi evidenciado diferencas visiveis entre a parte superior e
inferior do filme. Apesar de conter 5% em massa de CUR, as membranas continuaram
exibindo um aspecto translucido indicando a boa dispersdao da CUR na matriz, o que vai ao
encontro com trabalhos anteriores (WICAKSONO; SETYAWAN, 2018; ENUMO et al.,
2020). Avaliando a dispersao da CUR e a homogeneidade do filme foi determinada a

concentragdo e a espessura das formulagdes (Tabela 9).

Tabela 9. Concentragio de CUR (mg g') e espessura média (um) nas diferentes

membranas com seus respectivos desvios (n=3).

n=3 Concentracio CUR (mg g) Espessura média (um)
70HAC - 31,67+1,15
60HAC - 33+2,16
S0HAC - 38,75+3,2
70HACC 48,92+3,84 37,75+3.5
60HACC 43,89+2,04 37,5+3,32
S50HACC 50,23+1,75 35,75+4,65

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Através da analise estatistica adequada, observou-se que, aproximadamente, mais de
90% da CUR foi incorporada de maneira efetiva na matriz. Nao houve variacao significativa
(t < terit) na concentragdo de CUR comprovando a efetiva incorporacao entre as formulagdes
(ver Apéndice C). As amostras contendo CUR (70HACC, 60HACC e 50HACC)
apresentaram uma boa dispersdo do curcumindide e se encontra no limite solivel previsto
pelo diagrama de Tamman (~5%) apresentado no Capitulo II (ENUMO; PEREIRA; PARIZE,
2019).

A homogeneidade do filme pode ser avaliada através das medidas de espessura
(Tabela 9). A espessura da membrana ¢ influenciada pelo método adotado para preparagdo,
quantidade de contetido de polimero, quantidade de solucdo e a suavidade da superficie de
secagem (NASCIMENTO DA SILVA et al., 2019; KHALIQ et al., 2022). Estatisticamente (t
< teit) ndo hé diferenca significativa entre as diferentes regides da membrana (ver Apéndice
D). A deposigdo igualitaria do filme polimérico representa a homogeneidade da formulagao

preparada por casting (FARHAN; HANI, 2017; NASCIMENTO DA SILVA et al., 2019).

No trabalho desenvolvido por Khaliq et al. (2022) a espessura das membranas
produzidas foi mensurada para avaliar a homogeneidade (KHALIQ et al., 2022). Os

resultados mostraram que a espessura média permaneceu na faixa de 0,142 + a 0,21 £ mm
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apresentando variagdes significativas entre as formula¢des (ALAVI et al., 2019; KHALIQ et
al., 2022). Assim, neste trabalho, as propor¢cdes madssicas entre os polimeros e a inser¢do de

CUR nao foram capazes de afetar a espessura das membranas.

Visando verificar a distribuicdo da CUR na membrana e comprovar se ha dominios

cristalinos na matriz utilizou-se a microscopia de luz polarizada.
3.2  MICROSCOPIA OPTICA E DE LUZ POLARIZADA (PLOM)

A microscopia oOptica e de luz polarizada (PLOM) nos fornece informacdes sobre o
perfil da superficie e dos dominios cristalinos. Em relacdo a dispersdo da CUR, € possivel
observar se cristais da CUR estdo presentes na membrana. A Figura 24 mostra as fotografias

tiradas com PLOM das membranas produzidas.

Figura 24. Microscopia de luz polarizada (PLOM) das membranas controle: 70HAC
(70% m/m HPMCAS), 60HAC (60% (m/m) HPMCAS), SOHAC (70% (m/m) HPMCAS) e
contendo CUR (5% (m/m)): 70HACC, 60HACC e SOHACC. As barras indicam tamanho de
122 pm.

—_— 122 ym

50HACC

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

As imagens de PLOM (Figura 24) exibem regides escuras e claras, ou seja, que
apresentam birrefringéncia (MYERS, 1999; JUNIOR, 2020; WAISCZIK, 2020). A
birrefringéncia ocorre devido orientacdo da luz que passa pelos planos cristalinos com uma
orientagdo especifica (BELLINCANTA et al., 2011; ENUMO et al., 2020; WAISCZIK,
2020).
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Nas amostras contendo CUR, os pontos claros contidos na Figura 24 evidenciam
cristais de CUR. Constata-se que na presenca dos polimeros a CUR ainda exibe certo grau de
cristalinidade verificado pelos pontos luminosos contidos na Figura 24. No entanto, nao ¢
possivel afirmar que a birrefringéncia ¢ ocasionada apenas pela CUR, uma vez que, a k-CAR
também exibe certo grau de cristalinidade. A presenca de cristais nas fotografias das amostras
controle (sem CUR) ¢ verificada e atribuida a k-CAR (PRASAD; CHAUHAN; ATEF, 2014;
JUNIOR, 2020).

No trabalho desenvolvido por Franga et al. (2022) foi avaliado a cristalinidade do
fitofarmaco resveratrol em uma blenda polimérica (FRANCA et al., 2022a). Os autores,
através do PLOM, observaram a presenca de cristais residuais do fairmaco. Apesar destes
pequenos cristais, foi possivel aumentar a biodisponibilidade e constatar através de

caracterizagdes complementares que o farmaco estava predominantemente amorfo no sistema

(PARADKAR et al., 2004; FRANCA et al., 2022a).

3.3 ESPECTROSCOPIA UV-VISIVEL (UV-VIS)

A polaridade, interacdo entre os constituintes e a distribui¢des de espécies da CUR
afetam as propriedades de absor¢do e emissdo de luz. Para verificar essas propriedades da
CUR foi utilizado a técnica de espectroscopia de UV-Vis. A Figura 25 mostra os espectros

das membranas de HPMCAS/k-CAR com e sem CUR.

Figura 25. Espectros UV-Vis do conjunto de membranas (a) k-CAR, SOHAC, 60HAC,
70HAC, SOHACC, 60HACC, 70HACC. Imagem da direita (b) mostra a ampliacao (200—600

nm) da imagem da esquerda.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).



86

A Figura 25 exibe uma banda em 210 nm referente a transi¢do n—n* da k-CAR
(SRIVASTAVA; KUMAR, 2013; BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018). Nas
membranas contendo CUR a banda da x-CAR sofre um deslocamento batocrdmico de ~210
nm para ~245 nm. Esse deslocamento verificado apenas nas formulagdes contendo CUR pode
ser atribuido as interagdes provenientes do curcuminéide e a k-CAR. As membranas contendo
CUR apresentam absor¢do na regido do visivel, onde o comprimento de onda méximo
depende do equilibrio diceto/ceto-enol da CUR (ENUMO et al., 2020). A curva em violeta, de
ambas as figuras, mostra o espectro da membrana contendo maior propor¢ao de HPMCAS.
Observa-se uma banda proxima a 430 nm referente a transi¢do m — n* da CUR na forma
ceto-enol (ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019; ZHANG et al., 2019). A alta intensidade de
absor¢do indica que a CUR esta majoritariamente dissolvida na matriz com o equilibrio

deslocado para a forma endlica.

As transi¢des na regido UV-visivel das membranas sdo devido, principalmente, a
presenga dos principais constituintes da Curcuma longa (SUETH-SANTIAGO et al., 2015;
RAFI et al., 2018). Entre as membranas contendo CUR, ¢ observado um deslocamento
hipsocromico de ~430 nm para ~400 nm com a diminui¢do da propor¢ao de HPMCAS
(MOUSSA et al., 2016; ZHANG et al., 2019). Este resultado pode estar associado ao
microambiente proporcionado pelo derivado de celulose que estabiliza a forma ceto-endlica
no estado solido (MANOLOVA et al., 2014; ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019; ZHANG
et al., 2019).

A CUR pode atuar como um 4cido de Bronsted fraco com trés protons e sofre
influéncia direta do pH. Com o aumento do pH, a CUR perde prétons sequencialmente e
passa a ter trés cargas negativas (LI et al., 2013; HARADA et al., 2014). No estudo do
Capitulo II verificou-se a interagdo do HPMCAS com a forma ceto-enol da CUR. O
deslocamento no UV-Vis e a diminui¢do da banda diceto (~350 nm) com o aumento de
HPMCAS pode indicar uma maior estabilizacdo da forma ceto-endlica com este polimero. O
resultado vai ao encontro dos resultados contidos no Capitulo II onde observou-se,
diretamente, o efeito na emissdo da forma ceto-endlica da CUR na presenca do HPMCAS

(BERNABE-PINEDA et al., 2004; BHATIA et al., 2016a; LIU et al., 2018).

Espectros UV-vis podem fornecer informacdes sobre o microambiente da CUR na
matriz polimérica. Entretanto ndo fornece qualquer indicagdo de como, ou quais grupos

funcionais dos constituintes podem estar interagindo para estabilizar o ativo na membrana
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polimérica (ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019; ZHANG et al., 2019). Para fins de
obtencdo de dados complementares, faz-se necessario o uso do infravermelho. Espectros de

infravermelho podem fornecer informacdes sobre quais grupos funcionais podem estar

interagindo (NASCIMENTO DA SILVA et al., 2019; XIE; YAO, 2020).

3.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A radiag@o na regido do infravermelho esta situada entre as regides do visivel e das
micro-ondas, do espectro eletromagnético. A espectroscopia na regido do infravermelho
permite identificar varios grupos funcionais na estrutura dos compostos organicos pois o0s
espectros obtidos resultam da interacdo das moléculas ou atomos com a radiagdo
eletromagnética. Através da vibracdo molecular as ligagdes covalentes estio em constantes
movimentos axiais ¢ angulares visiveis no espectro de FTIR (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2015; ATKINS; DE PAULA; KEELER, 2019).

No presente trabalho, medidas de infravermelho (FTIR) foram empregadas no intuito
de obter informagdes relacionadas a interagdes intermoleculares entre os constituintes
(MARTINS et al., 2012; ENUMO et al., 2020; REN et al., 2022). Através da FTIR ¢ possivel
avaliar grupos funcionais que apresentam momento de dipolo ndo nulo (ATKINS; DE
PAULA; KEELER, 2019). Na auséncia de reagdes quimicas, o ambiente quimico em que as
espécies estdo inseridas pode causar alteragdes no momento de dipolo. Essas mudancas
podem ser causadas principalmente por interagdes intermoleculares. Buscando avaliar a

presenca e/ou auséncia dessas interagdoes os espectros de FTIR estdo apresentados na Figura
26.
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Figura 26. Espectros de FTIR obtidos utilizando pastilha de KBr dos polimeros puros
e da CUR (a) e ATR das membranas (b,c).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Os espectros dos componentes puros: CUR, k-CAR e HPMCAS estdo apresentados na
Figura 26 (a). A CUR apresenta na regido de 3500 cm™ os estiramentos dos grupos O—H. A
banda em ~1620 cm! ¢é atribuida predominantemente a sobreposicdo das vibracdes de

' ¢ relacionada ao C=0O da cetona,

estiramento de alcenos (C=C). A banda em 1506 cm"
enquanto a banda do enol (C—O) ¢ encontrada em 1279 cm™'. Normalmente, a banda do C=0
ocorre acima de 1600 cm™!, entretanto, o equilibrio D/CE da CUR promove um deslocamento
devido a coexisténcia de espécies tautoméricas, € assim, o estiramento C=0 ocorre em menor
energia. (ZHAO et al., 2015; ENUMO et al., 2020). A banda em 1027 cm™ ¢ devido aos
grupos metoxi (C—O—C), enquanto as vibragdes trans—CH aparecem em 964 cm™ (ZHAO et
al., 2015; NASCIMENTO DA SILVA et al., 2019; ZHANG et al., 2019; ENUMO et al.,

2020; XIE; YAO, 2020).

O espectro da k-CAR (Figura 26 (a)) apresenta bandas caracteristicas do
polissacarideo (MARTINS et al., 2012; VOLOD’KO et al., 2016). Em 1234 cm™, 1073 cm™,
913 cm™ e 855 cm™! sdo atribuidas a deformagdo axial do éster de sulfato (O=S=0), ligac¢des
glicosidicas, 3,6-anidro  D-galactose (C-O-C) e D-galactose-4-sulfato (CO-S),
respectivamente. Em 1643 cm™! observa-se a presenca de um estiramento C-O referente a D-
galactose. A banda ampla observada em 2926 cm! foi atribuida a deformagdo da ligagdo C-H.
Em 3389 cm™ observa-se o estiramento dos grupos O-H presentes na cadeia (FARHAN;
HANI, 2017; BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; LIU et al., 2018; KHALIQ et al.,
2022).
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Na Figura 26 (a) também esta contido o espectro de infravermelho do HPMCAS. Em
1063 cm™ ¢ caracterizado o estiramento C-O referente aos éteres ciclicos, 1244 cm™ (&lcool
secundario) e 1744 cm™ (C=0). Em 2946 cm™' ¢ apresentada a banda referente ao estiramento
C-H. Em 3479 cm™! observa-se o estiramento O-H (KONNO et al., 2008; UEDA et al., 2014;
MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021).

Avaliando o perfil do espectro nas formulagdes, as membranas controle (sem CUR)
compostas pela mistura de k-CAR/HPMCAS estao apresentadas na Figura 26 (b). Verifica-se
um deslocamento da banda de 3372 cm™ da k-CAR e 3336 cm™ do HPMCAS para bandas
por volta de 3397 cm' (70HAC), 3389 cm™! (60HAC) e 3378 cm™ (50HAC). Este
deslocamento pode indicar interagdes entre esses polimeros através de ligagdes de hidrogénio
(WAISCZIK, 2020; LIN et al., 2022). Nas membranas, as bandas do HPMCAS em 1061 cm™
(C-O de 4lcool primario), 1242 cm™ (4lcool secundario) e a banda em 3488 cm™ do OH
aparecem deslocadas para ~1036 cm™, ~1235 cm™ e ~3471 cm! respectivamente. O espectro
na regido de 1400 a 1100 cm™! mostra o deslocamento das bandas da k-CAR em 1234 cm™!,
atribuido ao grupamento O=S=0, para ~1245 cm™ (70HAC), ~1253 cm™ (60HAC) e ~1262
cm™! (S0HAC). Estes deslocamentos de banda podem indicar interacdes entre o grupo sulfato
da k-CAR e o hidrogénio do élcool primario do HPMCAS (DONG; CHOI, 2008; STURM et
al., 2016; MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021).

Nos espectros das membranas também foi verificado um deslocamento na banda C=0O
da k-CAR. O deslocamento da banda de 1642 cm™ para ~1579 cm™! pode estar associado a
interacdes intermoleculares (AL-OBAIDI; BUCKTON, 2009; MARTINS et al.,, 2012;
VOLOD’KO et al., 2016; BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018). Esses deslocamentos
sao atribuidos a ligagdes de hidrogénio entre o oxigénio da C=0O da k-CAR com os grupos O-
H do HPMCAS (MADDAH; SHAMSI, 2012; BABADI et al., 2022). As mudangas espectrais
indicam a existéncia de interagdes intermoleculares entre a k-CAR ¢ o HPMCAS. Essas
interacdes podem ter origem eletrostatica, ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas

(LIN et al., 2022).

Balasubramanian et al. (2018) verificou que interacdes entre membranas de k-CAR e
outros polimeros sdo evidenciadas principalmente por ligacdes de hidrogénio
(BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018). O HPMCAS também promove interagdes
capazes de manter um farmaco amorfo (AL-OBAIDI; BUCKTON, 2009; ZHANG et al.,
2018; JHA; SHAH; AMIN, 2021). Este tipo de comportamento como, por exemplo, alteracao
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das frequéncias de alongamento de grupos participando de interagdes como O-H e C-O ¢é um
padrdo de blendas misciveis, sendo a mudanca (deslocamento) do pico, dependente da forga
da interacdo (MARTINS et al., 2012; SHAHBAZI et al., 2016; SATHUVAN et al., 2017;
BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018).

Além da avaliagdio de interagdes intermoleculares ¢ possivel constatar,
qualitativamente, a cristalinidade por FTIR (PUNCOCHOVA et al., 2015; ZHANG; LEE;
CHOW, 2019; JHA; SHAH; AMIN, 2021). Alargamentos de picos caracteristicos sao um
traco que evidencia um estado desordenado. A presenga de bandas maiores, ou seja,
convoluidas podem inferir sobre o arranjo amorfo da matriz (PUNCOCHOVA et al., 2015;
ZHANG; LEE; CHOW, 2019; XIE; YAO, 2020; JHA; SHAH; AMIN, 2021).

No trabalho desenvolvido por Puncochova et al. (2015) investigou-se como o perfil
cristalino de uma amostra afeta o espectro de infravermelho (PUNCOCHOVA et al., 2015).
Neste estudo, os autores conseguiram inferir diferentes formas cristalinas e a auséncia de
ordenamento molecular por FTIR (PUNCOCHOVA et al., 2015; ZHANG et al., 2018; JHA;
SHAH; AMIN, 2021). As principais mudancas observadas no estado amorfo estdo associadas
a bandas com menores definicdes e o aumento de convolugdes (AL-OBAIDI; BUCKTON,
2009; PUNCOCHOVA et al., 2015; PINTO et al., 2018; ZHANG et al., 2018; XIE; YAO,
2020; JHA; SHAH; AMIN, 2021).

O espectro das formulagdes k-CAR/HPMCAS contendo CUR (70HACC, 60HACC
e S0HACC) exibem muitas sobreposi¢des de bandas. Essa sobreposicao dificultou a
atribuicao dos estiramentos da CUR nas membranas (ILANGOVAN et al., 2018; LIU et al.,
2018; JUNIOR, 2020). Para investigar as caracteristicas das formulagdes e o arranjo cristalino

da CUR, a analise de XRD foi utilizada.
3.5 DIFRACAO DE RAIOS X (XRD)

A difragdo de raios X (X-ray diffraction, XRD) ¢ uma técnica cristalografica capaz
de identificar fases cristalinas em misturas. A analise ¢ baseada no desvio da direcao dos raios
X incidentes entre os planos cristalinos (KAKRAN et al., 2013; XIE; YAO, 2020). A Figura
27 mostra o perfil cristalografico da CUR, dos polimeros HPMCAS e «x-CAR e das

membranas produzidas com e sem curcumina.
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Figura 27. Difracdo de raios X das amostras com componentes puros (HPMCAS, «-
CAR, CUR) das membranas 70HAC, 60HAC, SOHAC, 70HACC, 60HACC, S0HACC em

escala (a) e sobrepostas (b).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O perfil cristalografico da CUR apresenta picos caracteristicos (20) em 7,86°, 8,91°,
12,16°, 14,54°, 17,27°, 18,15°, 19,38°, 21,14°, 23,35°, 24,57°, 27,39° 28,98°(DAL MAGRO
et al., 2021; POSTOLOVIC et al., 2022). Através dos picos difratados observa-se que a CUR
apresenta estrutura cristalina com picos bem definidos e sem polimorfismo (NASCIMENTO
DA SILVA et al., 2019). Destaca-se na k-CAR alguns picos de baixa intensidade em 11,83°,
13,32°, 19,04°, 19,79°, 24,94°, 25,41°. Estes picos da k-CAR sdo atribuidos a fracao cristalina
do polissacarideo que apresenta um ponto de fusdo definido como descrito no Capitulo II. Ja o
HPMCAS apresenta um perfil amorfo, ou seja, sem ordenamento molecular (LI et al., 2013;

SARABU et al., 2020; MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021).

Nas blendas controle 70HAC, 60HAC e 50HAC ndo se observa picos cristalinos
evidenciando a caracteristica das membranas. A auséncia dos picos nas membranas controle
indicam que o processo de casting ndo permite a reestruturacao cristalina da k-CAR inibindo
o evento de fusdio (MARTINS et al, 2012; SATHUVAN et al, 2017
BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; SARABU et al.,, 2020). As membranas
70HACC, 60HACC e SOHACC assim como as membranas controle ndo apresentaram planos
de difra¢do na faixa angular avaliada. Devido a auséncia dos picos caracteristicos ¢ possivel
assumir que a CUR est4d majoritariamente amorfa na matriz polimérica (PARADKAR et al.,

2004; LI et al., 2013; BATISTA et al., 2016; FAN; LU; LI, 2020; POSTOLOVIC et al.,
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2022). Assim, observa-se que as blendas apresentam caracteristicas predominantemente
amorfas com a presenca de cristais residuais como observado no PLOM (item 3.2). Na Figura

28 ¢ apresentado um esquema ilustrando a formagao das membranas produzidas.

Figura 28. Esquema representativo do processo de formac¢ao das membranas entre

HPMCAS e «-CAR contendo CUR.
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Fonte: Adaptado de Balashubramanian et al. (2018) (BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018).

No esquema apresentado na Figura 28 representa a formacdo da membrana
compilando os dados apresentados até entdo no Capitulo IIl. Representando as interacdes
intermoleculares presentes entre os polimeros e a boa dispersdo da CUR na matriz polimérica

(BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; FRANCA et al., 2022a)

No trabalho desenvolvido por Liu et al. (2018) foi avaliado a cristalinidade da CUR
dispersa em uma matriz de k-CAR (LIU et al., 2018). Observou-se que as dispersoes solidas
com maiores proporcdes de polissacarideo eram capazes de suprimir a cristalinidade do
curcuminéide (SEO et al., 2012; LIU et al., 2018; XIE; YAO, 2020; POSTOLOVIC et al.,
2022).

A capacidade de amorfizagdo de farmacos por polimeros foi evidenciada em diversos
trabalhos (FRIESEN et al., 2008; UEDA et al, 2014; BRISTOL; LAMM; LI, 2021;
MONSCHKE; KAYSER; WAGNER, 2021). No trabalho de Li et al. (2013) foi avaliado o
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perfil cristalino de misturas fisicas (MP) e por Spray Drying de formula¢des contendo CUR e
HPMCAS (LI et al., 2013). Foi verificado que nas MP’s o perfil cristalino da CUR ¢ mantido
enquanto que na dispersao soélida ha amorfizacao do fitofarmaco (PARADKAR et al., 2004;
LI et al., 2013; XIE; YAO, 2020). Resultados semelhantes foram obtidos no presente
trabalho, pois nas misturas fisicas apresentadas no Capitulo II, foi caracterizado a
cristalinidade da CUR enquanto na membrana os picos foram totalmente suprimidos.
Normalmente, as dispersoes solidas exibem um perfil de dissolucao significativamente maior
(PARADKAR et al., 2004; LI et al., 2013; FAN; LU; LI, 2020; SARABU et al., 2020;
POSTOLOVIC et al., 2022).

Esses resultados de XRD demonstram que a dispersdo soélida na forma de membrana
diminuiu a cristalinidade da CUR exibindo um estado predominantemente amorfo (SEO et al.,
2012; WANG et al., 2017b; BABADI et al., 2022; POSTOLOVIC et al., 2022; REN et al.,
2022). A transi¢do cristalino-amorfo resulta de um excesso de energia livre tornando o
sistema termodinamicamente instavel. A diminuicdo da cristalinidade da CUR pelos
polimeros pode favorecer um aumento da taxa de dissolugdo, solubilidade e
biodisponibilidade no organismo (ZHAO et al., 2015; ZHANG et al., 2019; YUDI UTOMO
etal., 2021).

Para investigar de que maneira as mudancas no perfil térmico tanto da CUR quanto

dos polimeros influéncia na matriz, a analise de TGA foi empregada.
3.6 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A estabilidade térmica dos componentes puros e das diferentes membranas preparadas
foram determinadas por TGA. O TGA ¢ uma anélise quantitativa que monitora a variagdo de
massa de uma amostra em relacdo ao tempo ou temperatura. As medidas sdo realizadas
utilizando um programada de temperatura pré-determinado (isotérmica ou rampa) sob uma
atmosfera controlada (inerte ou oxidante). As curvas de TGA dos componentes puros estao

apresentadas na Figura 29.
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Figura 29. TGA (a) e DTGA (b) dos componentes puros HPMCAS, x-CAR e CUR.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Observa-se na Figura 29 que a curva do HPMCAS e da CUR apresenta uma ampla e
unica faixa de temperatura de perda de massa. No caso da CUR, ao fato de que os diferentes
curcuminéides degradam em temperaturas muito proximas criando uma regido de perda de
massa de 280 °C até 430 °C. J4 o HPMCAS, tem uma perda de massa ingreme com um
maximo de degradacao em torno de 375 °C. A k-CAR apresentou trés estagios de degradagao,
possivelmente devido aos diferentes grupos que o polissacarideo contém. A primeira perda de
massa da k-CAR ocorre abaixo de 100 °C referente a saida de 4gua adsorvida na estrutura. A
perda de massa em torno de 250 °C da curva da k-CAR representa a decomposi¢do do
carboidrato. Esta etapa ¢ referente a fragmenta¢do da degradagdao em mais de uma etapa e ¢
relatada por Fauzi et al. (2021). (FAUZI et al., 2021) Nela ocorre a quebra da ligacao acetal e
a degradagdo da cadeia lateral com a saida do éster sulfato (CAMPO et al., 2009; LIU et al.,
2018; FAUZI et al., 2021) A medida que a temperatura aumenta, um novo estagio de
degradacdo ¢ atingido e ocorre a degradagdao completa da k-CAR (CAMPO et al., 2009; LIU
et al., 2018; FAUZI et al., 2021). O efeito da temperatura na perda de massa das membranas ¢

apresentado na Figura 30.
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Figura 30. TGA e DTGA das membranas 70HAC, 60HAC, S0HAC (a,b) 70HACC,
60HACC e S0HACC (c,d).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Os principais eventos (taxa maxima, °C) e seus respectivos percentuais de perda de

massa (%) estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Perda de massa em diferentes estagios (temperatura) e percentual de massa

residual em cada material.

Amostra T? PP T»¢ P4 Tz¢ Pt T48 P4t Residual |

HPMCAS 378,8 98,1 - - - - - - 1,9
k-CAR 59,8 14,7 239,88 11,6 269,7 26,5 336,1 34,5 13,4
CUR 3242 45,8 4004 474 - - - - 6,8
70HAC 64,6 58 2753 264 3663 55,1 - - 12,7
60HAC 63,8 79 2793 29,6 3724 533 - - 9,2
SOHAC 65,2 5,5 282,77 67,5 3694 15,7 - - 11,3
70HACC 76,6 52 277,77 27,8 3727 539 - - 13,1
60HACC 76 4,5 279 32,5 370 52,79 - - 10,2
SOHACC 74,8 7 283,3 56,3 360,8 25,7 - - 11

»ee8 Taxa maxima de degradagdo em cada estagio de perda de massa (°C)
b.d.th percentual de perda de massa em cada estagio de degradacgio (%)

I Percentual de massa residual a 800°C
Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Na Tabela 10 caracteriza-se em todas as membranas um estagio de perda de massa
referente a saida de solvente residual (dgua e EtOH). Nas membranas sem CUR, observou-se
que, com a diminui¢do de k-CAR, a temperatura tanto do primeiro estagio de degradagdo (k-
CAR) quanto do segundo (HPMCAS) aumentou. Ressalta-se que nas membranas ha apenas
um evento de degradacdo da k-CAR, indicando que o processo por casting favorece a
formagdo de uma unica populagdo estrutural da k-CAR com caracteristicas amorfas como
verificado por XRD (MICHEL; MESTDAGH; AXELOS, 1997, STURM et al., 2016;
BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; SUN et al., 2018). A diminuic¢ao na estabilidade
térmica de membranas contendo k-CAR foi reportado por Balasubramanian et al. (2018) e
Kahliq et al. (2022) (BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; KHALIQ et al., 2022). Nos
estudos desenvolvidos por esses autores, a diminuicdo na estabilidade térmica indica a
formacdo de complexos emaranhados entre os polimeros carregados. Os emaranhados sdo
chamados de complexos polieletroliticos que sdo favorecidos em determinados pH’s e

composigdes (RIBEIRO et al., 2009; ZHANG et al., 2019; SANCHES, 2020).

As membranas contendo CUR apresentaram comportamento semelhante as
membranas que ndo possuiam o ativo. Por se tratar de uma regido de perda de massa da CUR,
observa-se um aumento ¢ um alargamento no pico de perda em torno de 375 °C indicando a

presenca dos curcuminoides na matriz.
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3.7 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A andlise de DSC permite avaliar de que forma os eventos térmicos ocorrem nas
membranas através do monitoramento do fluxo de calor (ZHANG et al., 2018; MONSCHKE;
KAYSER; WAGNER, 2021). A maior parte das blendas poliméricas sao imisciveis podendo
ainda apresentar incompatibilidade resultante da baixa dispersdo de uma das fases na matriz e
baixa adesdo entre os componentes (PUCCI; RUGGERI, 2011). Nas blendas misciveis, os
polimeros formam uma unica fase e estdo intimamente misturados em nivel molecular,
apresentando somente um valor de T,. Se os componentes individuais da blenda imiscivel
apresentar transi¢des vitreas, espera-se que as blendas apresentem valores de Ty praticamente
iguais as dos polimeros individuais. As blendas parcialmente misciveis devem apresentar,
entdo, valores de T, relativos aos seus componentes, mas situados entre os valores dos
polimeros individuais. As curvas de aquecimento das membranas estdo apresentadas na

Figura 31. Os valores de T, atribuidos estdo apresentados na Tabela 11.
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Figura 31. DSC do HPMCAS (a), das membranas (b) e ampliagdo na regido da T, das

membranas (c).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Tabela 11. Temperatura de transi¢cdes vitrea do HPMCAS e das membranas 70HAC,
60HAC, S0HAC, 70HACC, 60HACC, S0HACC.

Amostra Tg (°C)
HPMCAS 56,3+0,05
S0HAC 24,3+0,05
S0HACC 27,542
60HAC 33,842,1
60HACC 27,8+0,2
70HAC 29,3+1,1
70HACC 63,8+2,1

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O HPMCAS puro (Figura 31 (a)) apresenta dois eventos principais: a T, referente a

fracdo amorfa em ~56,3 °C e um pequeno evento de fusdo em ~145°C. Nas blendas contendo
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CUR (Figura 31 (b)) verifica-se a auséncia de eventos endotérmicos proximos a fusdo da
CUR (~174 °C) indicando a predominancia amorfa do curcumindéide (PARADKAR et al.,
2004; KAKRAN et al., 2013). Através da curva apresentada na Figura 31 (c) foi estimado a
T, das membranas, dentre outros eventos. Através da Figura 31 (c) observa-se a presenca de
um unico evento de Ty nas membranas indicando, pelo menos, a miscibilidade parcial entre os

polimeros.

As blendas de HPMCAS/k-CAR exibiram uma diminui¢do na temperatura de
transicao vitrea quando comparada ao HPMCAS puro (SIEPMANN et al., 2006; SUN et al.,
2018; WAISCZIK, 2020). A diminui¢ao da T, se refere ao aumento do volume livre e, como
consequéncia, sua mobilidade molecular (MASCIA, 1978; SUN et al., 2018; ENUMO et al.,
2020; JUNIOR, 2020). A diminuicdo da T, proveniente da presenca de aditivos em uma
matriz polimérica pode ser denominada de plastificacdo (SIEPMANN et al., 2006; VIEIRA et
al.,, 2011). Em geral, o plastificante adicionado reduz a T, e a tensdo de deformagdo,
aumentando a flexibilidade e a resisténcia a fratura do filme (MARTINS et al., 2012; ALAVI
etal., 2019).

O comportamento térmico das amostras contendo CUR exibiram perfis diferentes. Um
pequeno incremento na Ty da formulacdo SOHACC e 70HACC foi evidenciado quando a
CUR ¢ adicionada. A necessidade de maior energia (T) para aumentar a mobilidade molecular
da estrutura pode estar associada a reticulagdo da membrana (MASCIA, 1978; SHIMAZU;
MALI; GROSSMANN, 2007; RODRIGUES; COSTA; GRENHA, 2012; ZHU et al., 2017,
BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; MASCIA et al., 2020). A reticulagdo (cross-
linking) ocorre devido a redugdo na mobilidade molecular das cadeias poliméricas. Esta
diminui¢do de mobilidade pode ocorrer por interagdes covalentes e nao-covalentes entre as
cadeias (PENG et al., 2018; WANG; OU; HUANG, 2019).De maneira contraria, a membrana
60HACC (contendo CUR) apresentou uma diminuicdo da T, (~27,8 °C) caracteristica de
plastificantes (BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; FRANCA et al., 2022a).

A amostra 70HACC apresentou um valor de T, superior at¢ mesmo do polimero puro
(~63,8 °C). Este comportamento na T, dos materiais, caracterizado como reticulacao,
geralmente ocorre quando sdo empregadas pequenas concentracdes de aditivo (VIEIRA et al.,
2011; RODRIGUES; COSTA; GRENHA, 2012). Como neste trabalho nao foi empregado
condigdes de reacdo quimica entre os constituintes, supde-se, que se trata de uma reticulagao

fisica. A reticulagdo fisica ocorre através de ligagdes de origem nao covalente. Ligacdes de
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hidrogénio, interacdes idnicas e van der Waals sdo interacdes que podem promover a
reticulagdo ndo-covalente (KHALIQ et al., 2022). Essas interagdes restringem o movimento
das cadeias poliméricas aumentando a Ty (ANDERSON et al., 1995; DLUBEK; REDMANN;
KRAUSE-REHBERG, 2002).

Através dos dados obtidos, se sobressai o efeito de reticulagdo, determinante para a
blenda contendo CUR e 30% (m/m) de k-CAR. Nas diferentes propor¢des massicas, observa-
se na membrana o efeito plastificante da k-CAR. Na membrana SOHACC observou-se uma
pequena elevacdo da Ty devido a presenca da CUR indicando um efeito de reticulagdo do
curcuminoide. Na membrana 60HACC ha um efeito plastificante da CUR pois ela contribui
para a diminui¢do da Tg. Por outro lado, a amostra 70HACC exibiu um aumento abrupto na
Ty devido a CUR indicando um perfil de cross-linking (HISHAM et al., 2015; ZHU et al.,
2017; YAN et al., 2018; MASCIA et al., 2020).

Através das curvas de DSC também ¢ possivel observar uma redu¢io na temperatura
de degradagdo da k-CAR (~250 °C) conforme o seu % na blenda decresce. Essa redu¢ao na
temperatura de degradacdo corrobora com os dados de TGA descritos no topico 3.6. A
diminuicdo da estabilidade térmica ¢ descrita pela formagdo de complexos emaranhados de
alta entropia que promovem a maior dispersdao da k-CAR na matriz (SHOJAEE-ALIABADI
et al., 2014; LIU et al., 2018; KHALIQ et al., 2022). Para investigar esses efeitos associados a
estabilidade térmica da k-CAR, uma cinética de degradacao foi realizada para estudar o efeito
das formulagdes na energia de ativacdo (Ea.) do evento (HJERDEZ; SMIDSROD;
CHRISTENSEN, 1996; MEDEIROS, 2019).

A cinética de degradagdo foi realizada de acordo com o item 2.2.8.1. Com os estudos
apresentados por Shahbazi et al. (2016), € possivel caracterizar a cinética de degradacao da k-
CAR (SHAHBAZI et al., 2016). Os autores relacionaram a variagdo da viscosidade intrinseca
com a temperatura para obtencdo dos parametros cinéticos. Essa variacdo da viscosidade
intrinseca com a temperatura esta diretamente associada a degradacdo da macromolécula
(HJERDEZ; SMIDSR@D; CHRISTENSEN, 1996; SHAHBAZI et al., 2016; MENG et al.,
2018).

Para a obtengdo dos parametros cinéticos de degradacdo da k-CAR neste trabalho
optou-se pela técnica de DSC através do método de conversdo isotérmico. (MENG et al.,

2018). Trata-se de uma analise cinética onde suspeita-se que a degradacao ¢ independente da
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temperatura, mas dependente do fluxo de calor associado ao evento (MA et al., 2012;
ABDERRAHIM et al., 2015; SHAHBAZI et al., 2016; BARIK et al., 2017; MENG et al.,
2018). As curvas de aquecimento realizadas com diferentes taxas de aquecimento estdo

apresentadas na Figura 32.

Figura 32. Curva de aquecimento das blendas poliméricas SOHAC, 60HAC, 70HAC
(a,c,e) e SOHACC, 60HACC, 70HACC (b,d,f) CUR com taxa de aquecimento de 5 °C min’!

(preto), 10 °C min™! (vermelho) e 20 °C min™' (azul).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Na Figura 32 evidencia-se que, conforme a taxa de aquecimento aumenta, maior ¢ a
temperatura de pico do evento de degradacao (~230 °C) (SHAHBAZI et al., 2016; MENG et

al., 2018). Aquecimentos lentos (5 °C min™") possibilitam tempo suficiente para modificacdes
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morfoldgicas motivadas pela reorganizagdo do material durante o aquecimento (AL-SALEM,
2018; MENG et al., 2018). O evento de degradacdo ocorre de maneira gradativa onde o calor
necessario para que o evento ocorra ¢ fornecido em um tempo maior. Em taxas de
aquecimento elevadas ndo se permite tempo suficiente para o material sofrer alteragdes
morfoldgicas. Assim, o evento de degradagdo ocorre quase que instantaneamente pois o calor
necessario ¢ fornecido em uma faixa de tempo muito pequena. De maneira geral, taxas de
aquecimento elevadas promovem picos mais intensos € com uma estreita faixa de temperatura

(NUNES, 2013; SHAHBAZI et al., 2016; MENG et al., 2018).

Para obtengao dos parametros cinéticos da degradacao da k-CAR as curvas da fungdo
log da taxa de aquecimento (log ) em fungdo do inverso da temperatura foram plotados. De
acordo com o modelo de Arrhenius foi possivel estimar a energia de ativagdo (E.) através do

coeficiente angular da curva (Figura 33) (AL-SALEM, 2018; MENG et al., 2018).

Figura 33. Log da taxa de aquecimento (log ) em funcdo do inverso da temperatura
de pico (1000/T) das membranas SOHAC, 60HAC, 70HAC (a) e SOHACC, 60HACC,
70HACC (b).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Através dos dados obtidos, na Tabela 12 estdo apresentados a temperatura de pico em

cada taxa de aquecimento e a energia de ativagao calculada.
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Tabela 12. Temperatura de pico nas respectivas taxas de aquecimento, energia de
ativacdo de degradacio da k-CAR e coeficiente de determinacdo (R?) nas membranas SOHAC,

60HAC, 70HAC, SOHACC, 60HACC e 70HACC.

5CCmin") 10(°C min?) 20 (°C min') Ea (kJ mol) R?

SOHAC 246,48 255,16 263,36 190,23+ 4,88 0,9987
60HAC 245,26 253,72 261,08 201,29+ 9,82 0,9952
70HAC 244,1 250,52 259,38 206,32+ 7,3 0,987
SOHACC 245,77 253,49 261,13 208,01+ 2,38 0,9997
60HACC 245,16 252,92 261,13 199,84+ 1,51 0,9999
70HACC 241,31 248,29 255,73 217,45€£ 2,27 0,9998

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Os valores da energia de ativacdo (Ea) apresentados na Tabela 12 indicam de que
maneira as propor¢des entre as blendas afetam a energia necessaria para degradar a k-CAR no
sistema. O bom ajuste matematico dos pontos nas equacdes de retas indica que o método de
Flynn—Wall-Ozawa (O-W-F) se ajusta ao estudo da cinética de degradacdo da xk-CAR (HU;
CHEN; WANG, 2004; AL-SALEM, 2018; MENG et al., 2018). Observa-se que a membrana
50HAC exibiu a menor Ea, corroborando com os dados obtidos na termogravimetria pois a
membrana S0HAC exibiu a menor temperatura de degradacdo no TGA. Com a adi¢do da

CUR, ¢ verificado mudangas no comportamento da E. entre as formulagoes.

Na amostra SOHACC, ha um acréscimo na E, da k-CAR quando comparada a SOHAC.
Este efeito pode estar associado a diminui¢do do volume livre descrita por meio do
incremento da Ty pela CUR (FARHAN; HANI, 2017; MENG et al., 2018). Na blenda
contendo 50% de HPMCAS, a CUR pode estar dificultando a degradacao da k-CAR na matriz
quando comparada a SOHAC (SHAHBAZI et al., 2016; MENG et al., 2018). J4 na amostra
60HACC observa-se um perfil diferente, ou seja, ndo ¢ evidenciado variagdo na E. devido a
presenca da CUR quando comparada a 60HAC. Assim, conclui-se que a CUR na formulagao,
aparentemente, ndo interfere na degradacdao da k-CAR. (VYAZOVKIN; SBIRRAZZUOLI,
2006; SHAHBAZI et al., 2016; MENG et al., 2018).

Na amostra 70HACC, hd um acréscimo na E, da k-CAR quando comparada ao
respectivo controle. O resultado pode estar relacionado a diminui¢do do volume livre descritas
pelo aumento da T, na presenca da CUR. Assim como na amostra SOHACC, na membrana
70HACC, a CUR pode estar dificultando a degradagdo da k-CAR (SHAHBAZI et al., 2016).
Este resultado ¢ semelhante ao observado na amostra SOHACC e S50HAC indicando que k-

CAR e a CUR estio intimamente misturadas. Na andalise de DSC verificou-se um efeito
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reticulante da CUR nas formulagdes SOHACC e 70HACC e plastificante na 60HACC. Assim,
¢ possivel supor que a reticulagdo ocorra ndo somente na matriz de HPMCAS, mas na k-CAR,

0 que contribui para a necessidade de uma maior energia para degrada-la (MACIEL et al.,

2005; HISHAM et al., 2015; SHAHBAZI et al., 2016; MASCIA et al., 2020).

O efeito plastificante e reticulante descritos anteriormente podem ajudar a identificar o
local majoritario da k-CAR e da CUR na membrana. Neste caso, dependendo da intensidade
da interagado entre a k-CAR e a CUR ¢ possivel distinguir se hd ou nao favorecimento de sitios
de interacdo entre estes dois componentes. Neste sentido, sugere-se que, tanto na propor¢ao
de 50%, quanto na de 30% de x-CAR, ela apresenta interagdes evidentes com a CUR. Essa
interagdo entre a k-CAR e CUR ¢ verificada indiretamente pelo efeito na Ty (ANDERSON et
al., 1995; UBBINK, 2016; MASCIA et al., 2020).

A mudanga dessas transigoes avaliadas por DSC influenciam diretamente as
propriedades mecanicas das membranas. Para investigar a influéncia dos componentes e
avaliar o efeito da temperatura nestas propriedades mecanicas, a analise dindAmico mecanica

(DMA) foi utilizada.
3.8 ANALISE DINAMICO MECANICO (DMA)
3.8.1 Rampa de temperatura

A determinagdo das propriedades mecéanicas das membranas desempenha um papel
importante neste estudo. Quando aplicadas em sistemas topicos espera-se que as membranas
possuam maleabilidade e resisténcia para que consigam envolver a superficie da pele evitando
rachaduras e pouca adesividade (ESCOPCIO et al., 2011; POSTOLOVIC et al., 2022). As
propriedades mecanicas dos polimeros dependem de muitos pardmetros, incluindo o grau de
cristalinidade, a presenca de moléculas plastificantes e reticulantes (NARDUCCI et al., 2016;
DEWANGAN et al., 2017; LIN et al., 2022). A rampa de temperatura no DMA pode ser
utilizada para determinar os pardmetros mecanicos como moédulo de armazenamento (E’),
médulo de perda (E”) e tan & (CASSU; FELISBERTI, 2005; ESCOPCIO et al., 2011;
ANNABI et al., 2017; SANTOS, 2021). As curvas referentes ao modulo de armazenamento,

de perda e tan 6 em func¢ao da temperatura estdo apresentados na Figura 34.
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Figura 34. Mdédulo de armazenamento (a,b), médulo de perda (c,d) e tan d (e,f) para as

membranas SOHAC, 60HAC, 70HAC, SOHACC, 60HACC e 70HACC.
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A andlise de rampa de temperatura permite obter informacdes sobre o comportamento

mecanico de um determinado material com a temperatura (CASSU; FELISBERTI, 2005;

CUCOS et al., 2011). A temperatura influencia a mobilidade das cadeias poliméricas e,

consequentemente, no seu armazenamento (elastico) e dissipa¢do (viscoso) de energia na

forma de escoamento (CASSU; FELISBERTI, 2005; ESCOPCIO et al., 2011; LORANDI et

al., 2016). Esta representacdo permite a determinagdo de processos de relaxacdao, que sao
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caracterizados por uma diminui¢do do méddulo de armazenamento e um pico de modulo de
perda (CUCOS et al.,, 2011). Os principais eventos de relaxa¢do estdo relacionados a
temperatura de transi¢do vitrea, fusao de aditivos e transi¢des secundarias (EBEWELE, 2000;

NARDUCCI et al., 2016; YAN et al., 2018; FAUZI et al., 2021).

Como analisado na Figura 34 (a,b), pode ser verificado o aumento inicial no E’ com
a temperatura até ~100-120 °C. Esse aumento pode ser atribuido a uma perda de moléculas
residuais do solvente (H.O) (KUNDU et al., 2005; NARDUCCI et al., 2016). Através da
curva de E’, mesmo apos a Tg (determinada por DSC) o médulo de armazenamento continua
aumentando. Este perfil ¢ caracteristico de matrizes termorrigidas e altamente reticuladas
(EBEWELE, 2000; VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009). O comportamento nas
curvas de E’ pode indicar que moléculas de agua estdo atuando como reticulantes na matriz

(HISHAM et al., 2015; BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018).

Devido as caracteristicas intumescentes da k-CAR ¢é constatado que a formulagdo
S0HAC e 5S0HACC contém o maior pico no E’. Observa-se ainda, que a adigdo da CUR na
matriz contribui com o aumento do E’ maximo (VYAZOVKIN; SBIRRAZZUOLI, 2006;
PHILLIPS; WILLIAMS, 2009; RUDHZIAH et al., 2015; HU et al., 2018; SUN et al., 2018).
A tendéncia ¢é caracterizada nas demais formulagdes 60HAC, 60HACC, 70HAC e 70HACC
(Figura 34 (a,b)). Este comportamento pode ser justificado devido ao método de preparo
(casting) e a umidade relativa utilizada para ambientar as membranas (~58%) (DLUBEK;
REDMANN; KRAUSE-REHBERG, 2002; JUNIOR, 2020; WAISCZIK, 2020). Além do
moédulo de armazenamento, ¢ possivel constatar a temperatura em que o E’ maximo ¢
atingido. Observa-se que conforme o teor de k-CAR aumenta, maior € a temperatura de pico
do E’. Isto sugere que em maiores proporgdes de k-CAR, maior € a energia requerida para a
retirada da HO (MORARU et al., 2002; MARTINS et al., 2012; FARHAN; HANI, 2017;
NASCIMENTO DA SILVA et al., 2019; ENUMO et al., 2020).

ApoOs a saida da agua, ¢ observado uma diminui¢do no E’ € um aumento no E”’
(Figura 34 (c,d)) (~130-150 °C). Esse incremento na componente viscosa ¢ promovido pelo
aumento da energia térmica que favorece o escoamento (KUNDU et al., 2005; YAN et al.,
2018). A partir de 150-160 °C tanto E’ quando E’’ decrescem de maneira abrupta (NGAI et
al., 1991; LAFFERTY; NEWTON; PODCZECK, 2002; CUCOS et al., 2011; ESCOPCIO et
al., 2011). Para comparar o comportamento das membranas foi dado enfoque no perfil de tan

0. O valor de tan 6 ¢ definido como a razdo entre o moddulo de perda e o modulo de
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armazenamento (NUNES, 2013; BATISTA et al., 2016). Trata-se de um indicativo da
capacidade de amortecimento mecanico (BATISTA et al., 2016; GROSS, 2019).

Na amostra SOHAC (Figura 34 (e)), ¢ possivel observar trés picos de tan 6 referentes
a conversao de energia mecanica do material. A primeira, em torno de 35,9°C, ¢ atribuida a Ty
da membrana (NGAI et al., 1991; LAFFERTY; NEWTON; PODCZECK, 2002; CUCOS et
al., 2011; ESCOPCIO et al., 2011). Esse aumento na Ty da formulagio S0HAC pode ser
atribuida a presenca da agua, ausente nas medidas de DSC. O pico de tan  em 167,7 °C pode
ser atribuido a fusdo parcial da fragdo da k-CAR seguida da degradagdo do polissacarideo
(PIYAKULAWAT et al., 2007; ELNASHAR; YASSIN, 2009). Este evento ¢ observado no
DSC (ver Apéndice E) como um evento que antecede a degradagao (HAGEN et al., 1994;
LORANDI et al., 2016). Quando a CUR ¢ adicionada (SOHACC), o comportamento mecanico
da blenda sofre alteragdes. O perfil mecanico na amostra SOHACC (Figura 34 (f)) inibiu e/ou
diminuiu algumas transi¢cdes verificadas pelo tan & ndo sendo possivel caracterizar a T,
(NGALI et al., 1991). Verificou-se um pico de tan & em 189,2 °C atribuido a fusdo pré-
degradacdo da k-CAR na matriz (ELNASHAR; YASSIN, 2009; MARTINS et al., 2012; DE
ALCANTARA et al., 2020).

Nas formulagdes 60HAC e 60HACC (Figura 34 (e,f)) também nao foi possivel
caracterizar a temperatura de transi¢ao vitrea na curva de tan 6. Verificou-se que o perfil da
curva se manteve, e caracterizou-se os picos pré-degradacao em 168,6 °C e 172,7 °C para a
amostra sem e com CUR, respectivamente (PIYAKULAWAT et al., 2007, ELNASHAR;
YASSIN, 2009).

As amostras 70HAC e 70HACC (Figura 34 (e,f)) também exibiram perfis diferentes
das demais formulagdes. A formulacdao 70HAC (Figura 34 (e)) apresentou um evento que
pode ser atribuido a Tg ou transicdo sol-gel da k-CAR em torno de ~37,7 °C. A fusdo pré-
degradagdo da k-CAR ¢ caracterizada pelo pico de tan 6 em 177,4 °C (PIYAKULAWAT et
al., 2007; ELNASHAR; YASSIN, 2009). Por outro lado, a membrana 70HACC (Figura 34
(f)) exibiu a Tg do HPMCAS pelo pico de tan & (~74,9 °C). Apesar de ser superior a
encontrada por DSC, a T, est4 de acordo aos dados obtidos no topico anterior. A discrepancia
entre os valores pode estar associada, principalmente, a presenca de 4gua na estrutura. Assim
como as demais formulagdes, na membrana 70HACC foi caracterizado a pré-degradacao da

k-CAR (~172,7 °C) (HAGEN et al., 1994; CUCOS et al., 2011).
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No trabalho desenvolvido por Wolff et al. (2014) foi investigado a solubilidade de
farmacos nas propriedades viscoelasticas de matrizes poliméricas (WOLFF; IRSAN;
DODOU, 2014). Verificou-se que conforme a propor¢do de farmaco aumentava nas
membranas havia um acréscimo no moédulo elastico (LACOULONCHE; CHAUVET;
MASSE, 1997; JUST et al., 2013; WOLFF; IRSAN; DODOU, 2014). O aumento do E’ foi
atribuido a presenga de cristais suspensos nao dissolvidos (WOLFF; IRSAN; DODOU, 2014;
ZHU et al., 2017; YAN et al., 2018). Perfil semelhante ¢ observado neste trabalho onde as
formulagdes contendo CUR exibiram um aumento significativo na magnitude do E’ (HAGEN
et al., 1994; SIEPMANN; LE BRUN; SIEPMANN, 2006; WOLFF; IRSAN; DODOU, 2014;
BATISTA et al., 2016; MOHAMED et al., 2020; SANTOS, 2021).

Os dados de rampa de temperatura no DMA nos fornecem informagdes acerca de
eventos que alteram as propriedades mecanicas conforme energia térmica € uma tensao
mecanica constante ¢ fornecida (CASSU; FELISBERTI, 2005; PUCCI; RUGGERI, 2011;
NUNES, 2013). Quando os pardmetros da analise sdo definidos leva-se em consideragdo o
quanto ¢ possivel deformar o material de forma eléstica (reversivel). No presente trabalho, os
parametros foram definidos sem a avaliacdo prévia do material, mas sim, de trabalhos com
outros polissacarideos. Assim, a auséncia de correlacdo entre o mddulo de perda com os
demais parametros pode estar associada a essa deformacao plastica que o material sofre. A
medida em que ocorre os ciclos de estiramento (1 Hz) o material vai deformando e perdendo a
capacidade de escoar. Essa perda ¢ visualizada pela inibi¢cdo de crescimento no E’’ que,
apesar do aumento da temperatura, tem valores com magnitude semelhante (CURTIS et al.,

2006; DRUSCH et al., 2009; CHIENG; MIZUNO; PIKAL, 2013; UBBINK, 2016).
3.8.2 Tensiao versus deformacao

A aplicagdo topica das membranas envolve propriedades mecanicas desejaveis.
Quando aplicadas, espera-se que as membranas apresentem resisténcia mecanica e
maleabilidade (ESCOPCIO et al., 2011; KHALIQ et al., 2022). Essas caracteristicas facilitam
0 manuseio e a aplicagdo dessas membranas. Assim, a resposta mecanica das membranas foi
avaliada a 37 °C nas curvas de tensdo versus deformacdo. As curvas de tensdo vs deformacgao
estd apresentada na Figura 35. Devido a caracteristica plastica dos materiais obtidos nao foi
possivel estimar de forma precisa o modulo de Young, e por isso, na Tabela 13 estd contido o

modulo secante das membranas.
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Figura 35. Curvas de deformagdo em funcdo da tensdo aplicada das membranas

70HAC, 60HAC e 50HAC (a) 70HACC, 60HACC e SOHACC (b).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Tabela 13. Mddulo secante seus respectivos desvios das membranas 70HAC, 60HAC,

S0HAC, 70HACC, 60HACC e S0HACC.

Amostra Moédulo secante (MPa)
70HAC 11,4+0,17°
60HAC 15,5+0,05
S0HAC 9,72+0,44

70HACC 11,4+0,08?

60HACC 10,5+0,15

S0HACC 23,1+0,75

* Valores médios com mesmas letras sobrescritas em uma determinada coluna ndo exibem diferenca superior a
5% de significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).
Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O modulo secante ¢ utilizado em sistemas que possuem uma regido eldstica muito
pequena e de dificil caracterizagdo. Segundo a norma ASTM D5323-92 (1999) o moddulo
secante ¢ definido como a inclinacdo da reta secante que intercepta a curva de tensdo na
origem e no ponto que corresponde a deformacao de 2% (MATERIALS, 1999; FERRARI et
al., 2014; GROSS, 2019). De maneira geral, o médulo secante ¢ inferior ao modulo de Young

e os plastificantes contribuem para sua diminui¢io (ESCOPCIO et al., 2011; GROSS, 2019).

De acordo com a Tabela 13, o teste Tukey identificou valores estatisticamente
semelhantes para amostra 70HAC e 70HACC. Por outro lado, a amostra SOHAC/50HACC e
60HAC/60HACC exibiram comportamentos opostos com a adi¢do de CUR (SIEPMANN; LE
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BRUN; SIEPMANN, 2006; CHEN et al., 2016; DEWANGAN et al., 2017, TARASHI;
NAZOCKDAST; SODEIFIAN, 2019).

A presenga de CUR na membrana SOHACC provoca um aumento na componente
elastica em comparagao ao controle (SOHAC) (MARTINS et al., 2012; CHEN et al., 2016;
KHALIQ et al., 2022). Esse comportamento ¢ caracteristico de cross-linking caracterizado
também pelo aumento da T, no DSC. Além da CUR, supde-se que a agua esteja também
contribuindo na componente elastica (CASSU; FELISBERTI, 2005; TARASHI,
NAZOCKDAST; SODEIFIAN, 2019; ENUMO et al, 2020; WAISCZIK, 2020).
Possivelmente, a presenca da agua nas estruturas 3D da k-CAR na formulacdo SOHACC
promove um aumento no estiramento reversivel (elastico) inibindo o escoamento como

verificado pelo E’ na Figura 35 (TRASI et al., 2014; DESHPANDE et al., 2018).

Assim como no DSC discutido no item 3.7, as amostras 60HAC e 60HACC
apresentaram um comportamento diferente das demais. Essa mudanca também ¢ observada na
curva de tensdo vs deformagdo das amostras 60HAC ¢ 60HACC. O modulo secante da
formulagdo contendo 60% (m/m) de HPMCAS exibiu um perfil distinto apds a adi¢do de
CUR (TRINCA et al.,, 2017; ZHU et al., 2017). A diminui¢do no moédulo secante da
formulagdo 60HACC vai ao encontro dos dados de T, caracterizados por DSC (MASCIA;
MARGETTS, 1987; FARHAN; HANI, 2017).

Ao aumentar o percentual de HPMCAS observa-se um aumento na fragilidade das
amostras (HISHAM et al., 2015; ZHU et al., 2017). Esta fragilidade provavelmente estéd
associada a reticulagdo tanto pela CUR quanto pela 4gua nas amostras ricas em HPMCAS
(principalmente 70%) (MAEDA; PAUL, 1987, ANDERSON et al., 1995; RODRIGUES;
COSTA; GRENHA, 2012; BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018). Apesar do modulo
secante ndo apresentar valores distintos entre 70HAC e 70HACC (t < teit), 0 aumento da
rigidez ¢ verificado pelo incremento do E’ nas curvas apresentadas no item 3.8.1 na amostra
70HACC. Esse aumento na rigidez da membrana pode estar associado ao aumento de T
causado pela CUR observado no DSC (DEWANGAN et al., 2017, BALASUBRAMANIAN;
KIM; LEE, 2018; ENUMO et al., 2020). A presenca de moléculas de 4gua também pode ser
um contribuinte para o aumento brusco no E’ (ABIAD; CAMPANELLA; TERESA
CARVAIJAL, 2010; CUCOS et al., 2011; ARAVAMUDHAN et al., 2014).
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Visualiza-se na Figura 35 que todas as amostras apresentam um inicio da curva
partindo de uma deformacgdo negativa. Apds a ambientacdo das membranas por 48 h em
atmosfera controlada de 58%, a medida em que se removia o corpo de prova para as andlises
ele comecava a contrair. Este efeito ¢ devido a saida de agua da membrana imediatamente
quando retirada da incubacdo para realizagdo das medidas (RUDHZIAH et al., 2015;
LORANDI et al., 2016; NARDUCCI et al.,, 2016). Na Figura 36 estdo apresentadas
fotografias das diferentes formulagdes contendo CUR em 5 e 30 min em exposi¢ao a umidade

relativa do ambiente.

Figura 36. Fotografia dos corpos de prova contendo CUR retirados da atmosfera

controlada ap6s 5 e 30 min de exposi¢ao a umidade relativa do ambiente.

70HACC 60HACC 50HACC  70HACC 60HACC 50HACC

!

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

A 1magem presente na Figura 36 indica o comportamento das membranas apds sair
da umidade relativa de 58%. ApoOs serem expostas ao ambiente as amostras exibiram um
perfil de evaporagdo da agua. A facilidade/dificuldade com que a membrana “expulsa” essas
moléculas de 4dgua estd diretamente relacionada a composi¢do da blenda (KUMAR; GUPTA,
1998; BARIK et al., 2017, SAMPRASIT et al., 2020). A afinidade com que essas moléculas
de dgua saem da membrana ¢ evidenciada entre as proporg¢oes, onde, a amostra 70HACC ¢ a
que mais “liberou” dgua quando retirado da umidade relativa. Essa liberagao de dgua devido a

mudan¢a da umidade relativa (de 58% para o ambiente aberto) esta associada ao quanto a
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matriz consegue reter essas moléculas de hidratagdo. E possivel observar que, conforme a
quantidade de k-CAR aumenta, aparentemente, menor ¢ a saida de agua. A alta retengdo de
agua pela k-CAR ¢ uma caracteristica inerente do polissacarideo sulfatado que,
principalmente na forma de gel, absorve grandes quantidades de agua. Como discutido no
topico anterior, supde-se que a dgua esteja atuando como um reticulante na matriz polimérica
e, sendo assim, contribuindo no E’ (ZHU et al., 2017; BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE,
2018). Este comportamento foi evidenciado na Figura 34 onde tem-se valores diretamente
proporcionais no E> maximo conforme o teor de k-CAR aumenta. Um esquema representado

o efeito da 4gua na membrana SOHACC ¢ apresentado na Figura 37.

Figura 37. Esquema da presenca e¢ da auséncia da agua (azul) no moédulo de

armazenamento (E’) e temperatura de transi¢do vitrea (Tyg).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Na Figura 37 ¢ apresentado um esquema representando a formulacdao SOHACC,
especificamente. Nela, apresenta-se a reticulagdo causada pela dgua e como, provavelmente,
seria 0 comportamento mecanico sem H>O baseando-se nos dados de DSC. A reticulagdo
promovida pela agua nao foi observada por DSC (3.7) (JUNIOR, 2020; WAISCZIK, 2020).

Essa inibicdo do escoamento ndo ¢ visualizada pelo DSC pois, por se tratar de uma segunda
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corrida, elimina a 4gua contida na estrutura. A auséncia dessas interacdes promove um maior
escoamento das cadeias umas sobre as outras. Apesar de convergirem para conclusdes
semelhantes, ¢ evidente algumas diferengas observadas entre os parametros obtidos por DMA
e DSC. A distingdo da analise mecanica e térmica pode ser devido aos parametros e condi¢des
utilizadas. A andlise mecanica atua como uma resposta a uma forga externa exercida sobre o
corpo de prova (CASSU; FELISBERTI, 2005). Por outro lado, o DSC responde ao
incremento de energia térmica no sistema. Assim, mudangas associadas a temperatura € ao
comportamento sao esperados quando se compara sistemas complexos (HAGEN et al., 1994;
CASSU; FELISBERTI, 2005; ABIAD; CAMPANELLA; TERESA CARVAJAL, 2010;
CUCOS et al., 2011; ESCOPCIO et al., 2011; NUNES, 2013).

No trabalho desenvolvido por Annabi et al. (2017) foram estudados potenciais
adesivos cirurgicos utilizando hidrogéis (ANNABI et al., 2017). As formulacdes, variando o
percentual de reticulante exibiram um aumento proporcional na componente elastica com o
percentual de reticulante. Através deste trabalho foi analisado a capacidade adesiva e
verificou-se que, conforme o % de reticulante aumentava, maior foi a adesividade da amostra.
A alta adesividade refletiu positivamente nos ensaios ex vivo (ANNABI et al., 2017; ZHU et
al., 2017).

A amostra SOHACC foi a formulagdo, dentre as contendo CUR, que exibiu a maior
componente eldstica. Assim, espera-se que tenha uma performance mais efetiva como
adesivo. A adesdo, neste caso, estd associada a facilidade com que a membrana quebra as
interacdes coesivas e adere na superficie da pele. Assim, para verificar a compatibilidade das
membranas em agua e avaliar as propriedades superficiais foram realizadas medidas de

angulo de contato.
3.9 ANGULO DE CONTATO (CA)

O angulo de contato (CA) ¢ utilizado como uma medida da molhabilidade entre um
liquido e uma superficie solida. Através da deposicdo de uma gota de um determinado
solvente podemos inferir sobre a afinidade de uma superficie solida por este solvente
(EXTRAND, 2002; REDON et al., 2005; DA SILVA; OCHSNER; ADAMS, 2018). Para
aplicagdes biologicas, a 4gua ¢ o solvente mais utilizado nas medidas de angulo de contato
(CA). Superficies que apresentam um angulo de contato com a agua menor que 90° (Figura

38) apresentam uma superficie dita molhavel. Angulos superiores a 90° indicam que a
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superficie possui carater hidrofobico e baixa molhabilidade (KWOK; LI; NEUMANN, 1994;
FAN et al., 2017).

Figura 38. Formas e angulo de contato de gotas de solvente em uma superficie
solida.

6 >90° 6 <90°

Fonte: Adaptado de Kraqczyk (2015) (KRAWCZYK, 2015).

Diversos curativos ¢ demais dispositivos topicos dependem das suas caracteristicas
superficiais (VENKATRAMAN; GALE, 1998; BARRY, 2002). Além da molhabilidade,
através da determina¢do do CA das amostras em solventes com polaridades distintas, ¢
possivel estimar a energia superficial do material. O conceito de energia de superficie foi
desenvolvido por Gibbs e pode ser definida como o trabalho necessario para aumentar a
superficie em uma unidade de area por um processo isotérmico e reversivel (SHAW, 1981;
SANCHEZ et al., 2014). De modo a determinar o angulo de contato em diferentes solventes
(agua, formamida e diiodometano), as fotografias da gota sob a superficie das membranas
foram apresentadas na Figura 39. Os valores e os respectivos desvios do angulo de contato

das membranas estdo contidos na Tabela 14.
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Figura 39. Fotografias digitais das gotas adquiridas durante os ensaios de angulo de
contato das membranas de composicdo 70HAC, 60HAC, S0HAC,70HACC, 60HACC e

SOHACC utilizando 4gua (pH ~7,0), formamida e diiodometano como solvente.

Agua

50HACC

Formamida

70HAC B0HAC 50HAC T0HACC B0HACC 50HACC

Diiodometano

70HAC B60HAC 50HAC 70HACC 60HACC 50HACC

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Tabela 14. Angulo de contato (°) e seus respectivos desvios das membranas utilizando

diferentes solventes (dgua, formamida e diiodometano).

Angulo de contato (°)

Amostra (n=3)

Agua Formamida Diiodometano
70HAC 87,0+0,8? 70,3+0,9 53,0+ 4,7¢
60HAC 92,7+0,7 53,8+0,2° 60,9+0,9¢
S50HAC 66,8+0,3 40,6+0,2¢ 41,0+2,8°

70HACC 84,6+1,2° 53,240,1 51,7+0,3¢
60HACC 74,4+0,3° 44,0+0,24 44 3+]
50HACC 72.3+0,9° 41,4424 40,2+1,2

* Valores médios com mesmas letras sobrescritas em uma determinada coluna ndo exibem diferenca superior a
5% de significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).
Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O angulo de contato determinado através da Figura 39 e apresentado na

Tabela 14 apresentou valores significativamente diferentes (ver apéndice F). Observa-
se que a molhabilidade (em 4gua) da amostra 70HACC nao apresentou diferenca significativa
(t < terit) com a adigdo da CUR. A amostra 60HAC exibiu uma diminui¢do do angulo de
contato apos a incorporagdo de CUR (60HACC). Por outro lado, a SOHACC apresentou
molhabilidade em 4gua estatisticamente superior (t>tcrit) as das amostras sem CUR (50HAC)

(BARBOSA et al., 2022). O angulo de contato das formulagdes em diiodometano também
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ilustram a mudanga na hidrofobicidade das amostras 60HACC e SOHACC. As formulagdes
60HACC e 50HACC apresentaram redugdo significativa no CA com o componente de baixa
polaridade (diiodometano). Estes resultados indicam que, apesar de intuitivamente
contraditorios, as amostras 60HACC e SOHACC apresentam redug¢dao na molhabilidade em
agua (polar) e no diiodometano (apolar). Apesar de incomum, essa reducdo concomitante
pode estar associada a uma mudanga na energia de superficie das membranas (OWENS;
WENDT, 1969; EXTRAND, 2002). Para investigar como as propor¢des entre os polimeros e
a CUR afetam as componentes polar, apolar e total, estes parametros foram determinados pelo
método de Fowkes. Os valores das componentes superficiais (polar, apolar) e a total sdo

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Valores das componentes de energia livre de superficie polar (ys),

dispersiva (yY%), total (ys) das membranas sélidas e coeficiente de correlagio.

L S BTG L S ooy
70HAC 57,1+0,41 0,808+0,5 57,9+0,94 0,998
60HAC 19,243,5 0,0376+3,4*P 19,3+6,9¢ 0,783
50HAC 6,88+0,2 3,00+0,2° 9,88+0,4¢ 0,996
70HACC 33,742,2 17,4+1,5 51,1+3,7¢ 0,936
60HACC 14,4+1,3 40,1+1,2 54 442 54 0,948
50HACC 0,227+0,15 0,618+0,22 0,845+0,3 0,952

* Valores médios com mesmas letras sobrescritas em uma determinada coluna nao exibem diferenga
superior a 5% de significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).
Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Através dos valores apresentados na Tabela 15 foi possivel verificar a influéncia da
proporcao entre os polimeros e da adigdo da CUR nas componentes da energia de superficie.
A componente polar (yPs) apresentou valores significativamente distintos entre si (ver
Apéndice G). As propor¢des entre 0 HPMCAS e a k-CAR causaram uma diminui¢ao na yPs
conforme a propor¢do de k-CAR aumentava no sistema. Por outro lado, a adi¢do da CUR
também promoveu a diminui¢do da componente polar (KWOK; LI; NEUMANN, 1994;
SANCHEZ et al., 2014).

A componente dispersiva (y%) das formulagdes 70HAC e 60HAC ndo apresentam
diferenca significativa. Apesar disso, percebeu-se que a similaridade estatistica ndo ¢ mantida
quando a CUR ¢ adicionada na blenda. Na amostra SOHACC observa-se um decréscimo na
componente dispersiva, provavelmente associada a solubilizacdo da CUR por ambos os

polimeros contidos na matriz. Apesar das amostras 70HAC e 60HAC terem componentes
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dispersivas estatisticamente semelhantes, a adicdo da CUR afetou a blenda. Em ambas as
blendas contendo CUR, 70HACC e 60HACC verificou-se um incremento na componente
dispersiva, caracteristica da molécula hidrofobica que foi adicionada (KWOK; LI;
NEUMANN, 1994; ENUMO et al., 2020). A energia de superficie total (ys) ndo apresentou
variacdo com a adicdo de CUR na amostra 70HAC e 70HACC. Ja a amostra 60HAC
apresentou-se inferior a amostra 60HACC, indicando que a CUR, nesta formulagao,
aumentou consideravelmente a energia superficial da membrana. Em magnitude, as
formulagdes 70HACC e 60HACC nao apresentaram ys diferentes. Por outro lado, a membrana

S0HAC e SOHACC apresentou uma significativa reducdo na energia superficial total.

De maneira geral, ¢ possivel avaliar a adesividade de uma membrana em um substrato
através da energia superficial associada (ys). Alguns autores estimam que a energia superficial
da pele varia de 38 a 56 mJ m? (VENKATRAMAN; GALE, 1998; KRAWCZYK, 2015;
TRAVASSOS, 2016). Normalmente, bons adesivos apresentam energia superficial igual ou
inferior ao do substrato (FERREIRA et al., 2007; TRAVASSOS, 2016). Por meio dos dados
apresentados na Tabela 15 constata-se que praticamente todas as membranas produzidas
contendo CUR apresentam energia superficial adequada para a aplicagdo topica. Devido aos
valores significativamente menores de ys, espera-se que a membrana SOHACC apresente
maior adesividade a superficie da pele promovendo uma maior atividade em aplicagdes

topicas (FERREIRA et al., 2007; KRAWCZYK, 2015).

No trabalho de Ferreira et al. (2007) foram desenvolvidos bioadesivos cirrgicos
(FERREIRA et al., 2007). Para avaliar a compatibilidade com a pele foi estimado a energia
superficial pelo método de Fowkes (FOWKES, 1964; SANCHEZ et al., 2014). A energia
superficial calculada para a o bioadesivo apresentou valores inferiores a energia superficial da
pele e do sangue. Os autores concluiram que as forg¢as adesivas superaram as coesivas
promovendo interacdes intermoleculares entre o adesivo e a superficie da pele
(VENKATRAMAN; GALE, 1998; FERREIRA et al.,, 2007; TRAVASSOS, 2016). Essas

forgas foram representadas através da energia livre de superficie.

A energia livre de superficie ¢ um retrato quantitativo que representa quanto de
energia o sistema precisa para romper as ligagdes inter/intramoleculares para que uma
superficie seja criada (POSSART; KAMUSEWITZ, 1993). Assim, ¢ possivel investigar a
facilidade ou a dificuldade de uma superficie solida em aderir em outra. No caso de

tratamentos cutaneos, ¢ importante que um dispositivo apresente uma baixa energia livre de
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superficie e alta adesdo. Essas caracteristicas favorecem a aderéncia do dispositivo na pele e a
migra¢do do farmaco para a superficie (FOWKES, 1964; OWENS; WENDT, 1969; SPELT;
SMITH; NEUMANN, 1987; EXTRAND, 2002).

A adesdao possui pelo menos quatro teorias principais. Cada uma delas leva em
consideragdo um aspecto da superficie em especifico como rugosidade, adsorcdo, efeitos
elétricos e difusdo (VENKATRAMAN; GALE, 1998; DA SILVA; OCHSNER; ADAMS,
2018; BABADI et al., 2022). Para investigar a morfologia das membranas, tanto secas quanto
intumescidas, foram realizadas fotografias através da microscopia eletronica de varredura

(SEM).
3.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

A morfologia da superficie e da secdo transversal das membranas foi avaliada por
SEM. Na Figura 40 estdo contidas as imagens da superficie e fratura das amostras controle

(sem CUR).

Figura 40. SEM da superficie e fratura das membranas SOHAC, 60HAC, 70HAC

congelados e liofilizados (abaixo). A escala da superficie indica 10 um e da fratura 100 um.

10kV  X2,000 10pm 10kV  X2,000 10um

S0HAC 4 . BOHAC %\ X
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O pH de intumescimento foi escolhido por se aproximar de uma pele doente (~7,4) e
ser o pH utilizado em ensaios de liberagdo e permeagao cutanea (ROY et al., 2017; ENUMO
et al., 2020).
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A superficie das membranas controle apresentam aspecto liso sem a presenga de
defeitos. Por outro lado, a se¢do transversal apresentou estrutura porosa e irregular. As
imagens da superficie demonstram a homogeneidade da membrana. Tal homogeneidade
demonstrada mediante a auséncia de dominios heterogéneos na superficie. As fraturas exibem
perfil irregular e porosa onde ¢ possivel observar a presenca de micro canais tipicos de
matrizes poliméricas de «-CAR (KARA et al, 2003; FARHAN; HANI, 2017;
BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018). A estrutura interna porosa das membranas se
forma pelas as interagdes entre os polimeros que exibem canais que intumescem na presenga
de agua. Conforme se aumenta a quantidade de k-CAR, maior sdo as rugosidades,
caracteristico de sistemas contendo polissacarideos sulfatados (VOLOD’KO et al., 2016; DE
ALCANTARA et al., 2020). As imagens de SEM da superficie e fratura das membranas

contendo CUR estao apresentadas na Figura 41.

Figura 41. SEM da superficie e fratura das membranas S0HACC, 60HACC e
70HACC congelados e liofilizados (abaixo). A escala da superficie indica 10 um e da fratura

100 pm.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Como verificado na Figura 41, constata-se a homogeneidade das membranas mesmo
na presenca de CUR. E possivel visualizar a presenca de cristais nanométricos na superficie
sendo referente a pequena parcela da CUR ndo solubilizada na matriz. O perfil esponjoso das
fraturas se manteve mesmo na presenga da CUR. A estrutura porosa pode favorecer a

solubilizacao da matriz pelo intumescimento seguido da erosao (WAISCZIK, 2020).
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No estudo realizado por Khaliq ef al. (2022) foi desenvolvido um hidrogel de
quitosana e k-carragena visando o tratamento de infec¢des oriundas do diabetes (KHALIQ et
al., 2022). A estrutura do hidrogel seco avaliado por SEM exibiu uma estrutura porosa e
tridimensional. A estrutura rugosa foi atribuida a incorporagao da x-CAR e exibiu poros
micrométricos devido a formagdo do complexo polieletrolitico (MACIEL et al., 2005; HU et
al., 2018; KHALIQ et al., 2022). Além da interagdo idnica, ligacdes de hidrogénio também
sao formadas em sistemas contendo a k-CAR o que confere a estrutura uma matriz fibrosa.
Em virtude dessas interagdes ionicas e de hidrogénio, uma forte rede entrelacada ¢ formada
entre as cadeias, resultando na formacdo de membranas resistentes (HISHAM et al., 2015;
ALI; AHMED, 2018; BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; KHALIQ et al., 2022;
POSTOLOVIC et al., 2022).

No trabalho desenvolvido por Nerurkar ef al. (2005) foi avaliado formulagdes
utilizando derivados celuldsicos e carragenas (NERURKAR et al., 2005). Verificou-se por
SEM que a fratura das membranas formou uma estrutura denominada de “favo de mel”. Essa
matriz altamente porosa proporciona que o farmaco se difunda do nucleo para a superficie
(PTYAKULAWAT et al., 2007; YEGAPPAN et al., 2018; KHALIQ et al., 2022). O aspecto
majoritariamente liso da superficie e a estrutura interna porosa pode auxiliar a prever o
mecanismo de liberagdo do farmaco. Uma vez que, a camada de gel sofre erosao superficial, ¢
possivel que a rede porosa interna seja exposta apds a dissolucdo da pelicula externa

(NERURKAR et al., 2005; PIYAKULAWAT et al., 2007; DE ALCANTARA et al., 2020).
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4 CONCLUSOES PARCIAIS

Através dos dados obtidos no Capitulo III foi verificado que a blenda formada entre
o HPMCAS e a k-CAR exibe boas propriedades para a incorporagao da CUR. As amostras
apresentaram que nas condi¢des produzidas a CUR esta dispersa de forma homogénea. Por
meio da PLOM e XRD foi observado que a membrana apresenta caracteristicas
majoritariamente amorfas. Espectros de FTIR apontam que as interagdes entre os polimeros
ocorrem principalmente mediante ligagdes de hidrogénio. Pelo TGA foi caracterizado o perfil
de degradagdo térmica das membranas. As andlises de DSC permitiram verificar o efeito da
blenda e da CUR na T, do HPMCAS. Os diferentes comportamentos foram avaliados através
da Ty e de maneira indireta pela determinacdo da energia de ativacdo de degradagdo da k-
CAR. As alteracdes na E. de degradacdo da x-CAR estdo possivelmente associados a
interagdo do polissacarideo com a CUR. As diferentes propor¢des e a interacdo bindria

afetaram as propriedades associadas a mobilidade molecular e o volume livre do HPMCAS.

A analise mecanica de rampa de temperatura no DMA nos forneceram informagdes
acerca de eventos que alteram as propriedades mecanicas com a temperatura. Foi observado
um aumento no modulo de armazenamento com a adi¢do de CUR em todas as amostras. Esse
aumento foi atribuido tanto a CUR quanto a presenca de agua na matriz. Através das curvas

de tan 6 foi caracterizado os eventos que causam mudang¢a no modulo elastico e viscoso.

Os dados de tensao vs deformacao foram estudados a 37 °C e o mddulo secante foi
calculado. Foi constatado que na formulacio 70HAC e 70HACC nao houve variagdo no
modulo secante com a adi¢ao de CUR. Por outro lado, na formulacdo SOHAC e SOHACC teve
um aumento no modulo secante com a adigdo da CUR corroborando com os valores de T
determinados por DSC. J& a membrana 60HAC e 60HACC exibiram uma diminui¢do no
moédulo secante com a adi¢do de CUR constatando a plastificagdo caracterizada pela
diminui¢do da Tg no DSC. O inicio da curva em regides de deformacdo negativa foi
justificado pela saida da 4gua das membranas. A evaporacao da dgua foi observada, mediante
da inspecao visual das membranas, apds serem retiradas da atmosfera de 58%. Conforme o %
(m/m) de k-CAR aumenta, maior foi a retencdo dessas moléculas de 4gua na matriz. A alta
absor¢do de dgua da x-CAR ¢ uma caracteristica inerente do polissacarideo sulfatado que,

principalmente na forma de gel, tende a absorver grandes quantidades de agua.
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O angulo de contato foi realizado de modo a avaliar a molhabilidade das
membranas. A utilizacdo de trés diferentes solventes permitiu o calculo das componentes
polares, dispersivas e total da energia superficial. A energia de superficie total (y:{) nao
apresentou variacao com a adi¢ado de CUR na amostra 70HAC e 70HACC. Ja a amostra
60HAC se apresentou superior a amostra 60HACC, indicando que a CUR, nesta formulagao,
aumentou consideravelmente a energia superficial da membrana. Em magnitude, as
formulagdes 70HACC e 60HACC nao apresentaram 7 diferentes. Por outro lado, a membrana
SO0HAC e S0HACC apresentou uma significativa redugdo na magnitude da energia superficial.
Os resultados indicaram que as trés formulagdes contendo CUR apresentam energia

superficial inferior a da pele e podem ser aderidos na superficie, especialmente a SOHACC.

A morfologia da superficie e da fratura das membranas foi avaliado por microscopia
eletronica de varredura (SEM). As membranas sem CUR apresentaram superficie lisa, ja a
fratura apresentou estrutura porosa e irregular com a presenca de canais micrométricos. As
membranas contendo CUR apresentaram cristais nanométricos na superficie exibindo uma

estrutura porosa de carater esponjoso.

Através deste Capitulo III foi avaliado a capacidade de solubilizagdo da CUR nas
membranas produzidas e as suas caracteristicas Opticas, térmicas, mecanicas ¢ morfologicas.
As membranas exibiram um perfil majoritariamente amorfo com propriedades térmicas e
mecanicas dependentes da composi¢do. A morfologia exibiu uma superficie lisa e uma
estrutura interna porosa que pode contribuir para a adesdo e liberacdo da CUR topicamente.
Estudos voltados a aplicagdo destas membranas em ensaios biologicos in vitro e ex vivo

visando a aplicagdo topica serdao descritas no capitulo a seguir.
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CAPITULO IV

Aplicacio das membranas em ensaios in vitro e ex vivo
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1 INTRODUCAO TEORICA

A aplicagdo bioldgica de matrizes poliméricas ¢ amplamente estudada. Trata-se de
terapias alternativas que visam melhorar e inserir produtos no mercado. Buscando aperfeicoar
a eficacia de fitofarmacos no tratamento topico do melanoma, matrizes poliméricas se
tornaram atraentes (MIRZAEI et al., 2016; FRANCA et al., 2022a). As vias de administracao
de medicamentos devem ser escolhidas de acordo com a maior efetividade. A via de
administracao estd diretamente relacionada a biodisponibilidade do farmaco no organismo e ¢
um dos parametros a serem levados em consideragdo quando um novo medicamento ¢
produzido (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; ROY et al.,, 2017; BEGUM et al.,
2019; FRANCA et al., 2022a).

A administragdo topica de farmacos ocorre por meio da aplicagdo do medicamento
através da mucosa ou da pele (PROW et al., 2011). A via topica € um dos principais meios de
tratamento onde as formulagdes sdo colocadas diretamente na superficie da pele. Refere-se a
um meio que apresenta como principais vantagens a facilidade de aplicacdo, ndo invasivo e
evita efeitos de primeira passagem (fluxo gastrico) (DA SILVA et al., 2010; BEGUM et al.,
2019). Farmacos de baixa permeabilidade e solubilidade, como a CUR, apresentam problemas
na via de topica (ZHANG et al., 2019; ENUMO et al., 2020). Neste sentido, a utilizagdo de
matrizes biocompativeis e biodegradaveis se torna uma opg¢do interessante para a
administracdo da CUR. (WANG et al., 2017b; ZHANG et al., 2019; ENUMO et al., 2020).
Dentre as caracteristicas principais para uma matriz carrear um farmaco pela via topica estdo
o aumento da biodisponibilidade, inibi¢do de micro-organismos e atividade antioxidante
(VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; YT et al., 2016; YUN; LEE, 2016; ZHANG et
al., 2019; JUNIOR, 2020).

Visando as propriedades descritas, o presente Capitulo IV estuda a aplicacdo das
membranas em ensaios in vitro e ex vivo visando a viabilidade da aplicagdo no tratamento
topico do melanoma (GUNES et al., 2016; JUNIOR, 2020). As membranas foram submetidas
aos ensaios de liberacdo em tampao bioldgico simulado (PBS, pH 7.4) para obter o perfil
cinético. O ensaio de permeabilidade em pele permitiu avaliar mudangas na penetragao
cutanea da CUR. A atividade microbiologica foi realizada contra as bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), cepas Gram-positivas e
Gram-negativas, respectivamente. A atividade antioxidante das amostras contendo CUR foi

estudada utilizando o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH¢) como radical livre.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAIS

O Acetato Succinato de Hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS, My, ~ 47694 g mol™)
da empresa - Aquasolve® foi adquirida por doagao do Laboratorio de Controle de Qualidade
(CCSUFSC). A Kappa-carragena (x-CAR, My~269700 g mol') e a Curcumina (CUR)
(contendo > 65% de curcumina e < 35% de demetoxi e bisdemetoxicurcumina) foram obtidas
da Sigma Aldrich. Cloreto de potassio, cloreto de sodio, fosfato de sddio dibasico, fosfato de
potassio monobasico, etanol e propileno glicol (PG) foram comprados da NEON. Meio de
congelamento de tecidos (TissueTec) foi obtido da Leica. Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), obtidas da Microbiologics®. Os demais
reagentes e solventes empregados no desenvolvimento deste trabalho sdo de grau analitico e

utilizados sem purificagdo prévia. Agua deionizada foi utilizada durante todo trabalho.
2.2 METODOS
2.2.1 Liberacio em meio biolégico simulado

A liberagdo in vitro da CUR contida nas membranas foi realizada em tampao fosfato
com pH simulado 7,4. A amostra com um diametro previamente medido (2,5 cm) foi colocada
em um Erlenmeyer contendo 25,0 mL da solugdo tampao termostatizada a 37,0 + 0,5 °C em
banho Dubnoff e mantida sob agitacdo constante. Aliquotas de 500 pL foram retiradas da
solucdo em tempos pré-determinados, transferidos para tubos e adicionado 500 uL. de EtOH
para garantir a estabilidade da CUR em solug¢do. As amostras foram quantificadas por
fluorescéncia utilizando a curva de calibragdo adequada (Apéndice B). Este experimento foi
conduzido em duplicata (JUNIOR, 2020; WAISCZIK, 2020). Os pontos experimentais foram
ajustados aos seguintes modelos cinéticos: ordem zero (Equacdo (16)), primeira ordem
(Equagdo (17)), Higuchi (Equacao (18)), Korsmeyer-Peppas (Equa¢do (19)) e Peppas-Sahlin

(Equagdo (20)), usando o programa Excel contendo o suplemento DDSolver.

Ft == ko t (16)
Fi = Epax(1 - e~frt) (7)
Ft = kH ) t0,5 (18)

Ft = kKP : tn (19)
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Fo= ki t™+ ky- t?™
t 1 2 (20)

onde F; ¢ a fragdo do composto liberado no tempo t; ko, ki ko, ku e kxp sdo as constantes de
liberagao de cada modelo cinético; Fmax esta relacionado a fragdo maxima liberada e os
expoentes n € m sao parametros relacionados com o mecanismo de liberacao proposto por
Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin, respectivamente (LOPES; LOBO; COSTA, 2005;
ESHRA et al., 2017; ENUMO et al., 2020).

2.2.2 Permeacio ex vivo da CUR a partir das diferentes membranas

A permeagdo ex vivo foi realizada no Laboratério de Farmacotécnica e Cosmetologia
do Departamento de Farmacia da UFSC. A pele abdominal humana foi obtida através de
doacdo espontanea e andnima de pacientes de Florianopolis. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade (nimero CAE: 87349418.7.0000.0121). As
amostras de pele foram colocadas entre as duas camaras de vidro da célula de difusao de

Franz (Figura 42).
Figura 42. Representacdo esquematica da célula de difusdo de Franz.
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Fonte: Adaptada de Patel et al. (2016) (PATEL; AUNDHIA; SHAH, 2016)

Solu¢do tampao PBS de pH igual a 7,4 contendo 30% (v/v) de EtOH foi utilizada
como fluido receptor a fim de manter a condi¢do sink durante o experimento. A condigdo sink
¢ definida como sendo no minimo trés vezes o volume de meio necessario para se obter uma
solugdo saturada do farmaco. 1,0 mL de solugdo de CUR (1,2 mg mL™) em propileno glicol

(PG) recém preparada foi usada como controle positivo. A solu¢ao controle e as membranas
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contendo CUR foram acomodadas em cima do estrato corneo da pele em cada camara
doadora. 100 pLL de uma solugdo tampao de PBS foi depositada na superficie de cada amostra
a fim de pré-intumescer as membranas. Em intervalos fixos de 1 h durante 7 h, aliquotas de
100 pL foram retiradas da camara receptora, sendo reposta com solucdo do meio aceptor e
quantificada por fluorescéncia utilizando uma curva de calibra¢dao adequada (ver Apéndice I e

J) (ENUMO et al., 2020; JUNIOR, 2020).

2.2.3 Morfologia das membranas apo6s ensaio de permeacio cutinea por microscopia

eletronica de varredura (SEM)

As andlises foram realizadas por meio de um microscopio eletronico de varredura
(SEM) da marca JEOL, modelo JSM- 6390LV aplicando uma voltagem de aceleracdao de 10
kV. Devido a baixa condutividade elétrica dos materiais as amostras foram recobertas com
uma camada delgada de ouro utilizando um aparelho metalizador. Ap6s o experimento de
permeagdo as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas para manter as

caracteristicas do material o mais integro possivel (JUNIOR, 2020; WAISCZIK, 2020).

2.2.4 Determina¢ao da Concentracio Inibitéria Minima (MIC) através do método de

microdiluiciao

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Controle de Qualidade

do Departamento de Farmacia da UFSC.
2.2.4.1 Reativagado das cepas

Foram empregadas cepas-padrdo dos micro-organismos Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), obtidas da Microbiologics®
(Minessota, USA). As culturas bacterianas mantidas em estoque foram repicadas para placas
de Petri contendo 4gar triptona de soja (TSA) (para S. aureus) ou agar cetrimida (para P.
aeruginosa) e incubadas durante 24 h a 37 °C, para verificar a pureza e a viabilidade dos
micro-organismos. Posteriormente, uma colonia de cada meio foi transferida para o caldo
Miiller- Hinton (MH) e incubado durante 24 h a 37 °C. A concentracdo de cada inoculo foi
ajustada com salina estéril, utilizando como base o tubo 0,5 da escala de Mc Farland,
equivalente a 1,5 x10% UFC mL"'. 1,0 mL da suspensdo bacteriana foi transferida para tubo de

ensaio e adicionado 9,0 mL de salina estéril, resultando em uma suspensdo com
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aproximadamente 1,5 x10” UFC mL"!, a qual foi empregada nos ensaios (JUNIOR, 2020;
WAISCZIK, 2020).

2.2.4.2 Ensaio de microdiluicdo

Para determinagdo da MIC, pesou-se 1,0 g de cada amostra de gel a base de
HPMCAS/k-CAR/CUR ¢ adicionou-se 10,0 mL de salina estéril, obtendo-se uma solugao na
concentragio de 100 mg mL!. A partir desta, foram preparadas diluicdes seriadas, nos
proprios pogos da placa de microdilui¢do, nas concentragdes de 50; 25; 12.,5; 6,25; 3,125 ¢
1,56 mg mL!, em duplicata. Em cada pogo da microplaca, foi adicionado 100 pL de cada
dilui¢do, 80 pL de caldo MH e 20 pL da suspensao do micro-organismo. O controle estéril do
meio de cultivo e do diluente foi conduzido em cada ensaio, assim como o controle de
crescimento bacteriano e¢ de auséncia de contaminagao nas amostras (dilui¢des). As
microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C e o crescimento bacteriano foi evidenciado
através da turbidez e pela mudanca de coloragdo devido a adi¢do de 20 uL de solug¢do aquosa
de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio a 0,5% (m/v) com incubagdo adicional de 2 h, 4 mesma
temperatura. Pogos com crescimento celular adquirem a coloragdo rosa, enquanto os pogos
sem crescimento permanecem incolores. A MIC foi determinada como a menor concentragdo
da diluicdo da amostra que inibiu o crescimento microbiano (ENUMO et al.,, 2020;

WAISCZIK, 2020).
2.2.5 Atividade antioxidante

A atividade de eliminacao de radicais DPPH foi determinada de acordo com Yi et al.
(2016) com pequenas modificacdes. Uma aliquota (1,5 mL) de solu¢do de DPPH 0,2 mM em
EtOH foi adicionada a 1,5 mL de solugdes de amostras em diferentes concentracdes (50,0;
25,0; 12,5; 6,2 e 3,1 mg L' de CUR). As misturas foram agitadas vigorosamente e mantidas
em temperatura ambiente por 30 min, no escuro para prote¢do da luz. Em segui Yda, a
absor¢do foi medida em 517 nm (espectrofotometro UV-Vis Cary 50, Varian). O 4acido
ascorbico foi usado como controle positivo e o experimento foi realizado em triplicata
(CARVALHO et al., 2015; YI et al., 2016). A porcentagem de atividade de eliminacdo de
radicais DPPH foi calculada a partir da Equagao (21).

Ac— (A — A
Atividade de eliminacio (%)=100*[ c = ( AS 5] 1)
c
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Onde Ac representa a absorbancia do controle, As a absorbancia da amostra apos a adi¢do da

solucao de amostra, e Ab a absorbancia da solu¢do de amostra sozinha.
2.2.6 Analise estatistica

Os experimentos neste Capitulo IV foram realizados em triplicata (permeagdo em
quadruplicata e liberacdo em duplicata) e os valores dos resultados obtidos expressos como
média = desvio padrao (DP) ou desvio padrao relativo (DPR). A avaliacdo estatistica por meio
de testes de Analise de Variancia one-way (ANOVA), Teste de Tukey e t de Student foi
aplicada, sempre que possivel, considerando um intervalo de confianca de 95% (p<0,05)

(LAVRA, 2017).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 LIBERACAO IN VITRO DA CUR A PARTIR DAS MEMBRANAS

Sistemas poliméricos podem modificar o processo de liberagdo de um medicamento
no organismo. Devido ao rapido intumescimento e desintegracio da membrana nao foi
possivel realizar a cinética de intumescimento no presente trabalho. Por outro lado, a
liberagdo da CUR foi realizada podendo inferir sobre o processo de intumescimento da matriz
mediante aos parametros cinéticos calculados. A cinética de liberagao in vitro da CUR em

tampao PBS 7,4 ¢ apresentada na Figura 43.

Figura 43. Perfil de liberacdo da CUR a partir das diferentes formulagdes de
membranas em tampao PBS (pH 7,4) a 37 °C.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

O pH foi escolhido por ser proximo a uma pele doente caracteristica de feridas. A
cinética de liberacao apresentada na Figura 43 indica uma total liberagdo da CUR contida nas

membranas apds 10 h (600 min).

A total dissolugdo das membranas no meio sink proporcionou que toda CUR presente
pudesse estar completamente dissolvida no meio. Na Tabela 16 estdo apresentados os ajustes

dos pontos experimentais de liberacdo da CUR para cinco diferentes equacdes cinéticas,
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mostrando as constantes cinéticas (k), R?> e os pardmetros extras que dependem de cada

modelo.

Tabela 16. Modelos cinéticos e sua respectiva (s) constante (s) de ajuste e coeficiente

de determinagio (R?).

Modelo cinético (n=2) ki k2 R? Parametro
extra*
Ordem zero 0,11+0,004 0,54
8 Primeira+Fmax! 0,003+0,0004% 0,96 113+1,43
E Higuchi 3,27+ 0,17 0,86
S Korsmeyer-Peppas? 0,51+0,02° 0,94 0,82+0,03¢
Peppas-Sahlin® 3,74+0,62 -0,02+0,017 0,87
Ordem zero 0,13+0,01 -0,031
8 Primeira+Fmax' 0,006+0,0022 0,97 113,8+9,41
é Higuchi 4,240,5 0,72
S Korsmeyer-Peppas’ 1,9+0,07¢ 0,93 0,7+0,03¢
Peppas-Sahlin® 7,2+1,8 -0,11+0,05 0,92
Ordem zero 0,09+0,0001 0,72
8 Primeira-+Fmax! 0,002+0,00005% 0,96 112,2 + 1,391
é Higuchi 2,8+0,001 0,92
F Korsmeyer-Peppas’ 0,89 +0,4%¢ 0,94 0,7+0,09¢
Peppas-Sahlin® 2,5+0,02 0,01+0,001 0,92

*Parametro extra = ' Fpag 2 1;° m.
* Valores médios com mesmas letras sobrescritas em uma determinada coluna ndo exibem diferenca superior a
5% de significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).
Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Conforme mostra a Tabela 16, 0 mecanismo que melhor descreve (> R?) a liberacdo da
CUR em todos os sistemas ¢ o modelo de Primeira ordem e de Korsmeyer-Peppas. No
modelo de liberagdo de Primeira ordem, Fmsx corresponde a fragdo maxima liberada em um
tempo infinitamente grande. Percebe-se que os parametros do ajuste de primeira ordem nao
apresentaram mudanga significativa com as diferentes propor¢des entre os polimeros. Trata-se
de um mecanismo dependente da concentracdo, podendo descrever a dissolu¢dao de fArmacos

soliveis em uma matriz porosa.

Para o modelo de Korsmeyer-Peppas o expoente n estd relacionado ao tipo de
mecanismo de liberacao (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; BREU; GUGGENBICHLER;
WOLLMANN, 2008). Se n = 0,5 a liberagdo ¢ governada pela difusdo (modelo Fickiano),
neste caso a taxa de transporte do solvente € muito maior que o processo de relaxacdo da

cadeia polimérica. Quando n = 1 o modelo seguido ¢ o ndo Fickiano, onde a taxa de liberagao
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corresponde a equacdo de ordem zero e o mecanismo de liberagdo ¢ dirigido pelos processos
de intumescimento e relaxagdo das cadeias poliméricas (SIEPMANN; LE BRUN;
SIEPMANN, 2006; BARIK et al., 2017; SANCHES et al., 2020).

No presente trabalho, as formulagdes contendo CUR apresentaram um valor de n
maior que 0,5 e inferior a 1. Quando 0,5 <n <1 e 0 mecanismo de liberagdo acontece com a
sobreposi¢do dos dois modelos anteriores, possuindo simultaneamente as etapas de difusdo e
intumescimento. O rearranjo das cadeias poliméricas, que ocorre lentamente, € o processo de
difusdo causam, simultaneamente, efeitos andomalos que dependem do tempo (SANCHES et
al., 2020; POSTOLOVIC et al., 2022; REN et al., 2022). O comportamento vai ao encontro
das estruturas observadas por SEM no Capitulo III (3.10). A estrutura porosa das membranas
dificulta a difusao do farmaco para a solucao criando uma dependéncia direta com o processo

de intumescimento e relaxacao das cadeias.

A constante de velocidade de liberagdo da CUR no modelo de Korsmeyer-Peppas para
as membranas S0HACC, 60HACC e 70HACC foi de 0,89+0.4, 1,9+0,07, 0,51+0,02,
respectivamente. Identifica-se que a formulagdo 60HACC exibiu uma constante cinética
superior a formulacdo SOHACC. Esse perfil pode estar associado a presenca da CUR nessas
vacancias que, como discutidas por DSC, diminuem a Ty (ver Capitulo III). Essas vacancias
promovem um contato direto da CUR com o meio e favorece a migracao do farmaco para a
solucao mais rapidamente. Esse comportamento ¢ verificado pela alta constante de velocidade

(ki~1,9).

Através do perfil de liberagdo controlado constata-se que o sistema pode ser
classificado como uma dispersdo solida de quarta geragdo. A quarta geracao de dispersoes
solidas, além de uma liberagdao controlada, exibe um processo de liberagdo em duas etapas: a
difusdo e a erosdo. Portanto, a dispersdo solida de HPMCAS e k-CAR ¢ capaz de promover
uma liberagdo adequada de CUR por um periodo prolongado, melhorando a adesdo do
paciente devido a administragdo menos frequente, diminuindo efeitos colaterais (DONG;
CHOI, 2008; ALAM et al., 2012; HUANG; DAI, 2014; SKIBA et al., 2014; UEDA et al.,
2014).

O perfil de liberagao em pH 7,4 estd de acordo com o observado por Siepmann et al.
(2006). Acima do pKa do HPMCAS, a dissolu¢do do polimero aumenta a velocidade com que
0 ativo migra para a solucao (SIEPMANN et al., 2006). No estudo desenvolvido por Liu et al.
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(2018), o autor observou que com o aumento da concentracdo de CUR no sistema, hd um
acréscimo também no percentual de liberagdo em membranas de k-CAR (LIU et al., 2018).
Esse comportamento pode ser atribuido a facilidade com que o gel de k-CAR intumesce
favorecendo a migragao da CUR para a solug¢ao. Dessa forma, podemos separar o processo de

liberagdo da membrana em trés etapas: 1) Intumescimento; ii) Difusdo e iii) Erosao.

Em uma primeira etapa, a matriz absorve agua e intumesce, apds a hidratagcdo do
sistema, héa liberagdo imediata do ativo que estd na superficie. Em seguida, ha o
intumescimento/relaxamento das cadeias poliméricas com a continua penetragdo de dgua. As
camadas mais superficiais vao sofrendo erosdo e o fairmaco ¢ continuamente liberado até a
completa dissolu¢do da matriz. A erosdo ¢ resultado da redugdo das interagdes polimero-
polimero onde as cadeias comegam a se separar facilitando o transporte do farmaco para o
meio. (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; SATHUVAN et al., 2017; POSTOLOVIC et al.,
2022).

Para estudar como ocorre o transporte de massa da CUR na pele o ensaio de

permeacao cutanea ex vivo foi realizado.
3.2 PERMEACAO EX VIVO DA CUR EM PELE HUMANA

Féarmacos aplicados pela via topica precisam primeiro ser liberados € permear a pele
para que ocorra a absorcao. A liberacdo da CUR a partir de uma formulagao farmacéutica ¢
um pré-requisito para que ocorra a agao local. O tratamento topico depende de um transporte
da CUR através da pele, onde deve ser depositada majoritariamente na superficie. Com a
CUR dissolvida na formulag@o, as moléculas em contato com a via penetram o tecido e tem
um fluxo da superficie para as camadas mais profundas da pele (NASCIMENTO DA SILVA
et al., 2019; ZHANG et al., 2019; ENUMO et al., 2020).

Os experimentos de permeagdo ex vivo tiveram como objetivo verificar e quantificar
a permeacdo da CUR em pele abdominal humana a partir das membranas a base de HPMCAS
e k-CAR formuladas. A baixa absorcdo da CUR pela pele e a baixa solubilidade deste
composto em meio aquoso acabam limitando os ensaios de permeagdo com a CUR livre em
solugdo fisioldgica. Por esse motivo, solubilizadores farmacéuticos (PG e EtOH) foram
empregados para manter a condi¢ao sink do sistema. A solugdo controle positivo utilizada foi
em PG e o meio utilizado na camara coletora foi uma mistura de tampao PBS/EtOH 70:30

com pH 7,4 (SUN; LEE, 2015; FRANCA et al., 2022a). De modo a proporcionar um excesso
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de CUR no sistema para a posterior quantificacdo as membranas foram carregadas com 10%
(m/m) de CUR. Os graficos de permeacgdo da epiderme e derme estdo apresentados na Figura

44,

Figura 44. Quantidade de CUR em 4rea permeada (g cm™) através da pele humana na
epiderme (a) e derme (b) a partir da solucdo controle em PG:PBS 1:1 e das membranas a base
de HPMCAS e k-CAR ap6s 8 h. Os valores sdo representados como média + DP (n = 4). a
indica diferenca significativa entre CUR e as membranas. b indica diferenca entre SOHACC e

70HACC. ¢ indicam diferenga entre 60HACC e 70HACC.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

A partir da Figura 44 constata-se que em todas as formulagdes a CUR ¢ retida em uma
quantidade significativamente maior na epiderme do que na derme. Apesar da derme ser uma
camada da pele mais densa, a epiderme apresentou maiores quantidades de CUR depositada.
Valores semelhantes de permeacao cutdnea foram obtidos por Enumo et al. (2020) (ENUMO
et al., 2020). Os valores de massa por area serem significativamente superior na epiderme
ocorrem principalmente devido a baixa capacidade de difusdo do farmaco entre as camadas
epiteliais j& reportada em estudos anteriores (NASCIMENTO DA SILVA et al., 2019;
ZHANG et al., 2019; ENUMO et al., 2020). Ao avaliar o total permeado, a maior parte da
CUR permaneceu retida na epiderme, como mostrado na Figura 44 (a). A afinidade da CUR
pela epiderme em relagcdo a derme (Figura 44 (b)) pode ser atribuido ao carater lipofilico da
molécula (log P ~ 3,2). A alta interagdo com os constituintes lipidicos da pele reduz a taxa de
difusio da CUR para a derme (PRASAD; CHAUHAN; ATEF, 2014;
BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; ILANGOVAN et al., 2018; ZHANG et al.,
2019).
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A retengdo da CUR na epiderme para CUR livre, SOHACC, 60HACC e 70HACC foi
de 1,46+0,43, 0,542+0,2, 0,391+0,08 e 0,182+0,04 pg cm?, respectivamente. Como
observado na Figura 44 (b), a retencdo da CUR na derme foi significativamente inferior a
quantidade presente na epiderme. A retengdo da CUR na derme para CUR livre, SOHACC,
60HACC e 70HACC foi de 0,302+0,01, 0,105+0,04, 0,0853+0,016 ¢ 0,0519+0,009 ug cm™,
respectivamente. Conforme os requisitos do guia n° 20 de qualidade necessarios para o

registro de produtos topicos e transdérmico, o emprego de tecido humano propicia certa

variabilidade aos resultados (LI et al., 2015; ANVISA, 2019; SUTERIO, 2021).

Por meio da Figura 44, constata-se que as quantidades permeadas das membranas
apresentaram diferenga significativa para a CUR livre. Este resultado estd de acordo ao
reportado por Enumo et al. (2020). A permeac¢do da CUR livre ocorre devido a sua rapida
difusdo no tecido. Quando este composto ¢ incorporado nas membranas, o inchaco e o
relaxamento das cadeias poliméricas precisam ocorrer para que o farmaco seja difundido para
a pele (BALASUBRAMANIAN; KIM; LEE, 2018; ZHANG et al., 2019; ENUMO et al.,
2020; SUTERIO, 2021).

Devido a baixa quantidade de CUR que permeou a pele até a solucdo receptora, ndo
foi possivel a quantificagdo mesmo apos 7 h de experimento. Deste modo, ndo foi possivel
apresentar os valores em porcentagem da CUR na solugdo receptora (ENUMO et al., 2020).
No trabalho de Enumo ef al. (2020), também nao foi possivel detectar a presenca de CUR na
solucdo receptora mesmo apds 7 h de experimento e utilizando um LOQ de 5,9 ng mL"!

(ENUMO et al., 2020).

Entre as membranas, a ANOVA e andlise entre grupos Tukey-HSD demonstraram que
estatisticamente a presenca dos polimeros afetou a permeagdo cutinea (p > 0,05). Tanto na
epiderme quanto na derme ndo se observou variacdo significativa entre as membranas
50HACC e 60HACC. Ja a formulacdo 70HACC apresentou valores de permeacgdo cutanea
significativamente inferiores a SOHACC e 60HACC. Através destes dados de permeagdo €
possivel visualizar o efeito da propor¢ao entre os polimeros. Assim, para a permeagao
cutinea, sistemas ricos em k-CAR apresentaram-se mais promissores. Alguns estudos tém
apresentado um mecanismo pelo qual os polimeros dentre outras estruturas podem reduzir a
permeabilidade de compostos hidrofobicos quando eles sdo aprisionados na forma de
nanoagregados. Possivelmente, devido as caracteristicas do HPMCAS descritas no Capitulo

II, como a formacdo de estruturas agregadas, pode ter dificultado o transporte de massa da
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CUR na pele. Outra informagao relevante ¢ que o volume de PBS adicionado as membranas
para uma etapa de pré-inchago foi baixo (100 pL), o que representaria a quantidade de agua
disponivel na pele, explicando uma taxa reduzida de liberagdo de CUR das membranas e
posterior permeacdo (PRASAD; CHAUHAN; ATEF, 2014; SARODE et al., 2014a; ENUMO
et al., 2020; BRISTOL; LAMM,; LI, 2021).

Apos o ensaio de permeagdo, percebeu-se uma boa aderéncia das membranas na pele.
De modo avaliar a superficie das membranas que ficou em contato com a pele foi avaliado a

morfologia por SEM.

3.3 MORFOLOGIA DAS MEMBRANAS APOS ENSAIO DE PERMEACAO
CUTANEA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

Apos os experimentos de permeacdo cutanea ex vivo, as membranas foram congeladas
e liofilizadas e a superficie que ficou em contato com a pele foi avaliada por microscopia
eletronica de varredura (SEM). A morfologia superficial das membranas a base de HPMCAS,
k-CAR e CUR ap6s o contato com a pele foram avaliadas por SEM. As imagens da superficie

apOs o contato com a pele estdo apresentadas na Figura 45.

Figura 45. SEM da superficie das membranas SOHACC, 60HACC e 70HACC que

ficaram em contato com a pele ap6s o ensaio de permeagdo cutanea na escala de 10 e 50 um.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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As imagens de microscopia eletronica de varredura mostram que as morfologias das
membranas sofrem alteracdes consideraveis quando em contato com a pele. Devido a
quantidade de CUR em excesso para a realizagdo do estudo, observa-se uma superficie
heterogénea com cristais de CUR dispersos na matriz. Esta diferenca na morfologia da
superficie se d4 devido a concentracdo de CUR que esta acima do limite soltivel. Apesar das
membranas acabarem se dissolvendo na liberagdo in vitro, destaca-se que as membranas
contendo 10% de CUR ndo apresentaram deterioragdo visivel. Este resultado ¢ um dos
indicativos que acima de 5%, a CUR ultrapassa a solubilidade méxima da matriz e permanece

cristalina e insolivel (WICAKSONO; SETYAWAN, 2018).

Através das imagens de SEM identificou-se sulcos na superficie da membrana
50HACC. Sugere-se que essas marcas de circulares ou sulcos sejam advindas dos poros
abdominais, ou do foliculo piloso da pele, principalmente, devido a alta aderéncia da
SO0HACC. Os diametros dos sulcos observados em toda a superficie da membrana SOHACC
foram calculados pelo software Imagel. A distribui¢ao dos diametros (um) estdo apresentados

na Figura 46.

Figura 46. Curva de distribui¢do log normal do didmetro dos poros na membrana

SOHACC pos permeagdo cutanea ex vivo.
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Mediante o ajuste da equagdo, obtém-se o didmetro mais provavel de modo a calcular
o diametro efetivo destes sulcos. Os valores de didmetro mais provavel e efetivo foram de
13,1 e 13,7 um, respectivamente. Como discutido no CA (3.9), quanto menor a energia
superficial de um material, maior serd a adesividade. A alta adesdao do material SOHACC foi
observada no ensaio de permeagdo onde o material levemente intumescido deformou de
acordo com a superficie em que esteve exposto (VENKATRAMAN; GALE, 1998; RIBEIRO
et al., 2009). A alta adesividade e deformagdo mecanica corrobora com os dados de superficie

(3.9) e mecanicos obtidos (ver item 3.8).

Assim, buscando avaliar a efetividade de um dispositivo cutdneo foi realizado
ensaios microbioldgicos. As propriedades antibactericidas contra cepas Gram-positivas e
Gram-negativas sdo interessantes pois auxiliam no processo de cicatriza¢do atuando como um

tratamento auxiliar.

3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (MIC)
ATRAVES DO METODO DE MICRODILUICAO

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (MIC) analisa a menor
concentragdo de substancia necessaria para inibir o crescimento bacteriano. A MIC pode ser
avaliada por diferentes métodos como difusdo em agar por pogo, disco-difusao e métodos de
macrodilui¢do e microdiluicdo. Para medir quantitativamente a atividade in vitro de uma
substancia, tanto os métodos de difusdo ou em diluigdes sao utilizados (TANNO et al., 2004;

GUNES et al., 2016; YUN; LEE, 2016; SUTERIO, 2021).

O método por microdiluicdo ¢ um método base e mais utilizado para a determinagado
da MIC. A microdiluicao utiliza uma pequena quantidade de amostra e possibilita a realizagado
de anélises simultaneas em uma mesma placa. As propriedades antibactericidas sao desejadas
pois podem auxiliar no processo de cicatrizagdo de feridas de melanoma atuando como um
tratamento auxiliar (ROWAN et al., 2015; KORRAPATI et al., 2016). No presente trabalho,

os resultados envolvendo a determinagdo da MIC estdo apresentados na Figura 47.
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Figura 47. Concentracdo inibitoria minima (MIC) dos géis a base de HPMCAS e «-

CAR determinados in vitro pelo método de microdiluigdo.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Na Figura 47 ambos os polimeros: HPMCAS e x-CAR utilizados como controle ndo
exibiram atividade na faixa de concentracdo utilizada (>5000 mg L!). A presenca da CUR foi
significativa (t > tuig) no aumento da atividade dos géis contra ambas as bactérias,
apresentando uma MIC de 2000 mg L™! tanto para a Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa
e a Gram-positiva Staphylococcus aureus. A mudanca na propor¢do entre os polimeros
HPMCAS e k-CAR nao afetou a MIC da CUR nas condi¢des por microdilui¢do. Os valores
de MIC encontrados foram inferiores aos reportados por Enumo ef al. (2020) e superiores aos

descritos por Gunes ef al. (2016) (GUNES et al., 2016; ENUMO et al., 2020).

Relata-se que a MIC das membranas foi superior ao obtida para a CUR livre. Esse
comportamento pode estar relacionado a formagdo do gel que pode ter contribuido para o
aprisionamento das moléculas de CUR na rede dificultando o acesso ao microrganismo
(SUTERIO et al., 2022). Nao houve diferenca entre as MIC das bactérias Gram-negativa P.
aeruginosa € Gram-positiva S. aureus. Este pode ser um indicativo que a matriz polimérica
pode estar facilitando a penetracio da CUR na bactéria. Normalmente, estudos sobre a
atividade bacteriana da CUR apresenta maior atividade em cepas Gram-positiva (+)

(FUJISAWA et al., 2004; BISWAS et al., 2010; YUN; LEE, 2016). Isso porque nesta classe
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de bactérias, a bicamada ¢ contornada por peptideos onde os acidos tedico e lipoteicdico
formam ligacdes covalentes. Ja a Gram-negativa possui uma parede celular de mais dificil
acesso pois ha uma membrana extra lipidica (porinas, canais proteicos) que dificultam a
difusdo de moléculas lipofilicas pela membrana celular (BROWN et al., 2015; ENUMO et al.,
2020).

Estudos realizados por Gunes et al. (2016) reportaram a atividade microbioldgica da
CUR para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (GUNES et al., 2016). Os autores
relataram atividade antibactericida para todas as cepas utilizadas. Onde, para P. aeruginosa e
E. coli foi determinado uma MIC de 175 ug mL™! (175 mg L) e 163 pg mL™! (163 mg L.
Através dos resultados obtidos pelo trabalho de 2016, foi possivel observar a atividade
antibactericida da CUR para bactérias gram-positivas e gram-negativas (GUNES et al., 2016;
YUN; LEE, 2016; ILANGOVAN et al., 2018).

A indiferenga quanto ao tipo de bactéria na MIC pode inferir o tipo de mecanismo que
ocorre neste sistema. Como ndo houve influéncia do tipo de parede celular, alguns
mecanismos provaveis sdo a inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Na ROS, a
CUR inativa bactérias induzindo a producdo de oxigénio singleto e radicais hidroxila. No
trabalho desenvolvido por Yun et al. (2016), os autores determinaram uma MIC de 12 mg L
da CUR para a bactéria E. coli. (YUN; LEE, 2016). Utilizando marcadores, os autores
concluiram que o efeito bactericida ocorre por meio da inducdo de espécies reativas de
oxigénio (NEGI et al., 2014; YUN; LEE, 2016; ESHRA; SHALABY, 2017). Dessa maneira,
avaliar as propriedades antioxidantes da CUR nas formulag¢des pode confirmar o mecanismo e

indicar se hd mudanca quando ela est4 contida na blenda.
3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade preventiva contra o cancer da CUR estd ligada a sua capacidade
antioxidante (LIAO et al., 2017; SATHUVAN et al.,, 2017). Os antioxidantes inibem e
protegem o sistema de danos celulares principalmente através de sua propriedade de
eliminagcdo de radicais livres. Essas moléculas de baixo peso molecular sdo estaveis o
suficiente para doar elétrons e, assim, capazes de encerrar a reacdo em cadeia antes que
biomoléculas vitais sejam danificadas (SHANG et al., 2010; SALEM; ROHANI; GILLIES,
2014; NABAVI; SILVA, 2022).
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As propriedades antioxidantes da CUR sdo reportadas na literatura (BISWAS et al.,
2010; SUETH-SANTIAGO et al., 2015; KADOTA et al., 2020; DAL MAGRO et al., 2021).
A CUR ¢ um excelente eliminador de radicais livres onde a natureza de eliminacao ¢ devido
ao grupo OH fenolico e ao grupo CH» da B-dicetona. Para quantificar a atividade antioxidante
pode-se utilizar o método DPPH (FUJISAWA et al., 2004; AK; GULCIN, 2008; YI et al.,
2016).

O método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) ¢ baseado na captura do radical
livre DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo na banda de absor¢ao do radical em
515 nm. Ele ¢ reduzido na presenga da espécie ativa, diminuindo sua colora¢do. O uso de
DPPH fornece uma maneira facil e rapida para avaliar as propriedades antioxidantes da CUR
(AK; GULCIN, 2008; KAKRAN et al., 2013; CARVALHO et al., 2015; YI et al., 2016).
(KAKRAN et al., 2013). A capacidade de eliminagao do radical DPPH das formulagdes

contendo CUR foi representada na Figura 48.

Figura 48. Atividade de eliminagdo de radicais DPPH em diferentes concentragdes da

CUR livre e nas diferentes formulacdes (SOHACC, 60HACC, 70HACC).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).

A capacidade de eliminacao do radical DPPH aumentou com a concentragdo para

todas as amostras. Nao foi possivel determinar a atividade antioxidante dos polimeros
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HPMCAS e k-CAR mesmo em altas concentra¢des (5000 mg L). A atividade antioxidante
da CUR livre ndo apresentou diferenca significativa (t < teit) nas formulagdes mostrando que
matriz polimérica ndo interferiu negativamente nas propriedades do polifenol. Mesmo no
sistema mais diluido (3,125 mg L) de CUR, caracterizou-se uma elimina¢do do radical
DPPH em torno de 40%, chegando a 90% nas concentragdes de 50 mg L. A atividade
relatada da CUR livre neste trabalho foi superior ao reportado por Yi et al. (2016). Neste, os
autores observaram o efeito na atividade da CUR livre de 25% na concentragdo de 10 mg L!

(Yletal., 2016).

O mecanismo da atividade do DPPH com a CUR foi proposto por Ak, et al. (2008) (
Y(AK; GULCIN, 2008) e é apresentado na Figura 49.

Figura 49. Mecanismo proposto da reacdo entre DPPH e curcumina na forma ceto-
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Fonte: Adaptado de Ak, et al. (2008) (AK; GULCIN, 2008).

No mecanismo proposto por Ak et al. (2008), a CUR abstrai o hidrogénio acido do
carbono formando um intermediario estavel, ativando o nitrogénio do DPPH e formando a
espécie DPPH*. A espécie DPPH* por ser bastante instdvel subtrai o préton da CUR
formando um radical que, em ressonancia, ¢ estabilizado no oxigénio (AK; GULCIN, 2008;
KAKRAN et al., 2013; ESHRA et al.,, 2017). Uma maneira de avaliar a atividade
antioxidante ¢ através da capacidade de inibir 50% (ICso) do DPPH. No presente trabalho,

esta inibi¢do é atingida na concentragdo de ~6,25 mg L.

A atividade antioxidante de um nanocomplexo contendo CUR foi avaliado por Yi et
al. (2016). Os autores verificaram uma melhora significativa do nanocomplexo quando
comparada a CUR livre. O nanocomplexo contendo CUR apresentou atividade DPPH

proxima a 50% na faixa de 6 mg L' (Y1 et al., 2016). No trabalho desenvolvido por Magro et
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al. (2021) foi avaliado a influéncia de um cocristal de resveratrol ¢ CUR na atividade
antioxidante (DAL MAGRO et al., 2021). A concentragdo de inibi¢ao de 50% do cocristal foi
de 14,3 mg L!. Tanto a CUR (30,3 mg L") quanto o resveratrol (32 mg L) apresentaram
concentragdes superiores ao cocristal, indicando a efetividade da formula¢io (AK; GULCIN,

2008; CARVALHO et al., 2015; DAL MAGRO et al., 2021).

A atividade da CUR in vitro ocorre através do grupo hidroxila fenolica da CUR. A
hidroxila fendlica ¢ o grupo ativo da CUR e ¢ responsavel pela atividade antioxidante ao doar
um atomo de hidrogénio (JOVANOVIC et al., 1999; BARCLAY et al., 2000; SHANG et al.,
2010; NABAVI; SILVA, 2022). Isto foi confirmado por Barclay et al. (2000) que
sintetizaram derivados de CUR sem grupos hidroxila fendlicos e que n3o apresentaram
atividade antioxidante. Verificou-se também que a CUR e seus derivados também exercem
potentes atividades quelantes que aumentam a atividade antioxidante (BARCLAY et al.,
2000; SHANG et al., 2010; KUMAR et al., 2016; NABAVI; SILVA, 2022). Através dos
dados aqui expostos evidencia-se as propriedades in vitro ¢ ex vivo da CUR nas membranas.
Assim, como perspectiva futura, avaliar a atividade anticancer das membranas produzidas em

ensaios in vitro.

De maneira geral, as membranas a base de HPMCAS e x-CAR exibem
caracteristicas favordveis para a aplicagdo sugerida neste trabalho. As membranas contendo
CUR apresentaram liberacdo rdpida e permeacdo cutidnea principalmente na epiderme e
derme. A atividade microbioldgica para bactérias e a atividade antioxidante tornam estes

dispositivos viaveis para a aplicagdo topica.
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4 CONCLUSOES PARCIAIS

O Capitulo IV permitiu avaliar as propriedades das membranas em ensaios
biologicos in vitro e ex vivo. O ensaio de cinética de liberagdo in vitro identificou os
mecanismos que melhor descrevem a liberagao da CUR. Os melhores ajustes aos dados foram

obtidos através do modelo de Primeira ordem e de Korsmeyer-Peppas.

Os estudos de permeabilidade em pele abdominal humana mostraram que as
membranas a base de HPMCAS e k-CAR contendo CUR tém potencial para se tornar um
dispositivo topico. A CUR exibiu um acimulo majoritdrio na epiderme e minoritirio na
derme. Mediante das imagens de SEM foi observado a superficie das membranas apds o
contato com a pele. Na formulacdo SOHACC foi caracterizado estruturas circulares (~13 pm)

evidenciando a boa adesdo cutanea.

As formulagdes contendo CUR apresentaram atividade bactericida contra cepas de
bactérias Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e Gram-negativa (Pseudomonas
aeruginosa). A concentragdo inibitéria minima foi determinada (2000 mg L) e ndo exibiu
diferenca entre as bactérias. A atividade antioxidante das formulag¢des foi avaliada utilizando

DPPH. As amostras exibiram uma atividade de 50% com a concentragdo de 6,25 mg L.

O presente capitulo proporcionou o entendimento das propriedades das matrizes de
HPMCAS e «-CAR contendo curcumina em aplicagdes in vitro e ex vivo. Através dos
resultados obtidos € possivel atribuir a blenda de HPMCAS e x-CAR contendo CUR como

um potencial dispositivo topico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi desenvolvido membranas de acetato succinato de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS) e kappa carragena (k-CAR) contendo curcumina

visando o tratamento topico do melanoma em estagios iniciais.

Na primeira parte do trabalho foi investigado o comportamento da curcumina na
presenga dos polimeros no estado solido e em solugdo. Através dos parametros de
solubilidade de Hansen e de Flory-Huggins foi avaliado a miscibilidade entre as
macromoléculas e a CUR. Devido a influéncia do HPMCAS no perfil de emissdo de
fluorescéncia da CUR, foi realizado um estudo titulométrico. Avaliando o perfil de emissao
em diferentes temperaturas foi possivel estimar a solubilidade intrinseca da CUR no
HPMCAS e os parametros termodindmicos. A avaliagdo comparativa do grau de
cristalinidade do p6 (XRPD) e no estado fundido (DSC) foi verificado. A formagdo de micro
e nanoparticulas de HPMCAS contendo CUR foi investigado por DLS e TEM. Apesar da
formagao dessas estruturas a solubilidade no equilibrio da CUR nao foi afetada indicando ser

uma estabilizacao cinética.

Em seguida, foi desenvolvido o preparo de membranas a base de HPMCAS e k-CAR
contendo curcumina. A partir dos dados de PLOM e XRD, foi evidenciado que a CUR estava
predominantemente amorfa. As analises térmicas e mecanicas caracterizaram as blendas. Os
sistemas apresentaram boa compatibilidade entre os polimeros e elucidaram a influéncia da
CUR nas propriedades. Através da determinagdo do angulo de contato e do calculo da energia
superficial foi verificado que as membranas contendo CUR possuem boas propriedades
adesivas, especialmente a contendo 50% (m/m) de k-CAR. A andlise de SEM apresentaram
uma superficie lisa e uma estrutura interna porosa caracteristica de sistemas contendo

polissacarideos.

O Capitulo IV focou em ensaios in vitro e ex vivo das membranas produzidas. A
cinética de liberagdo da CUR exibiu um bom ajuste ao modelo de Primeira ordem e
Kosmeyer-Peppas. O ensaio de permeacdo cutinea mostrou uma deposi¢do da CUR rica na
epiderme e na derme. Foi observado uma boa adesdo das formulag¢des na superficie da pele,
principalmente a que continha 50% (m/m) de k-CAR. A avaliagdo da superficie das
membranas apds o ensaio de permeagdo evidenciou a presenga de sulcos na superficie da

membrana SOHACC proveniente, provavelmente, do poro da pele. A atividade microbioldgica
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apontou uma MIC igualitria tanto para a bactéria Gram-positiva ¢ Gram-negativa testada. Ja
a atividade antioxidante determinada pelo método de DPPH exp6s uma atividade de 50% com
6,25 mg L. Estudos futuros destas formula¢des visando a aplicagdo tdpica contra o
melanoma e testes in vitro com linhagens celulares através da viabilidade celular sao
perspectivas da continuidade do estudo. Desta forma, o sistema formado pela blenda de
acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulose e kappa carragena contendo curcumina ja se

mostrou um potencial dispositivo topico.
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ANEXO A

Grupo estrutural Fai (MJ.m3)2mol) Fpi (MJ.m>3)"2mol") Eni (J.mol?)

-CH3 420,0 0,0 0,0
-CH2- 270,0 0,0 0,0
=CH2 400,0 0,0 0,0
>CH- 80,0 0,0 0,0
=CH- 200,0 0,0 0,0
>C< -70,0 0,0 0,0
=C< 70,0 0,0 0,0
C6H11 1620,0 0,0 0,0
C6H5 1430,0 110,0 0,0
C6H4 1270,0 110,0 0,0
-F 220,0 0,0 0,0
-Cl 450,0 550,0 400,0
-Br 550,0 0,0 0,0
-CN 430,0 1100,0 2500,0
-OH 210,0 500,0 20000,0
-O- 100,0 400,0 3000,0
-COH 470,0 800,0 4500,0
-CO- 290,0 770,0 2000,0
-COOH 530,0 420,0 10000,0
-COO- 390,0 490,0 7000,0
HCOO- 530,0 0,0 0,0
-NH2 280,0 0,0 8400,0
-NH- 160,0 210,0 3100,0
>N- 20,0 800,0 5000,0
-NO2 500,0 1070,0 1500,0
-S- 440,0 0,0 0,0
=P0O4 740,0 1890,0 13000,0
Anel 190,0 0,0 0,0
Um plano de simetria NA x 0,5 0
Dois planos de simetria NA x 0,25 0
Mais planos de simetria NA x 0 x 0

Fonte: Retirado de Van Krevelen e Te Nijenhuis, 2009 (VAN KREVELEN; TE NIJENHUIS, 2009).
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APENDICE A

Figura A. Viscosidade reduzida em funcdo da concentracio de x-CAR (a) e

cromatograma do HPMCAS (b).
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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APENDICE B

Figura B. Calibragao de fluorescéncia de CUR em EtOH:H>O 3:1.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).
Tabela B. ANOVA curva de calibracao EtOH:H>0 3:1 v/v .
Fonte da varia¢do SO gl MQ F valor-P
Entre grupos 36364,0277 1 36364,0277 2207,6336 1,227E-6
Dentro dos grupos 65,88779 4 16,47195

Total 36429,9155 5

Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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APENDICE C

Tabela C. ANOVA homogeneidade da concentragdo da CUR distribuida na

membrana.

Fonte da variacdo

SO gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos
Dentro dos grupos
Total

13,112 2 6,556 0,318522 0,749134 9,55209
61,749 3 20,583
74,861 5

Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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Tabela D. ANOVA homogeneidade da espessura das membranas.

172

Fonte da varia¢do SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 76,55 3 2551667  2,214027  0,1260692  3,238872
Dentro dos grupos 1844 16 11,525
Total 260,95 19

Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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APENDICE E

Figura E. Zoom na regido pré-degradagdo das membranas.

1 ——50HAC
——60HAC
| ——70HAC
—— 50HACC
| ——60HACC
—— 70HACC

Fluxo de calor (W g™1)

] l Endo

v I N I N T I v 1 1 I '
80 100 120 140 160 180 200 220 240
Temperatura (°C)

Fonte: A autora deste trabalho (2022).

Tabela E. Temperatura de transi¢do pré-degradacdo das membranas.

Amostra Temperatura (°C)
S0HAC 104,6+0,7
60HAC 167,6+2,8
70HAC 162,3+0,9

S50HACC 170,6+1,1

60HACC -

70HACC 122,4+3 .4

Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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APENDICE F

Tabela F. ANOVA referente ao angulo de contato das membranas produzidas.

Fonte da varia¢do SO gl MQ F valor-P F critico
Linhas 1054,799 5 210,9598  7,282114  0,004051  3,325835
Colunas 358,3488 2 179,1744  6,184915  0,017852  4,102821
Erro 289,6958 10  28,96958
Total 1702,843 17

Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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APENDICE G

Tabela G. ANOVA referente as componentes de energia superficial das membranas

produzidas.
Fonte da varia¢do SO gl MQ F valor-P F critico
Linhas 4215,323 5 843,0646  3,570846  0,041125  3,325835
Colunas 1441,79 2 720,8951 3,05339 0,092248  4,102821
Erro 2360,966 10  236,0966
Total 8018,079 17

Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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Figura H. Curva de calibracdo de curcumina em acetonitrila. Equacdo: y = 706,991x +

1,4856 e R?= 0,9966.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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Figura 1. Curva de calibragdo de curcumina em Acetonitrila/PBS/EtOH, Equacdo: y
=1615,52x + 17,679 ¢ R*= 0,9989.
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Fonte: A autora deste trabalho (2022).
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