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Resumo:

A curcumina (Curcuma longa) ¢ um farmaco natural que apresenta propriedades interessantes dentre elas anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antioxidantes, melhora a cicatrizagdo e principalmente anticancerigenas. A curcumina tem sido estudada
associada com a quitosana que ¢ um polimero natural com caracteristicas como; alta hidrofilicidade, biocompatibilidade,
bioadesao, permeabilidade e ndo toxicidade, com a fung@o de portador eficaz para a preparagao de formulagdes com o farmaco.
Diante do exposto este trabalho teve como objetivo obter esferas de quitosana e quitosana/curcumina pelo método de
gelifica¢do ionotropica e observar a influéncia da incorporagdo do fAirmaco nas esferas de quitosana, por meio das técnicas de
Microscopia Otica (MO), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Difragdo de Raio X (DRX). A partir dos resultados de
MO e MEV verificou-se que a presenga da curcumina ocasionou um aumento no didmetro das esferas. As amostras de
quitosana/curcumina obtiveram uma menor cristalinidade quando comparadas com o farmaco puro.
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Abstract:

Curcumin (Curcuma longa) is a natural drug, with interesting properties among them, anti-inflammatory, antimicrobial,
antioxidants, enhances the healing and particularly anticancer . This research curcumin has been studied associated with that
chitosan is a natural polymer of attractive features such as; bioadhesion, biocompatibility, high hydrophilicity, permeation and
non-toxicity. Given the above this study aimed to obtain beads of chitosan and chitosan/curcumin by gelation ionotropica
method and their morphology observed by means of techniques Optical Microscopy (OM), Scanning Electron Microscopy
(SEM) and X-Ray Diffraction (XRD). From the results of OM and SEM it was found that the presence of curcumin resulted in
spheres of sizes more regular and homogeneous, but there was an increase in diameter. The samples of chitosan/curcumin
presented a lower crystallinity as compared with the pure drug sample.

Keywords: Curcumin; chitosan; spheres; gelation ionotropic.

1. Introducéo ser processada por técnicas usuais, ser dissolvida em
solventes, formar filmes e outros dispositivos [1-7].

Este Dbiopolimero tem sido pesquisado em varias
aplicac¢des, podendo ser encontrada em varias formas no que

se refere ao peso molecular médio e grau de desacetilagdo.

A molécula de quitosana ¢ um copolimero composto por
N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose e 2-amino-2-
desoxi-D-glucopiranose (Figura 1), onde os dois tipos de

unidades de repeti¢dio estdio ligadas por (1—4)-p-glicosidica, Esta diversidade morfologica/estrutural ¢ aumentada
estas unidades estdo distribuidas em diferentes graus, exponencialmente pela facil modificagdo quimica da
dependendo do grau das porgdes acetiladas. A cadeia quitosana, que permite sua otimizagdo para diversas

polimérica da quitosana é do tipo ramificada e para aplicagdes [8-11].

determinadas aplicagdes ela tem sido reticulada por agentes
reticulantes  como;  acido  sulftrico,  glutaraldeido,
tripolifosfato, entre outros. Assim como a maioria dos
polissacarideos e proteinas, a quitosana ¢ um termoplastico,
pois sdo constituidos de cadeias poliméricas individuais que
sdo mantidas juntas por ligagdes relativamente fracas, como
ligagdes dipolo-dipolo e forgas de Van der Waals, podendo
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Na area farmacéutica, no contexto de liberacdo de
farmacos, a quitosana tem sido utilizada como um
transportador potencial para administragdo prolongada de
farmacos especificos e macromoléculas, e em formulacdes de
administracdo oral, nasal, transdérmica e topica, e na obtencdo
de nanopoarticulas para veiculagdo de proteinas, vacinas e
DNA. A quitosana pode ser obtida na forma de géis,
membranas, nanofibras, microparticulas, nanoparticulas,
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scaffolds e esponjas, as micro/nanoparticulas a base de
quitosana sdo amplamente utilizados na concepcdo de
sistemas terapéuticos e tem sido utilizadas com sucesso em
varios farmacos como por exemplo: amoxilina e tetracilina
[11-16].

R=H or COCH4

Figura 1. Estrutura da quitosana (Fonte: [7])

O uso de farmacos carregados em esferas, microesferas e
nanoesferas permitem a sua liberagdo no lugar especifico do
tratamento, através de fatores-chave, que podem ser
manipulados para atingir o desejado perfil de liberagdo, como:
a escolha da formulacdo de varias combinagdes do
farmaco/polimero, a quantidade do farmaco, a cinética de
libertagao, o método de microencapsulagdo, o peso molecular
do polimero, a morfologia da particula (tamanho e forma) e
etc.

As esferas de polimero biodegradavel permitem que o
farmaco encapsulado seja liberado de maneira controlada,
mantendo uma concentragdo terapéutica constante nos fluidos
corporais ao longo de um periodo desejavel (horas ou dias)
desde o momento da administragdo [12,18].

Diferentes métodos tém sido utilizados para preparar
particulas de quitosana dentre elas tem-se: a separagdo de fase
(coacervagdo), técnica de evaporagdo/extracdo de solventes, a
técnica emulsdo cross-linking, secagem por pulverizagdo e
geleficag@o ionotropica. Na técnica de gelificagdo idnotropica
(Figura 2), a quitosana ¢ dissolvida numa solugdo 4cida
aquosa tornando-o a quitosana soluvel, esta solucdo ¢ entdo
desprendida da agulha, gota a gota, ¢ ficam dispersas numa
solucdo coagulante, sob agitacdo constante. A reagdo entre as
espécies de carga oposta, faz com que o quitosana se submeta
a gelificacdo id6notropica e precipitando na forma de particulas
esféricas [6].

Por outro lado, a curcumina, componente polifenolico da
Curcuma longa, vem sendo utilizado juntamente com a
quitosana. A Curcuma ¢é normalmente utilizada na preparacéo
da mostarda e do curry, sendo uma especiaria de cor amarela,
muito utilizada em medicamentos asiaticos para o tratamento
de acne, psoriase, dermatite e assaduras. Também ha
indicag0es de sua atuagdo anticancer, sendo considerada como
uma alternativa adequada para os agentes quimioterapicos. As
suas propriedades medicinais sdo atribuidas principalmente
aos trés curcuminoides, (a curcumina, a demetoxicurcumina e
bis-demetoxicurcumina), presentes do rizoma Curcuma longa,
sendo o principal a curcumina [20-23].

A curcumina apresenta propriedades bem satisfatorias
sendo  antioxidante, anti-inflamatéria,  antibacteriana,
antiparasitarios, antimalarica e atividades anticancerigenas. A
atividade anticancerigena da curcumina tem sido sugerida

como um agente terapéutico para a prevengdo e tratamento de
uma grande variedade de diferentes tipos de cancer incluindo
cancer de mama, cancer oral, cancer de eséfago, linfoma,
cancer gastrico, cancer de colo uterino, cancer intestinal,
mieloma multiplo, cancer hepatico, cincer de pancreas,
leucemia, cancer colo retal , cancer de bexiga, melanoma,
cancer de rim, cancer de ovario, cancer de prostata, sarcoma,
cancer do timo, cancer uterino, cancer de pele, cancer
neuroldgico, cancer dsseo, cdncer no cérebro e cabeca ¢
carcinoma de células escamosas pescogo [23-26].

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar a
influéncia da introdugdo do farmaco (curcumina); nas esferas
de quitosana, obtidas pela técnica de geleficacdo ionotropica.

2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais

Foi utilizado quitosana em pd, de médio peso molecular,
adquirido pela Sigma-Aldrich, com grau de desacetilacdo
entre 75 — 85%; Curcumina Longa, adquirido pela Sigma-
Aldrich; Sulfato de Sodio; Acido Acético Glacial, P.A.
(C,H40,), peso molecular 60.05 g/mol; Etanol Glacial, e
Tampao de Fosfato Salino (PBS), adquirido pela Sigma-
Aldrich.

2.2. Métodos
2.2.1. Preparacao das esferas

A solugdo de quitosana (2%) foi preparada por meio da
dissolu¢do do polimero na forma de pé com uma solucdo de
acido acético (1%) sobre agitagdo mecénica constante por 24
horas. Em seguida o pé de curcumina, foi dissolvido em
etanol (10mg/mL), com agitagdo mecanica por 3 horas. Em
seguida, a solugdo de curcumina foi incorporada a solugdo de
quitosana, (com concentragdo de SmL de quitosana por mL de
curcumina), sob agitacdo até se obter a homogeneidade do
sistema. A partir disto esferas foram obtidas utilizando-se o
método de gelificagdo ionotropica, por meio de uma seringa
de 5 mL acoplada com uma agulha de dimensdes 0,45mm x
13mm (26G x '4”) (Figura 2). O gotejamento ocorreu em uma
solucao coagulante de sulfato de sddio (5%m/v). Em seguida
as esferas foram neutralizadas com uma solugdo de PBS.
Apo6s esta etapa as particulas foram congeladas a
aproximadamente -20°C e liofilizadas por 48 horas.

2.2.2. Caracterizagdo

Microscopia Otica (MO): A técnica de MO, foi realizada em
um Microscopio Optico Hirox de reflexio e transmissio com
acessorios 2D e variagdo de 50X-400X, acoplado a uma
estagdo de Analise de Imagens.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): Para
realizagdo das analises foi utilizado o microscopio eletrénico
de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi,
com aumento de 10000x, profundidade de foco de 1 mm,
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resolucdo de 30 nm, 15 KV, baixo vacuo e pressio variada (1
a 270 Pa), sem recobrimento metalico.

Para andlise da Energia Dispersiva de Raios X (EDS),
utilizou-se o equipamento acoplado ao MEV para uma maior
confiabilidade dos resultados, no qual os elementos quimicos
presente numa amostra sao identificados através do espectro
de raios X emitidos pela amostra.

Solucio de

Qitosana
Solucdo Particulas de
Policatidnica Quitosana

Figura 2. Representacdo esquematica da preparagdo de
sistemas particulas de quitosana pelo método de gelificagdo
ionotrépica (Fonte: adaptado de [6])

Difracdo de Raio X (DRX). A analise foi realizada em um
difratdometro SHIMADZU, (modelo XRD 7000) com
varredura angular 5°<26<80°, na montagem de Bragg-
Brentano, sistema 0-26, utilizando-se radiagdo de Cu-Kalfa (A
=1,54) com varredura no passo de 0,02 (26), com intervalo de
0,5 segundo para cada amostra.

3. Resultados e Discussao

As Figuras 3 (a) e (b) apresentam anélises das esferas de
quitosa e quitosana/curcumina que foram obtidas a partir do
método de gelificacdo ionotrdpica, e as Figuras 4 (a) e (b)
apresentam a imagem da secdo transversal das esferas.

Na Figura 3 (b), € possivel observar que as esferas com o
farmaco incorporado apresentam uma maior rugosidade
superficial do que as esferas de quitosana (Figura 3 (a)).
Verifica-se também que a inclusdo do farmaco (curcumina)
ocasionou, um aumento no didmetro das particulas. Porém se
considerado o desvio, os tamanhos das esferas sdo
praticamente iguais. Sendo o diametro médio de 1592,66 +
171um para as esferas de quitosana e de 1635,128+204,86 pm
para as esferas de quitosana/curcumina. Esses didmetros
foram verificados a partir do software acoplado ao
Microscopio Otico.

Morais et al. 2008 [27], obteve esferas de quitosana
produzidas pelo método de gelificacdo ionotropica com
didmetro médio de 2000-3000 pm, utilizando uma agulha
hipodérmica (0,7 x 25 mm?), onde as goticulas formadas
foram coletadas em uma solugdo de NaOH (10%) e sem
seguidas reticuladas com glutaraldeido.

:1924.053um
".

L 1628.77

(b)
Figura 3. Imagens obtidas por microscopia Optica das esferas

de quitosana aumento de 60x (a) e quitosana/curcumina
aumento de 60x (b)

Analogo aos resultados obtidos neste trabalho, Santos et
al. 2003 [28], em seu trabalho incorporou o farmaco (insulina)
em esferas de quitosana, e observou um aumento no diametro
das esferas com a insulina.

De acordo com Bitencourt 2013 [29], a incorporagdo de
substancias ativas pode influenciar na estrutura superficial e
interna dos materiais devido a diversos fatores como,
tamanho, peso molecular, as interacdes com a matriz
polimérica, dentre outros.

Imagens do corte da segdo transversal (Figura 4) de uma
esfera foi obtida para as amostras de quitosana (Figura 4 (a)) e
quitosana/curcumina (Figura 4 (b)), onde verificou-se poros
internos de maior dimensdo para as amostras de
quitosana/curcumina, porém os poros mais homogéneos e
menores foram vistos na amostra de quitosana.

De acordo com Anandharamakrishnan et al. 2010 [29],
durante a liofilizagdo, estruturas porosas sdo obtidas pela
formacdo dos cristais de gelo durante a fase de congelamento
que sublima durante a secagem.
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Figura 4. Imagens obtidas por microscopia optica da secdo
transversal das esferas de quitosana aumento de 100x (a) e
quitosana/curcumina aumento de 100x (b)

A morfologia do p6 de curcumina foi observada por
Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 5), onde foi
possivel verificar uma estrutura retangular de tamanhos
variados, com bordas irregulares. Também observa-se a
presenca de aglomerados de particulas de tamanhos menores,
conforme relatado por [30-32]. Na Figura 6 tem-se a
micrografia das esferas de quitosana e quitosana/curcumina
obtidas pelo método de gelificacdo ionotropica, onde a partir
desta técnica ¢ possivel obter particulas esféricas. A partir da
analise do EDS para ambas amostras (Figura 7 e 8) foi
possivel identificar a presenga do Sulfato de Sodio, pela
presenga de enxoftre (S) e sodio (Na).

Estudos de DRX foram realizadas para a quitosana e a
curcumina na forma de po, e para as esferas de quitosana e
quitosana/curcumina, a fim de compreender a influéncia da
curcumina na quitosana.

O difratograma da quitosana pura (Figura 9 (a)),
apresenta  dois  picos  caracteristicos de polimeros
semicristalinos, sendo um em torno de 12,8° e outro por volta
de 21,0°, que evidenciam a parte cristalina do material.

24

Segundo Vieira et al., 2014 [33], estes picos correspondem
aos planos de difracdo (020) e (110), respectivamente.
Verifica-se também uma ampla faixa abaixo dos picos,
variando de aproximadamente 8 a 35°, onde predomina a fase
amorfa do material. Observa-se ainda picos de menor
intensidade em 9,83° 10,58° 19,78° 22,45° ¢ 27.71° que de
acordo com Yin et al. 2004 [34], sdo caracteristicos de regides
cristalinas.

(b)

Figura 5. Micrografias do p6 da curcumina. (a) Aumento de
100x e (b) Aumento de 10000X

Segundo Oliveira 2011 [35], a quitosana possui um perfil
semicristalino devido as fortes interacbes intra e
intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogénio
formadas entre os grupamentos amino, hidroxila, amida e
outros grupos funcionais presentes na molécula de quitosana,
fornecendo certa organizacdo & estrutura cristalina da
quitosana.

As esferas de quitosana (Figura 9 (b)), mostraram um
padrdo semelhante ao difratograma da quitosana pura, porém
observa-se a intensificagdo dos picos 19,10°; 23,46°; 32,21°;
33,83° e o aparecimento de outros picos em 28,02% 48,72°,
provavelmente caracteristicos do sulfato de sédio utilizado
como solucdo coagulante, durante a produgao da amostra. Isto
provavelmente ocorreu devido a uma maior organizagdo das
cadeias de quitosana, conferida pela reacdo de reticulagdo, ou
pela orientagdo dos planos cristalinos durante o processo de
formacdo da esfera. Holanda et al. 2011 [36], obteve em sua
pesquisa, membranas de quitosana contendo tripolifosfato,
onde observou-se um discreto aumento na cristalinidade,
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A

atribuido a cristalinidade do sal (tripolifosfato), quando
comparada com a quitosana pura. O tripolifosfato funciona
como agente reticulante i6nico e as reticulagdes idnicas sdo
caracterizadas por produzir ligagdes reversiveis. E possivel
observar pelo difratograma da curcumina pura (Figura 9 (c))
dois picos estreitos de maior intensidade ¢ bem definidos em
20 = 8,95° e 17,26 °, indicando que a curcumina em pé

(o)

encontra-se numa forma semicristalina. De acordo com
Kumar et al. 2014 [37], os picos caracteristicos da curcumina
sdo observados no intervalo de 10-30°, onde verifica-se uma
série de picos nos angulos 7,84°, 12,12°, 14,45°, 18,12°,
21,27°, 23,36°, 24,51°, 25,65°, 26,73°, 2823°, 2809°.
Conforme também observado por [38-43].

Figura 6. Micrografias (a) da esfera de quitosana (aumento de 120x), (b) superficie da esfera de quitosana (aumento de 1000X),
(c) da esfera de quitosana/curcumina (aumento de 120x) e (d) superficie da esfera de quitosana/curcumina (aumento de 1000X)
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Figura 7. Analise do EDS da esfera de quitosana
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Figura 8. Analise do EDS da esfera de quitosana/curcumina.
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A Figura 9 (d) apresenta o difratograma da esfera de
quitosana/curcumina. Onde verifica-se a permanéncia das
bandas entre 20= 10° a 20= 35°, relativa a quitosana, observa-
se também o pico caracteristico da curcumina em 17,26,
porém com intensidade bem reduzida quando comparado com
o difratograma da curcumina pura. Outros picos da curcumina
também foram visualizados em 12,12°;, 14,45° e 28,9°.
Verifica-se também a presenca dos picos 19,1°; 28,02° e
32,21° também apresentado no difratograma do arcabougo de
quitosana, provavelmente estes picos sdo pertencentes ao
sulfato de sddio, reticulante utilizado nas amostras.
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Portanto observa-se que a presenga do farmaco na
quitosana, ndo ocasionou de forma significativa o aumento da
cristalinidade do material, pois no difratograma da amostra
quitosana/curcumina, os picos caracteristicos da curcumina
ndo estdo presentes em intensidade consideravel, logo indica-
se uma provavel obtencdo de uma estrutura amorfa. Segundo
Song et al. 2011 [44], isto sugere que a curcumina foi dispersa
molecularmente na quitosana. De acordo com Song et al.
2014 [43], isto é benéfico para a difusdo de moléculas do
farmaco através da matriz polimérica, o que leva a uma
liberagdo controlada do farmaco encapsulado.
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Figura 9. Difratograma da quitosana pura (a), esferas quitosana (b), curcumina pura (c) e esferas quitosana/curcumina (d)

4. Conclus0es

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o
didmetro das esferas com a curcumina é semelhante & das
esferas de quitosana. A superficie das esferas de
quitosana/curcumina apresenta pequenos poros, € na estrutura
interna de ambas amostras observa-se uma estrutura porosa.
Por EDS observou-se a presenga do sulfato de sodio nas
amostras, pela presenca do enxofre e do sddio. A presenca da

curcumina afetou a cristalinidade da quitosana, indicando a
provavel obten¢do de uma estrutura amorfa.
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