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RESUMO 

 

CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA DE NANOPARTÍCULAS CONTENDO 

CURCUMINA 

 

A aplicação da nanotecnologia na medicina é uma estratégia promissora. O uso de 

nanocarreadores visa modificar a biodistribuição e passagem transmembrana de fármacos a 

fim de melhorar seu desempenho em termos de eficácia e reduzir seus efeitos colaterais ao 

transportar seletivamente as moléculas ativas para os tecidos-alvo. A barreira sangue-cérebro 

é um sistema complexo e altamente regulatório cujo efeito restritivo acaba limitando a terapia 

de diversas neuropatologias, entre elas a Doença de Alzheimer (DA). Outra membrana 

importante e cujo estudo de fármacos nanoencapsulados e seus efeitos sobre o feto tem sido 

pouco estudada é a membrana placentária. A utilização de fármacos na gestação é arriscada, 

no entanto, o tratamento de doenças que acometem a mãe ou o feto é fundamental. A 

curcumina (CURC) é um polifenol extraído do rizoma da Curcuma longa L., cujas 

propriedades protetoras e terapêuticas são amplamente difundidas, mas apresenta baixa 

estabilidade e biodisponibilidade. Nesse intuito, a nanotecnologia pode ser uma alternativa 

para carrear a curcumina, modificando sua passagem através de membranas biológicas. Nesse 

contexto, esse trabalho avaliou os efeitos de nanocápsulas de núcleo lipídico contendo CURC 

(CUR-LNC) em um modelo animal de DA e em um modelo animal de gestação. 

Primeiramente foram utilizados camundongos Swiss, os quais receberam injeção 

intracerebroventricular de Aβ1-42. Os animais foram tratados via oral por 14 dias com Salina, 

CURC (50 mg/kg), LNC (10 mg/kg) e LNC (1 mg/kg). No 14º e 15º dia os animais foram 

submetidos ao teste comportamental e posteriormente à eutanásia. LNC exibiu neuroproteção 

significativa contra as alterações comportamentais e neuroquímicas induzidas por Aβ1-42 

mesmo em doses 10 e 50 vezes menores que a curcumina livre. Esses dados sugerem que a 

nanoencapsulação da curcumina pode constituir uma alternativa preventiva e terapêutica 

promissora para DA. Posteriormente, foi avaliada a toxicidade pré-natal das LNC.. As fêmeas 

grávidas foram submetidas a eutanásia no DG 20, seguida de exame materno e fetal. Os 

resultados mostraram que não houve diferença na evolução ponderal das fêmeas prenhes, 

assim como nos parâmetros hematológicos e hormonais, indicando a ausência de toxicidade 

materna. Não foram observadas anomalias externas ou atraso no desenvolvimento fetal. 

CURC e LNC reduziram os níveis de TNF-α na placenta. Da mesma forma, não foram 

observadas alterações histopatológicas na placenta. Mais estudos são necessários para avaliar 

a biodistribuição das nanopartículas durante o período gestacional. Este trabalho demonstrou 

que nanocápsulas do núcleo lipídico não causaram efeitos tóxicos maternos ou fetais, o que 

irá facilitar o desenvolvimento de futuras terapias destinadas a tratar e gerir gravidezes 

complicadas.  

 

Palavras-chave: curcumina; nanopartículas; nanocápsulas do núcleo lipídico; doença de 

Alzheimer, gestação;   



 
 

ABSTRACT 

BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF NANOPARTICLES CONTAINING 

CURCUMIN 

The application of nanotechnology in medicine is a promising strategy. The use of safe, 

biocompatible and biodegradable nanocarriers aims at modifying the biodistribution and 

transmembrane passage of drugs in order to improve their efficacy performance and reduce 

their side effects by selectively transporting active molecules to target tissues. Blood-brain 

barrier is a complex and highly regulatory system whose restrictive effect ultimately limits the 

therapy of several neuropathologies, including Alzheimer's disease (AD). Another important 

membrane whose study of nanoencapsulated drugs and their effects on the fetus has been 

poorly studied is the placental membrane. The use of drugs during pregnancy is risky, 

however, the treatment of diseases that affect the mother or fetus is fundamental. Curcumin 

(CURC) is a polyphenol extracted from Curcuma longa L. rhizome, whose protective and 

therapeutic properties are widespread but have low stability and bioavailability. Thus, 

nanotechnology may be an alternative to carry curcumin by modifying its passage through 

biological membranes. In this context, this work evaluated the effects of CURC-containing 

lipid core nanocapsules (LNC) in an animal model of AD and in an animal model of 

gestation. First, Swiss mice were used, which received Aβ1-42 intracerebroventricular 

injection. Animals were treated orally for 14 days with Saline, CURC (50 mg/kg), LNC (10 

mg/kg) and LNC (1 mg/kg). On the 14th and 15th day the animals were submitted to 

behavioral test and later to euthanasia. LNC showed significant neuroprotection against Aβ1-

42-induced behavioral and neurochemical changes even at doses 10 and 50 times lower than 

free curcumin. These data suggest that curcumin nanoencapsulation may be a promising 

preventive and therapeutic alternative for AD. Subsequently, LNC prenatal toxicity was 

evaluated. Pregnant females were euthanized at GD 20, followed by maternal and fetal 

examination. The results showed that there was no difference in the weight evolution of the 

dams, as well as in hematological and hormonal parameters, indicating the absence of 

maternal toxicity. No external anomalies or delayed fetal development were observed. CURC 

and LNC reduced placental TNF-α levels. Similarly, no histopathological changes were 

observed in the placenta. Further studies are needed to evaluate nanoparticle biodistribution 

during pregnancy. This study showed that lipid-core nanocapsules did not cause maternal or 

fetal toxic effects, which will facilitate the development of future therapies to treat and 

manage complicated pregnancies. 

 

Palavras-chave: curcumin; nanoparticles; lipid-core nanocapsules; Alzheimer's disease, 

pregnancy; 
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1 INTRODUÇÃO 

A nanotecnologia é uma ciência que se dedica ao estudo de materiais em escala 

nanométrica, podendo ser aplicada em diferentes áreas, tais como engenharia, ciência da 

computação, química, biologia e na medicina. Desta forma, na medicina a nanotecnologia 

pode ser aplicada com o objetivo preventivo, diagnóstico e terapêutico de doenças (Flühmann 

et al., 2019). Uma dessas aplicações é o carregamento de fármacos em nanotransportadores, 

com o objetivo de entrega a tecidos específicos, vantagem que muitas vezes o fármaco livre 

não oferece (Bilia et al., 2017; Zhao et al., 2019). Nanopartículas poliméricas são 

nanotransportadores que têm sido intensivamente investigados na medicina devido as suas 

características de biocompatibilidade e biodegradação, além de apresentarem baixa toxicidade 

(Frank et al., 2015; Pereira et al., 2019; Venditti, 2019). Nanocápsulas de núcleo lipídico 

(LNC) são um tipo de nanopartículas poliméricas, apresentando-se como um veículo 

promissor com potencial para encapsulação de fármacos com alta lipofilicidade (Venturini et 

al., 2011; Sandri et al., 2019).  

Nosso organismo apresenta diversas membranas biológicas, cuja a função é regular a 

passagem de substâncias para determinados tecidos (Doran et al., 2013). Essas membranas 

acabam atuando como barreiras para a passagem de fármacos. Neste trabalho, demos atenção 

a duas barreiras biológicas a fim de avaliar o sistema de entrega de LNC: a barreira sangue-

cérebro (BBB) e a placenta. BBB é uma membrana que separa o sangue do fluido extracelular 

do cérebro no sistema nervoso central (SNC), consistindo em uma contínua barreira celular 

quase impermeável, a qual regula o tráfego de substâncias (Argaw et al., 2006; Wong et al., 

2012), representando uma estrutura essencial para a homeostase do SNC (Zhou et al., 2018), 

porém seu efeito restritivo acaba representando um obstáculo para uma multiplicidade de 

fármacos terapeuticamente importantes para doenças neurodegenerativas, como é o caso da 

Doença de Alzheimer (DA). DA é a forma mais comum de demência, representando cerca de 

60-70% de todos os casos, apresenta-se clinicamente com a perda progressiva da memória e 

das funções cognitivas. Patologicamente, DA caracteriza-se por vários eventos 

neuropatológicos, incluindo acúmulo de placas amiloides, emaranhados neurofibrilares, 

estresse oxidativo e neuroinflamação. Uma cura efetiva para a DA permanece elusiva. 

Portanto, o desenvolvimento de estratégicas profiláticas e terapêuticas mais efetivas é uma 

necessidade urgente e também um grande desafio da ciência médica. Nesse sentido, sistemas 

de nanopartículas se mostram promissores, uma vez que podem facilitar a penetração da 
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barreira sangue cérebro, além de promover o efeito de direcionamento ao SNC (Kim et al., 

2018). 

A placenta é o órgão de troca entre a circulação materna e fetal, na qual regula a 

respiração, nutrição e excreção do feto, desempenhando as funções dos órgãos fetais, além de 

atuar como órgão endócrino, promovendo a secreção de hormônios relacionados à reprodução 

(Menezes et al., 2011). Além de atuar como uma barreira à transferência de substâncias, pode 

ser um local de absorção, acúmulo e toxicidade, afetando o desenvolvimento fetal de acordo 

com o estágio da gestação (Valero et al., 2018). Diversas patologias (crônicas ou temporárias) 

podem acometer a gestante (Al-Enazy et al., 2017), desta forma, é de extrema relevância o 

estudo sobre o uso de medicamentos na gestação. Sabe-se que 9 em cada 10 mulheres tomam 

pelo menos um medicamento durante a gravidez (CDC, 2018) e, apesar disso, as gestantes são 

excluídas da maioria dos ensaios clínicos devido aos riscos potenciais de exposição fetal 

(Keelan et al., 2015). O principal desafio para o desenvolvimento de medicamentos seguros 

para uso na gestação é reduzir ou eliminar a exposição de tecidos indesejados (sejam 

maternos ou fetais) enquanto ainda fornece o efeito terapêutico necessário (Joshi, 2017). 

Levando-se em consideração a vantagem de nanotecnologia em direcionar o fármaco dentro 

do organismo, elevando a segurança no uso de medicamentos, ela se torna promissora no que 

tange a gestação. Sabe-se até então que a utilização de nanopartículas na gestação pode ter 

três diferentes enfoques: tratamento materno, placentário ou fetal (Muoth et al., 2016). 

Estudos avaliando a penetração e consequente toxicidade de nanopartículas metálicas na 

placenta e no feto estão se tornando frequentes na literatura. Entretanto, aspectos relacionados 

a nanopartículas orgânicas como potenciais carreadores de ativos ainda são escassos na 

literatura, e até o momento não há nada descrito sobre o uso in vivo de LNC na gestação. 

Considerando os trabalhos previamente desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa 

(Nakama et al., 2018; Velasques et al., 2018) e a necessidade de utilizar um fármaco modelo 

para avaliar o comportamento biológico de nanocápsulas de núcleo lipídico, a curcumina foi 

escolhida. Extraída do rizoma da Curcuma longa L., a curcumina é um polifenol amarelado 

(Mahmood et al., 2015), popularmente conhecida como açafrão-da-terra, utilizada há milhares 

de anos como fitoterápico em países asiáticos (Massimino et al., 2017). Vários anos de 

pesquisa revelaram que a curcumina tem propriedades medicinais, sendo eficaz para o 

tratamento de diversas doenças, incluindo doenças que acometem o SNC (Del Prado-Audelo 

et al., 2019). Além disso, foram descritos seus benefícios em condições obstétricas (Lim et 
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al., 2013; Gong et al., 2016; Zhou et al, 2017; Lu et al., 2019). Ao se estudar os efeitos 

biológicos da curcumina, a principal preocupação é a sua biodisponibilidade, devido à sua 

solubilidade aquosa extremamente baixa, rápida remoção sistêmica e degradação em pH 

alcalino (Seyedzadeh et al., 2014). Em vista disso, sua incorporação em nanocarreadores por 

diferentes técnicas é uma opção adequada e eficiente para melhorar sua solubilidade, 

estabilidade e funcionalidade (Rafiee et al., 2019). 

Diante do exposto, no presente trabalho avaliamos o comportamento biológico da 

curcumina nanoencapsulada em modelo animal de DA e em modelo animal de gestação. 
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Nanomedicina 

A entrega de fármacos ao seu sítio de ação é um aspecto desafiador das ciências 

farmacêuticas, os fármacos enfrentam inúmeras barreiras fisiológicas depois de serem 

administrados, as quais podem resultar na diminuição da concentração do fármaco 

administrado no local desejado, contribuindo para uma baixa eficácia ou, por outro lado, 

exposição a tecidos não-desejados causa toxicidade e efeitos adversos. Neste contexto, 

tornou-se imprescindível desenvolver estratégias para otimização da terapêutica, levando à 

sua eficácia clínica (FIGURA 1).  

 

Figura 1 - (i) Obstáculos enfrentados pelo fármaco livre após administração sistêmica. (ii) Os 

obstáculos enfrentados pelo fármaco livre são superados  

 

Fonte: Dilnawaz et al. (2018) (ADAPTADO) 

 

 

O conceito de “nanotecnologia” refere-se à produção e aplicação de estruturas, 

dispositivos e sistemas controlando a forma e o tamanho dos materiais em escala nanométrica, 

que varia de 0,2 nm até cerca de 100 nm, embora na área farmacêutica, a definição possa ser 

estendida para partículas maiores. A nanomedicina aplica nanotecnologia com o objetivo 

preventivo, diagnóstico ou terapêutico de doenças, explorando propriedades físicas, químicas 

e biológicas aprimoradas e, frequentemente, novas dos materiais em nanoescala (Flühmann et 

al., 2019). Uma dessas aplicações é o carregamento de fármacos em nanocarreadores e sua 

entrega a sítios ativos específicos e, consequentemente, redução ou até mesmo impedindo a 



14 
 

interação indesejada do ativo com alvos não-específicos presentes no meio biológico. Ao 

fazer isso, essa estratégia oferece um grau de liberação controlada e a promessa de 

especificidade, que o fármaco livre não oferece (Bilia et al., 2017; Zhao et al., 2019). 

Nanopartículas (NP) poliméricas têm sido intensivamente investigadas na medicina 

devido à sua biocompatibilidade, biodegradação e baixa toxicidade. NP são partículas com 

uma faixa de tamanho de 10 a 1000 nm, NP poliméricas podem ser classificadas em 

nanoesferas e nanocápsulas. Nanoesferas tem um tipo de matriz de estrutura na qual a droga 

pode estar adsorvida na superfície da partícula ou incorporado no seu interior. Por outro lado, 

nanocápsulas poliméricas são estruturas esféricas constituídas por uma parede polimérica que 

circunda um núcleo oleoso (Pereira et al., 2019; Venditti, 2019). Polímeros biodegradáveis 

são usados para preparar nanocápsulas, que incluem polímeros naturais (como por exemplo 

quitosana e albumina) e polímeros sintéticos, dentre os quais destaca-se a Poli(ε-

caprolactona). Os principais métodos de preparação são: nanoprecipitação, emulsão-difusão, 

dupla emulsificação, emulsão-coacervação e montagem camada por camada (Venditti, 2019). 

Em geral, as nanocápsulas poliméricas são compostas de fármaco, polímero, óleo, 

surfactantes e água (Frank et al., 2015). 

Nanocápsula de núcleo lipídico (LNC) é um tipo de nanocápsula polimérica, que 

compreende um núcleo estruturado pela dispersão de lipídio sólido (monoestearato de 

sorbitano) em lipídio líquido (triglicerídeo caprílico/cáprico), formando um organogel no 

núcleo circundado por uma parede polimérica (Jager et al., 2009; Venturini et al., 2011; 

Sandri et al., 2019).  Consiste em um veículo promissor com potencial para encapsulação de 

fármacos com alta lipofilicidade e aplicações terapêuticas. Desta forma, foi demonstrado que 

as LNCs são capazes de atravessar barreiras fisiológicas em diferentes condições patológicas 

(Frozza et al., 2013; Dimer et al., 2015; Pereira et al., 2018). 

 

 

2.2 Barreira sangue-cérebro e Doença de Alzheimer 

Originalmente descrita por Paul Ehrlich em 1885, a barreira sangue-cérebro (do 

inglês: blood–brain barrier (BBB) é uma membrana que separa o sangue do fluido 

extracelular do cérebro no sistema nervoso central (SNC). Do ponto de vista anatômico, BBB 

é composta por cinco partes constituintes, nomeadamente os pericitos, astrócitos, neurônios, 

membrana basal e complexos juncionais. Dentre eles, os pés terminais dos astrócitos, a 

membrana basal e as junções apertadas entre as células endoteliais são os elementos 

composicionais mais básicos (FIGURA 3). Desta forma, BBB consiste em uma contínua 
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barreira celular quase impermeável, a qual regula o tráfego de células imunitárias (macrófagos 

de vigilância), xenobióticos e compostos endógenos, representando uma estrutura essencial 

para a homeostase do SNC (Argaw et al., 2006; Wong et al., 2012; Zhou et al., 2018).  

 

Figura 2 - Estrutura barreira sangue-cérebro 

 

Fonte: Zhou et al. (2018) (ADAPTADO)  
 

Além de compostos essenciais para a homeostase cerebral, tais como aminoácidos, 

hexoses, neuropeptídios e proteínas que são transportadas para o cérebro através de 

transportadores específicos, somente pequenas moléculas lipofílicas de menos de 500 Da têm 

capacidade de atravessar esta barreira complexa. Além disso, mesmo após a absorção bem-

sucedida de células endoteliais, os mecanismos de efluxo ativo podem bombear estas 

moléculas de volta para a corrente sanguínea. BBB é essencial para a manutenção do 

ambiente neuroparenquimal único (Argaw et al., 2006), mas representa um obstáculo 

invencível para uma multiplicidade de fármacos terapeuticamente importantes para doenças 

que acometem o SNC, como por exemplo a DA. As junções apertadas altamente restritivas 

entre as células endoteliais capilares do cérebro são as principais estruturas responsáveis pelas 

propriedades de barreira para limitar a transferência de quase todos os fármacos (Wohlfart et 

al., 2012). 

Sistemas de nanopartículas podem facilitar a penetração da BBB, promover o efeito de 

direcionamento no SNC e prolongar a circulação sanguínea evitando o sistema 

reticuloendotelial (RES) (Kim et al., 2018). Essa estratégia tem se mostrado promissora para 

o tratamento de diversas patologias neurodegenerativas como a Doença de Alzheimer 

(Martin-Rapun et al., 2017), Doença de Parkinson (Leyva-Gomez et al., 2015), Esclerose 

Múltipla (In't Veld et al., 2017), e Doença de Huntington (Andre et al., 2016). 
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A demência é uma das principais causas de incapacidade e dependência entre pessoas 

idosas em todo o mundo, caracterizando-se como uma síndrome, geralmente de natureza 

crônica ou progressiva, na qual há deterioração da função cognitiva além do que se poderia 

esperar do envelhecimento normal. Afeta memória, pensamento, orientação, compreensão, 

cálculo, capacidade de aprendizagem, linguagem e julgamento. De acordo com dados da 

Organização Mundial da Saúde (OMS, 2019), cerca de 50 milhões de pessoas sofrem de 

demência e, todos os anos surgem aproximadamente 10 milhões de casos novos. Estima-se 

que o número total de pessoas com demência atinja 82 milhões em 2030 e 152 milhões em 

2050. A doença de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de demência, podendo representar 

de 60 a 70% dos casos. 

 A apresentação clínica típica da DA é a perda progressiva da memória e das funções 

cognitivas, levando a uma diminuição considerável da independência funcional (Bassani et 

al., 2018). O aumento da dependência é a regra e progressivamente ocorrem mudanças 

comportamentais e na mobilidade com possível aparecimento de convulsões e alucinações. A 

idade é o principal fator de risco, com sua incidência dobrando a cada 5 anos após os 65 anos 

de idade. A morte é em média 8,5 anos a partir da apresentação (Lane et al., 2018). 

Patologicamente, DA caracteriza-se por vários eventos neuropatológicos, incluindo acúmulo 

de placas amiloides, estresse oxidativo e neuroinflamação. O metabolismo da proteína 

precursora amiloide (APP) desregulado e a geração de Aβ resultante parecem ser eventos 

centrais e precoces na doença (Loffler et al., 2014). 

Apesar da etiologia da DA ainda não ter sido bem elucidada, há um substancial corpo 

de evidências demonstrando o papel central do peptídeo β-amiloide (Aβ) na patogênese da 

doença (FIGURA 5). A clivagem descontrolada da APP, uma proteína transmembrana 

consistindo de 695-770 aminoácidos, provoca o acúmulo intra e extracelular do peptídeo Aβ 

no cérebro, o que gera a formação de placas amiloides extracelulares e emaranhados 

neurofibrilares intracelulares (NFTs) (Ballard et al., 2011). As placas amiloides são acúmulos 

extracelulares compostos principalmente de Aβ anormalmente dobradas com 40 ou 42 

aminoácidos (Aβ1-40 e Aβ1-42), dois subprodutos do metabolismo da proteína precursora 

amilóide (APP). O peptídeo Aβ1-42 agrega mais facilmente do que Aβ1-40, e a proporção dessas 

duas isoformas é influenciada pelo padrão de clivagem da APP pelas secretases α, β e γ 

(Ballard et al., 2011; Lane et al., 2018).  

APP pode ser clivada tanto por uma via "não-amiloidogênica" quanto pela chamada 

"via amiloidogênica". Na via não-amiloidogênica, a APP é primeiro clivada pela α-secretase, 

liberando um grande fragmento de APP (sAPPα), que é posteriormente digerido pela γ-
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secretase, produzindo p3 não tóxico. Na via amiloidogênica, a APP é processada 

primeiramente pela BACE-1 (β-secretase), produzindo um fragmento (sAPPβ) que será 

posteriormente clivado pela γ-secretase que, por sua vez, resulta na proteína β-amiloide 

tóxica. Mutações de presenilina perturbam a ação da γ-secretase gerando uma produção 

descontrolada de Aβ e o acúmulo da mesma leva à formação de placas senis e à ativação de 

quinases. Aβ também pode ativar a GSK3b, uma enzima que modula a fosforilação da 

proteína Tau. Tau consiste em uma proteína relativamente abundante nos neurônios, presente 

em todas as células nucleadas, sendo responsável pela estabilização dos microtúbulos do 

citoesqueleto que, em situações normais, há um equilíbrio entre as suas formas fosforilada e 

desfosforilada. Uma vez fosforilada, a proteína Tau perde sua afinidade pelos microtúbulos, 

agregando-se no corpo dos neurônios (NFTs), desestruturando o citoesqueleto neural e, 

consequentemente, prejudicando a transmissão neural (Castellani et al., 2008; Ribeiro et al., 

2013). 

 

Figura 3 - Fisiopatologia básica da doença de Alzheimer 

 

Fonte: Ribeiro et al. (2013) (ADAPTADO) 

 

A neuroinflamação é atualmente reconhecida como uma característica proeminente do 

tecido cerebral na DA, sendo que as respostas inflamatórias desempenham um papel 

importante na modulação da progressão da doença (Bernardi et al., 2012) tanto para contribuir 

na neurodegeneração quanto para produção e acúmulo da proteína Aβ (Begum et al., 2008). A 
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relação entre o peptídeo Aβ e o processo neuroinflamatório é inconclusiva, porém, o que está 

claro é que respostas inflamatórias estão presentes tanto em estágios iniciais quanto finais da 

doença (antes e depois do acúmulo amiloide) e, portanto, são importantes potenciais alvos 

preventivos e terapêuticos para a DA. 

As opções de tratamento disponíveis atualmente fornecem apenas alívio sintomático, 

porém não interrompem ou alteram de maneira eficaz o curso da doença, onde uma parte 

significativa, se não a maior parte de seu progresso, provavelmente ocorreu antes do início 

dos primeiros sintomas clínicos (Bronzuoli et al., 2016). Os inibidores da acetilcolinesterase 

(donepezil, galantamina e rivastigmina) são a base do tratamento sintomático, aumentando a 

disponibilidade de acetilcolina na fenda sináptica. A memantina é um tratamento sintomático 

alternativo, indicado para DA de grau moderado a grave, sendo um antagonista do receptor de 

N-metil-D-aspartato de baixa afinidade, visa reduzir a neurotoxicidade excitatória do L-

glutamato sem interferir em suas ações fisiológicas. Nenhum tratamento é indicado para 

sintomas comportamentais na demência, consequentemente, os antipsicóticos devem ser 

evitados e quando necessário, a melhor alternativa foi evidenciada com uso de baixas doses 

de risperidona (Lane et al., 2018).  

Nesse sentido, uma cura efetiva para a DA permanece elusiva. DA vem demonstrando 

impactos socioeconômicos importantes. Em 2018, o custo econômico com demência no 

mundo foi estimado em cerca de US$ 818 bilhões (OMS, 2019). Portanto, o desenvolvimento 

de estratégicas profiláticas e terapêuticas mais efetiva contra o amplo espectro sintomático da 

DA é uma necessidade urgente e também um grande desafio da ciência médica. Neste 

contexto, a nanotecnologia vem sendo altamente promissora e a investigação de 

nanopartículas que atuam em sistemas biológicos vem crescendo gradativamente. Diversos 

estudos mostram o potencial de nanotransportadores para o tratamento de DA (Frozza et al., 

2013; Hoppe et al., 2013; Vakilinezhad et al., 2018; Liu et al., 2019). 

 

 

2.3 Barreira placentária e farmacoterapia na gestação 

A placenta é o ligamento entre a mãe e o feto, na qual regula a respiração, nutrição e 

excreção do feto, desempenhando simultaneamente as funções do rim, pulmão, intestino e 

fígado fetal, além de atuar como órgão endócrino, promovendo a secreção de hormônios 

relacionados à reprodução (por exemplo, estrogênio, progesterona e gonadotrofina coriônica 

humana) para manter a gravidez ou reduzir a rejeição fetal materna. A barreira placentária 

consiste da membrana sinciciotrofoblástica composta por células citotrofoblásticas 
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multinucleadas fundidas cobrindo uma membrana basal, uma camada descontínua de células 

trofoblásticas mononucleares subjacentes, tecido conjuntivo contendo células do estroma e os 

macrófagos ocasionais (células Hofbauer) e, finalmente, células endoteliais capilares do feto 

(FIGURA 4). A barreira placentária tem diferentes espessuras e permeabilidades no 

desenvolvimento normal, com menor permeabilidade durante o primeiro trimestre e maior 

permeabilidade nos últimos três meses (Liu et al., 2016). 

 

Figura 4 - Estrutura barreira placentária 

 

Fonte: Saunders (2009) (ADAPTADO) 

 

A transferência entre a circulação materna e fetal ocorre através da membrana 

endotelial-sincicial e depende de vários fatores, incluindo área de superfície e espessura da 

membrana, fluxo sanguíneo, pressão hidrostática na câmara intervilosa e a diferença na 

pressão osmótica fetal e materna. O sangue materno, portanto, está em contato direto com o 

tecido coriônico fetal (trofoblasto), que é a principal barreira que separa a circulação materna 

da microvasculatura fetal. O feto também é cercado por um saco membranoso, consistindo do 

âmnio, córion e decídua parietal, que é bastante impermeável à maioria dos xenobióticos 

provenientes da corrente sanguínea materna (Menezes et al., 2011). 

A placenta atua como uma barreira à transferência de partículas, mas também pode ser 

um local de absorção, acumulação e toxicidade, podendo ser afetada de forma prejudicial a 
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sua função e, portanto, afeta indiretamente o crescimento e o desenvolvimento fetal. No 

decorrer da gestação observa-se alterações na sua estrutura, bem como na composição celular, 

nas funções e no fluxo sanguíneo e, com isso, sua capacidade de agir como uma barreira ou 

conduto também se altera. A permeabilidade placentária não é constante durante toda a 

gestação, da mesma forma, a suscetibilidade fetal à toxicidade também varia durante a 

gravidez, de acordo com seu estágio de desenvolvimento (Saunders, 2009; Menezes et al., 

2011).  

De acordo com o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) 9 em cada 10 

mulheres tomam pelo menos um medicamento durante a gravidez e 70% tomam pelo menos 

um medicamento de prescrição. Nos últimos 30 anos, o uso de medicamentos prescritos 

durante o primeiro trimestre aumentou em mais de 60% (CDC, 2018). Apesar disso, a maioria 

dos ensaios clínicos até o momento não inclui as gestantes, o número de testes clínicos 

realizados na gravidez é notavelmente pequeno comparado com outras áreas importantes da 

saúde, tornando a gestante uma verdadeira “órfã de fármacos” (Keelan et al., 2015). É de 

suma importância a realização de estudos a fim de avaliar completamente os riscos de 

exposição fetal a medicamentos. Sabendo-se dos riscos da talidomida e de outras substâncias 

teratogênicas, algumas gestantes podem relutar em usar qualquer medicamento. No entanto, 

para mulheres com condições crônicas ou que desenvolvem uma doença temporária, os 

medicamentos que mantêm a saúde materna podem melhorar a saúde neonatal (Al-Enazy et 

al., 2017).  

Os efeitos potenciais dos medicamentos no desenvolvimento fetal dependem de vários 

fatores, incluindo idade gestacional, dose, posologia, via de administração e depuração do 

medicamento (Al-Enazy et al., 2017; Joshi, 2017). Portanto, é importante considerar as 

alterações fisiológicas associadas à progressão da gravidez, que podem alterar a 

farmacocinética de vários medicamentos. Uma destas alterações é o aumento do volume 

sanguíneo que ocorre com a evolução da gestação e que provoca uma redução na 

concentração de albumina sérica. Sabe-se que vários medicamentos tem alta afinidade 

proteica e, com a redução do nível proteico, ocorre uma maior quantidade de fármaco livre e, 

consequentemente aumento da bioatividade. Além disso, o pH do sangue arterial materno 

apresenta um discreto aumento, o que resulta em um deslocamento da curva de dissociação da 

oxi-hemoglobina, promovendo a dissociação do oxigênio e sua transferência transplacentária. 

Esta alteração no pH também pode afetar a ligação fármaco-proteína. A absorção de fármacos 

durante a gravidez pode ser reduzida por atrasos induzidos pela progesterona no esvaziamento 

gástrico, náuseas e vômitos, ou um aumento do pH gástrico. Como resultado do aumento dos 
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níveis de estrogênio, a expressão e função de enzimas que metabolizam fármacos também 

podem mudar significativamente durante a gravidez (Costantine, 2014; Al-Enazy et al., 

2017).   

Fármacos administrados durante a gestação, destinados a atingir a terapêutica materna, 

também têm o potencial de atingir a circulação fetal. Aproximadamente 2% a 3% de todos os 

defeitos congênitos resultam da administração de um fármaco para tratar um distúrbio ou 

sintoma materno. O principal desafio para o desenvolvimento de medicamentos seguros para 

uso na gestação é reduzir ou eliminar a exposição de tecidos indesejados (sejam maternos ou 

fetais) enquanto ainda fornece o efeito terapêutico necessário (Joshi, 2017). A nanotecnologia 

é capaz de direcionar o fármaco dentro do organismo, evitando seu acúmulo em tecidos não-

específicos onde podem ser potencialmente tóxicos, e, ao mesmo tempo, elevar sua 

concentração no local em que devem exercer seu efeito farmacológico, elevando a segurança 

no uso de medicamentos (Dilnawaz et al., 2018). Questões sobre a segurança de tais 

nanopartículas projetadas são muito importantes e o assunto é mais crítico no que diz respeito 

à penetração de barreiras biológicas, permitindo a distribuição de partículas por todo o corpo 

humano. 

Até agora há poucos relatos na literatura sobre a captação ou transferência placentária 

de nanopartículas. Sabe-se até então que a utilização de nanopartículas na gestação pode ter 

três diferentes enfoques: tratamento materno, placentário ou fetal (Muoth et al., 2016). Nesse 

contexto, a nanotecnologia pode beneficiar a mãe, assim sendo uma ferramenta útil para o 

tratamento de diabetes gestacional (Vafaei-Pour et al., 2018), hipertensão arterial (Valero et 

al., 2018) e doenças crônicas que acometem o SNC (Sezgin-Bayindir et al., 2018). A 

vetorização miométrica e placentária permite aumentar a proteção ao feto no que tange o 

tratamento de enfermidades obstétricas (Refuerzo et al., 2015; Phillips et al., 2017; Aljunaidy 

et al., 2018; Ganguly et al., 2019). Por fim, estudos tem demonstrado que nanopartículas são 

capazes de atravessar a placenta e tratar o feto, como em situações de hipóxia (Zeng et al., 

2019) ou arritmia fetal (Albekairi et al., 2015). 

 

Tabela 1 - Estudos in vivo utilizando nanopartículas na gestação 

Estudo Tipo de 

nanopartícula* 

Espécie 

realizada 

Via Adm Resultado obtido 

  

(Refuerzo 

et al., 2015) 

Orgânica 

Lipossoma 

Camundongo intravenosa Impediu exposição fetal e 

minimizou exposição 

placentária 
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(Vafaei-

Pour et al., 

2018) 

Inorgânica 

NP de Cerio 

Camundongo oral NP de Cerio revoga a 

embriopatia induzida pelo 

diabetes por meio de seus 

efeitos antioxidantes 

(Yang et 

al., 2014) 

Inorgânica 

NP de Ouro 

(AuNPs) 

Camundongo intravenosa Distribuição tecidual 

dependente do tamanho da 

partícula 

(Ho et al., 

2017) 

Orgânica 

NP Polimérica 

Rato intravenosa Distribuição tecidual 

dependente da carga da 

partícula 

(Zhang et 

al., 2018) 

Inorgânica 

NP de Dióxido 

de Titânio (TiO2) 

Camundongo oral Exposição gestacional a NPs 

de TiO2 prejudica 

significativamente o 

crescimento e 

desenvolvimento da placenta 

(Huang et 

al., 2015) 

Orgânica 

Np de 

Poliestireno 

Camundongo intravenosa Np de Poliestireno com 

diâmetros de até 500 nm foram 

absorvidas pela placenta e 

foram capazes de atravessar a 

barreira placentária 

(Yu et al., 

2014) 

Inorgânica 

NP de Prata 

(AgNPs) 

Rato oral O nível sem efeito adverso 

observado de é </=100 

mg/kg/dia para as gestantes e 

de 1000 mg/kg/dia para o 

desenvolvimento embriofetal 

(Austin et 

al., 2016) 

Inorgânica 

NP de Prata 

(AgNPs) 

Camundongo intravenosa Notável acúmulo de prata no 

fígado e baço materno e pode 

ter afetado o crescimento 

embrionário. Acúmulo de prata 

em embriões/fetos foi 

insignificante 

(Fatemi et 

al., 2017) 

Inorgânica 

NP de Prata 

(AgNPs) 

Rato oral Exposição oral materna a 

AgNPs induziu estresse 

oxidativo e apoptose no fígado 

fetal 

(Takahashi 

et al., 2010) 

Inorgânica 

NP de Dióxido 

de Titânio (TiO2) 

Camundongo subcutânea Exposição materna às 

nanopartículas de TiO2 

influenciou o sistema 

dopaminérgico central da prole 

(Phillips et 

al., 2017) 

Orgânica 

NP Polimérica 

Rato intravenosa MitoQ-NPs preveniu o estresse 

oxidativo na placenta, mas não 

no feto 
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(Aljunaidy 

et al., 2018) 

Orgânica 

NP Polimérica 

Rato intravenosa Tratamento com MitoQ-NP 

direcionado à placenta no útero 

tem efeitos benéficos 

dependentes do sexo e da 

idade na função cardiovascular 

dos descendentes adultos 

(Zeng et al., 

2019) 

Orgânica 

Nanoemulsão   

Camundongo oral Nano FO aumentou absorção 

TGI, melhorou entrega para os 

cérebros materno e fetal e 

reduziu o acúmulo de ácidos 

graxos no fígado fetal 

(Hao et al., 

2017) 

Inorgânica 

NP de Óxido de 

Zinco (ZNO) 

Galinha Oral/dieta A exposição a NPs de ZnO por 

via oral causou expressão 

anormal de genes e proteínas 

no fígado da prole 

*As nanopartículas foram classificadas como orgânica ou inorgânica, e na sequência o sistema foi 

citado. 

 

A TABELA 1 mostra alguns estudos in vivo utilizando nanopartículas na gestação, 

demonstrando ser uma área de conhecimento recente, com muito a ser compreendido. Estudos 

avaliando a penetração e consequente toxicidade de nanopartículas metálicas na placenta e no 

feto estão se tornando frequentes na literatura, como nanopartículas de prata (Yu et al., 2014; 

Austin et al., 2016; Fatemi et al., 2017),  de dióxido de titânio (Takahashi et al., 2010; Zhang 

et al., 2018),  de óxido de zinco (Hong et al., 2014; Hao et al., 2017)  e de ouro (Tian et al., 

2013; Yang et al., 2014). Entretanto, aspectos relacionados a nanopartículas orgânicas (como 

as nanopartículas poliméricas preparadas com polímeros biocompatíveis), como potenciais 

carreadores de ativos ainda são escassos na literatura, restringindo-se a avaliação in vitro ou in 

vivo de nanopartículas de PGMA (Ho et al., 2017), PLGA (Ali et al., 2013; Lopalco et al., 

2015) e poliestireno (Huang et al., 2015). 

 

2.4 Curcumina 

Considerando os trabalhos previamente desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa 

(Nakama et al., 2018; Velasques et al., 2018) e a necessidade de utilizar um fármaco modelo 

para avaliar o comportamento biológico de nanocápsulas de núcleo lipídico, a curcumina foi 

escolhida. Curcumina é um curcuminoide de cor amarela, isolado a partir de rizomas de 

Curcuma longa Linn (cúrcuma), uma espécie de planta pertencente à família Zingiberaceae, 

nativa das regiões tropicais do sul da Ásia, juntamente com outros curcuminoides, 
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demethoxicurcumina (DMC) e bisdemetoxicurcumina (BDMC) (Mahmood et al., 2015). 

Popularmente conhecida como açafrão, tem sido amplamente utilizado como fitoterápico em 

muitos países asiáticos há milhares de anos. Usos tradicionais incluem melhora da digestão, 

eliminação de vermes, alívio de flatulência, desintoxicação do fígado e vesícula biliar, 

regulação da menstruação, alívio de artrite e purificação do sangue (Siviero et al., 2015).  

Curcuma longa Linn tem em sua composição química mais de 3% de curcumina, 

1,4% de DMC e 1,2% de BDMC. A nomenclatura IUPAC da curcumina é (1E, 6E)-1,7-

Bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)hepta-1,6-diene-3,5-dione, também com os seguintes 

sinônimos 1,7-Bis(4-hydroxy-3- methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione ou 

diferuloylmethane. Como principais características, esta molécula possui uma fórmula 

molecular C21H20O6, peso molecular: 368.385 g/mol, ponto de fusão de 179-182°C e se 

apresenta como pó cristalino amarelo-alaranjado (Salehi et al., 2019). 

 

Figura 5 - Estrutura química da Curcumina 

 

Fonte: https://www.chemicalbook.com/ProductList_en.aspx?kwd=curcumin, acessado em 14/07/2019. 

 

Uma extensa pesquisa sobre a curcumina nos últimos anos mostrou os efeitos 

medicinais desta molécula em diferentes modelos de doenças, incluindo câncer (Lopez-

Lazaro, 2008), distúrbios pulmonares e renais crônicos (Lelli et al., 2017; Sun et al., 2017), 

doenças do sistema nervoso (Monroy et al., 2013), doenças cardiovasculares (Jiang et al., 

2017) e diversos processos inflamatórios (Kahkhaie et al., 2019). Além disso, estudos 

recentes mostraram que a curcumina desempenha um papel anti-inflamatório na placenta 

humana, nas membranas fetais e no miométrio (Lim et al., 2013) e inibe a inflamação da 

placenta induzida por LPS em camundongos (Guo et al., 2017). Além disso, a curcumina 

melhorou o fenótipo do tipo pré-eclâmpsia em ratos (Gong et al. 2016) e diabetes gestacional 

em camundongos (Lu et al., 2019). Ao explorar sua atividade biológica, a principal 

preocupação em relação à curcumina é sua biodisponibilidade devido à baixa solubilidade, 

associada à sua baixa absorção no plasma e tecidos, rápido metabolismo e excreção 

(Seyedzadeh et al., 2014). 
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A incorporação de curcumina em nanocarreadores por diferentes técnicas é uma opção 

adequada e eficiente para melhorar sua solubilidade, estabilidade e funcionalidade (Rafiee et 

al., 2019). Du Preez et al. (2019) demonstraram que a encapsulação da curcumina em 

nanopartículas de poli (ácido láctico-co-glicólico) permite o uso de dose, por via oral, 20 

vezes menor do que na forma livre, com efeito similar, em modelo de síndrome metabólica 

em ratos. Outro estudo mostra que a encapsulação em nanopartículas de tripolifosfato de 

sódio-alginato de quitosana (CS-ALG-STPP NPs) aumenta a concentração plasmática da 

curcumina, reduz a extensão das áreas de desmielinização, atenua ativação glial e inflamação 

em modelo de desmielinização induzida por lisolecitina em ratos (Naeimi et al., 2018). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar os efeitos biológicos da curcumina nanoencapsulada como resultado da sua 

passagem através da membrana sangue-cérebro e placentária. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 a) Avaliar os efeitos da curcumina nanoencapsulada e compara-la à forma livre sobre o 

comportamento cognitivo em modelo de DA em camundongos;  

b) Avaliar os efeitos da curcumina nanoencapsulada e compara-la à forma livre em 

estruturas encefálicas (córtex pré-frontal e hipocampo) e soro de camundongos em parâmetros 

de neuroinflamação induzida; 

c) Avaliar os efeitos da curcumina nanoencapsulada e compara-la à forma livre 

quando administradas durante o período de organogênese em modelo de rata prenhe;  

d)Avaliar possível toxicidade da formulação de nanocápsulas sem ativo (brancas);  

e) Monitorar o peso dos animais tratados, bem como o consumo de água e ração;  

f) Avaliar parâmetros hematológicos (hemograma) e hormonais (hormônio estimulante 

da tireoide – TSH, triiodotironina - T3 e tiroxina - T4) das ratas prenhes;  

g) Avaliar alterações morfométricas dos fetos após exposição materna ao tratamento;  

h) Realizar avaliação histológica das placentas; 

i) Determinar os níveis citocinas inflamatórias na placenta e fígado dos fetos;  

j) Quantificar os níveis de curcumina no fígado materno e conceptos, a fim de avaliar 

o sistema de entrega das nanocápsulas; 
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4 ARTIGO - Neuroprotective effects of curcumin lipid-core nanocapsules in a model 

Alzheimer’s disease induced by β-amyloid 1-42 peptide in aged female mice  

 

 

 

 

 

 

Publicado no periódico “Brain Research” 

2019 Jul 17:146325. doi: 10.1016/j.brainres.2019.146325 
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5 MANUSCRITO 

 

Lipid-core nanocapsules do not induce maternal and fetal toxicity
1
 

 

 

Abstract 

Objective: This study was designed to examine fetal and maternal toxicity of curcumin 

loaded-lipid core nanocapsules administered during the organogenesis period.   

Study Design: Free curcumin (CURC) and curcumin loaded-lipid core nanocapsules (LNC) 

at a dose of 2 mg/kg, unloaded lipid-core nanocapsules (B-LNC) and Saline (CONTROL) 

were administered orally from 7º to 13º gestational day (GD). The dams were performed daily 

for body weight gain, clinical signs, water and food intake. On GD 20 the dams were 

euthanized, organs were weighed, blood was collected. Fetuses were externalized and 

separated from the placenta; both were weighed. Fetal biometrics and external morphological 

anomalies were evaluated. Histopathology of the placenta and inflammatory cytokines of the 

placenta and fetal liver were evaluated. 

Results: Treatment with CURC, LNC and B-LNC did not cause changes in body weight gain 

or water and food intake compared with control group, showing no clinical signs of maternal 

toxicity. No external morphological abnormalities or fetal developmental delays were 

observed. No histopathological changes in the placenta were observed in either group. CURC 

and LNC reduced placental TNF-α levels. 

 Conclusion: More work will need to be done to elucidate the distribution / effects of this 

nanoparticles on pregnancy to suggest medical application of this system for maternal, 

placental or fetal treatment. In conclusion, as a prelude to further therapeutic studies, we have 

demonstrated that lipid-core nanocapsules systems did not cause maternal or fetal toxic 

effects. This knowledge will facilitate the development of future therapies aimed at treating 

and managing complicated pregnancies. 

Keywords: pregnancy, curcumin, nanoparticles, organogenesis; 

                                                           
1
 A ser submetido no periódico “European journal of obstetrics & gynecology and reproductive biology” 
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1 Introduction 

Every year, about 20% of births are complicated by pregnancy disorders, the most 

common of which are preeclampsia (PE), intrauterine growth restriction (IUGR), gestational 

diabetes (GDM) and preterm birth (PTB) [1]. Despite the impact of such disorders, the 

number and efficacy of available therapeutic agents for the treatment of such conditions are 

limited, since there is little evidence on safety of drugs in pregnancy, pregnant patient are 

excluded in 98% of clinical trials [2]. Extensive evidence for placental permeability existed 

long before the thalidomide disaster. The consequences of fetal (and placental) exposure to 

medications may be benign or involve teratogenicity. The placenta plays a significant role in 

gestation and it is implicated in all common obstetric complications. When pregnant women 

are treated with medications, the placenta is not only the fetal gatekeeper, but is also, in and of 

itself, a potential target for its therapeutic and adverse effects [3]. 

Nanomedicine concepts are being applied clinically for more than two decades in the 

fields of oncology and infectious diseases, but perinatal nanomedicine is gaining attention 

only in recent years with much to be elucidated [4]. Studies assessing the penetration and 

consequent toxicity of metallic nanoparticles in the placenta and fetus are becoming frequent 

in the literature, such as AgNPs [5-7],  TiO2 [8, 9],  ZnO [10, 11] and  AuNPs [12, 13]. 

However, aspects related to organic nanoparticles (such as  polymeric nanoparticles prepared 

with biocompatible polymers) as potential drug carriers are still rare in the literature, 

restricting the in vitro or in vivo evaluation of PGMA [14], PLGA [15, 16] and polystyrene 

nanoparticles [17, 18].  

Lipid-core nanocapsules (LNC) are a promising drug carrier with a high potential for 

therapeutic applications that present biodegradability and biocompatibility. LNC are a 

vesicular carrier comprising a core structured by the dispersion of solid lipid (sorbitan 

monostearate) and liquid lipid (caprylic/capric triglyceride) surrounded by a polymeric wall 

[19-21]. In this way, it has been shown LNCs are able to cross physiological barriers different 

pathological conditions [22-24]. Lucas, Remiao [25] showed that high doses of LNC did not 

affect the in vitro development of bovine embryos, but there are no in vivo studies about the 

effects of LNCs in the gestational period, it is not known whether LNCs are able to cross the 

placenta for possible fetal treatment or maternal treatment with no fetal effects.  

Curcumin is a curcuminoid derived from Curcuma longa L. (turmeric) rhizome and it 

is well-known for its anti-inflammatory potential in various inflammatory conditions [26]. 
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Recent studies have shown that curcumin plays an anti-inflammatory role in the human 

placenta, fetal membranes and myometrium [27] and inhibits LPS-induced placental 

inflammation in mice [28]. Furthermore, curcumin improved the preeclampsia-like phenotype 

in rat model [29] and ameliorates gestational diabetes in mice [30]. Ganiger, Malleshappa [31] 

have shown that there is no adverse effect on reproductive performance in two successive 

generations in a toxicity study in Wistar rats, even in high doses of 847.4 mg/kg body weight. 

The aim of the present study was to evaluate the potential toxicity of curcumin-loaded LNCs 

in pregnant Wistar rats treated during the organogenesis period and their offspring. 

 

2 Materials and methods 

2.1 Materials 

Poly (ɛ-caprolactone) (PCL), curcumin (65% purity) and sorbitan monostearate were 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Caprylic/capric triglyceride and 

Polysorbate 80 (P80) was obtained from Delaware (Porto Alegre, RS, Brazil). All other 

reagents were of analytical grade. 

 

2.2 Lipid-core nanocapsules preparation  

The LNC suspension was prepared using the interfacial deposition of preformed 

polymer method [19]. An organic phase containing poly(ε-caprolactone) as a biodegradable 

polymer, caprylic/capric triglycerides, sorbitan monostearate and curcumin dissolved in 

acetone at 40 °C was poured into the aqueous phase containing polysorbate 80, under 

moderate magnetic stirring. After 10 minutes, a rotary evaporator was used to remove acetone 

and adjust the final volume under reduced pressure at 40 °C. Curcumin final concentration 

was 0.6 mg.ml
-1

 [32]. The unloaded lipid core nanocapsules formulation (B-LNC) was 

prepared, as described above without adding curcumin. In parallel, 0.6 mg.ml
-1

 solution of 

Curcumin in the free form was prepared by mixing Curcumin in 5% polysorbate 80 for 

comparison. 

 

2.3 Physicochemical Characterization 

Suspensions were analyzed by laser diffraction technique using a Mastersizer 2000 

instrument (Malvern Instruments, Malvern, UK) to verify the absence of microparticles using 

the volume size distribution parameter. The mean particle size and polydispersity index of 

formulations were estimated by dynamic light scattering using ZetaSizer ZS (Malvern 
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Instruments, Worcestershire, UK), after dilution in previously filtered (0.45 µm) ultrapure 

water. The results described as mean diameters. Zeta potential was measured using the same 

instrument after dilution of the suspension in 10 mM NaCl aqueous solution by 

electrophoretic mobility. The pH values of LNC suspensions were measured using a 

calibrated potentiometer Hanna
®
 (Hanna Instruments Portugal, Póvoa de Varzim, Portugal) 

directly in the formulations at room temperature (25 °C). The measurements were taken at 25 

°C, and all analysis were carried out in triplicate. 

Drug content (mg.mL
−1

) was determined after dissolution of nanocapsules in methanol 

(0.2 mL of suspension to 10 mL of methanol), left in ultrasound for 50 minutes and assayed 

by high performance liquid chromatography (HPLC) previously validated method [32]. The 

chromatographic system consisted on a reversed phase Waters® SPHERISORB® C-18 

column (150 mm × 4.60 mm, 5 μm, Eng Novo, RJ, BRA) and a Shimadzu instrument (LC-

20AT Pump, SIL-20A autosampler, SPD-20AT PDA Detector, LC Solution V. 1.24 SP1 

system software, Shimadzu, Tokyo, Japan). The mobile phase at a flow rate of 0.5 mL.min
−1 

consisted of methanol:acetonitrile:water (5:52:43, v/v/v) containing 0.3% of triethylamine. 

The volume injected was 20 μL and curcumin was detected at 425 nm. Free drug was 

determined in the ultrafiltrate (HPLC) after the separation of the nanoparticles by an 

ultrafiltration-centrifugation technique (Ultrafree-MC® 10.000MW, Millipore, Bedford, 

USA), at 12000 rpm for 5 min. Encapsulation efficiency (%) was calculated by the difference 

between the total and free drug concentrations.  

 

2.4 In Vivo Experiments 

2.4.1 Animals 

The in vivo studies were previously approved by the Ethical Committee of the 

Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA-CEUA protocol #11/2018). They are in 

accordance with the guidelines of the Council for Control of Animal Experiments 

(CONCEA).  

Wistar rats, male and female, 60 days old weighing between 200-250g were purchased 

from the Central Animal Facility of Universidade Federal de Santa Maria. Animals were 

housed (4 rats/cage) with free access to food (Puro Trato
®
) and water. They were maintained 

at 22-25ºC under a 12:12h light/dark cycle, with lights on at 7:00 a.m. All manipulations were 

carried out during light phase on the day. 

 

2.4.2 Experimental procedure 
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Two females were housed with one mature male overnight for mating and examined 

for the presence of spermatozoa in vaginal smears on the following morning, defined as 

gestation day (GD) 0 [33]. Dams were randomly assigned into groups of 9–10 pregnant rats 

each and housed individually in polycarbonate cages with stainless steel wire lids and were 

allowed water and food.  

The dams received oral treatment on GD 7-13 [34] in four groups. One group received 

a dose of 2 mg/kg [29] of free Curcumin (CURC), another group of dams were administered 2 

mg/kg of curcumin loaded-lipid core nanocapsules (LNC). Control groups received Saline or 

unloaded LNC (B-LNC) as corresponding volume. Dams were daily examined for obvious 

signs of illness. Maternal weight, water and feed intake was recorded daily to GD 20. 

On GD 20, females were sacrificed under inhalation anesthesia (isuflurane) followed 

by exsanguination. The collected blood was used for hematological and hormonal analysis. 

The maternal liver, spleen, kidneys, heart, lung and brain were removed, weighed and 

immediately stored at −80 ± 4 °C until later inflammatory cytokine analysis or submitted to 

histopathological processing in order to detect evidence of maternal toxicity. After that, the 

gravid uterus of each dam was exteriorized then the numbers of uterine implants, early and 

late resorptions, live and dead fetuses were counted. The viability of the fetuses was 

determined by the presence of spontaneous breathing or responses to tactile stimulation. 

Resorption was classified as “early” when only placental tissue was visible and “late” when 

both placental and embryonic tissue were visible [35]. The isolated uteri were cut open, 

exposing the lining of the uterus and amniotic sacs. The amniotic sacs were ruptured at a time 

to exteriorize fetuses and placentas. Fetuses were removed, separated from placenta, weighed 

and all live fetuses were sexed and evaluated for external morphological abnormalities. Fetal 

biometry was performed [36]: crown-rump (CR) length; occipito-nasal length; transcervical 

diameter; trans-umbilical diameter. 

 

2.5 Blood analyses 

Blood was collected with anticoagulant ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA). For 

hormonal analysis, the blood was separated in a refrigerated centrifuge at 4 °C (4000 g for 10 

min) and the serum was stored at −20 °C until assays were performed.  Hematology: Cell 

numbers (Erythrocytes, leukocytes and platelets), hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular 

volume and mean corpuscular hemoglobin concentration were determined with a differential 

automated hematology analyzer pocH-100iV Diff (Sysmex Corporation, Curitiba, PR, Brazil) 
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for veterinary analysis using the impedance method and hydrodynamic focus. All analyses 

were conducted on the day of blood collection. 

Hormonal: Thyroid-Stimulating Hormone (TSH), triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4) 

were determined by radioimmunoassay, TSH   was   determined   with   the   Coat-a-Count   

TSHIRMA  kit  (DPC,   Los   Angeles,   USA)  Total T3 and  T4  were  also  determined  

with Coat-a-Count kits (DPC, Los Angeles, USA).  

. 

2.6 Morphological observation of placental tissue  

The placentas were cut into 5 mm
3
 pieces, fixed in 10% buffered formaldehyde 

solution, dehydrated in ascending grades of alcohol, cleared in xylene and embedded in 

paraffin wax. Serial sections of 5 µm thickness were cut and subjected to the technique 

Hematoxylin and Eosin staining to study the general histological structure of rat placenta [37]. 

 

2.7 ELISA inflammatory cytokine assays 

Levels of the pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-10 were 

measured in placenta and fetal hepatic tissue using commercially obtained ELISA kits (TNF-α 

Rat ELISA Kit #RAB0480; IL-1β Rat ELISA Kit #RAB0278; IL-6 Rat ELISA Kit 

#RAB0312; IL-10 Rat ELISA Kit #RAB0247, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 

performed as per manufacturer’s instructions. Limits of detection for the ELISA kits were: 

TNF-α = 25 pg/ml; IL-1β = 80 pg/ml; IL-6 = 15 pg/ml; IL-10 = 10 pg/ml. 

 

2.8 Evaluation of Curcumin levels in tissues  

For the tissue distribution study, 12 females on GD13 received 2 mg/kg via 

intravenous of CURC or LNC, and three rats in each group were sacrificed by decapitation at 

predetermined times (30 minutes and 1 hour). Whole liver dam and conceptus were collected, 

dried with paper to remove excess blood and immediately stored at −80 ± 4 °C until later 

analysis. Blood samples of each animal were also collected and plasma was separated and 

stored (−80 ± 4 °C) for drug quantification. 

At the time of analysis, the organs were thawed, weighted and homogenized with 2.5 

mL acetonitrile per g of tissue using the Marconi model MA-102 apparatus (Marconi, Brazil) 

for approximately 2 min in ice bath. The homogenates were transferred to Eppendorf® tubes 

to CURC extraction processing. Samples of each tissue obtained from untreated rats were 

used to prepared calibration curves.  
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The bioanalytical method was developed on a Shimadzu instrument system (LC-20AT 

Pump, SIL-20A autosampler, SPD-20AT PDA Detector, LC Solution V. 1.24 SP1 system 

software, Shimadzu, Tokyo, Japan). Curcumin separation was performed on a reversed phase 

Waters® SPHERISORB® C-18 column (150 mm × 4.60 mm, 5 μm, Eng Novo, RJ, BRA) 

preceded by a Czx8 guard column (5 µm, 30 × 40 mm, Phenomenex®) kept at 25 °C. The 

mobile phase consisted of acetonitrile: methanol: water pH 3 (15:50:35 v / v / v) at a flow rate 

of 1.0 mL/min. Meloxicam was used as internal standard. Briefly, 100 µl animal tissue 

homogenate samples were mixed with 10 µL internal standard. The samples were mixed for 

30 sec by vortex agitation, extracted with 10 µL 0.12% HLC and 1000 µL acetonitrile. After 

stirring for 30 sec, centrifugation (10 min, 12000 rpm, 4 ± 1 °C), 800 µL supernatant was 

transferred to glass tubes and evaporated at 60 °C for 40 min using a centrifugal vacuum 

concentrator. Concentrator. The dried residues were reconstituted with 200 µL acetonitrile and 

vortexed for 3 min; 10 µL was used to quantify curcumin. The analytical method was linear in 

the range of 5 – 150 ng/mL 

 

2.9 Statistical analysis 

Results are presented as means ± standard deviation (SD). Comparisons between 

groups were performed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey post 

hoc test, when appropriate. The non-parametric data were analyzed by Kruskal-Wallis, 

complemented with the Dunn test. A value of p < 0.05 was considered to be statistically 

significant. All tests were carried out using the GraphPad software 7.0 (San Diego, California, 

USA). 

 

3 Results 

3.1 Physicochemical Characterization of Loaded Lipid-Core Nanocapsules 

LNC were prepared by self-assembly method and with appearance macroscopically 

homogeneous yellow opalescent liquids. Suspensions without the active (B-LNC) had a 

similar appearance, but with opalescent white color. LNC showed nanosized diameter (215 ± 

3 nm), zeta potential negative), pH ~ 6.0.  Similarly, B-LNC showed a diameter of 199 ± 2 

nm, zeta potential -25.4 ± 0.3 mV and pH ~ 5.1. The curcumin content was 101.5 ± 2.0 % and 

encapsulation efficiency was 100%. The both suspensions had relatively uniform particle size 

(narrow distribution) as indicate by the SPAN values close to 1.96.  

3.2 Maternal observations 
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The treated dams showed no signs of sickness or abnormal behavior. No deaths were 

observed in the treatment groups. Maternal body weight gain in the GD 7, GD 13 and GD 20 

was the same in all groups, and there was also no significant difference in water and food 

intake (Table 1). Maternal organs (liver, spleen, kidneys, heart, lung and brain) were analyzed 

for absolute and relative weight and in no evaluation, statistically significant difference was 

found (Table 2). Hematological parameters remained statistically similar across all 

experimental groups (Table 3), similarly to hormonal parameters (Table 4). 

3.3 Uterine and litter observations 

Uterine observations and litter parameters of pregnant females are presented in Table 

5. No significant differences were observed in embryo-fetal parameters (number of 

implantations, resorptions late, live/dead fetuses, fetal weight, placental weight) between 

treatment and control groups. The sex ratio (M:F) of fetuses examined was 1:0.85 (Control); 

1:0.76 (B-LNC); 1:0.83 (CURC) and 1:0.96 (LNC) data being within normal reference values 

(0.00–2.81) [38]. There were no external abnormalities in fetuses from any group treated. No 

changes on fetal biometry (Table 6), fetal liver and brain weights were found (data not 

shown).  

3.4 Placenta histopathology 

The mature placenta in rodents is composed of three broad zones, including the 

maternal decidua on the outside, the basal zone and the inner labyrinth zone, which mediates 

direct nutrient exchange between fetal and maternal blood. The hematoxylin and eosin-stained 

placental sections showed the normal architecture of the mature rat placenta on GD20 all 

groups. It showed three characteristic morphological zones, the labyrinth (LZ), basal (BZ) and 

decidua (DZ) (Figure 1). Abnormal distribution of placental layers can be indicative of 

pathology. No differences in labyrinth, basal and decidua zones were noted among the four 

groups. 

3.5 Levels of inflammatory cytokines in the placenta and fetal hepatic tissue 

Data of placenta inflammatory cytokines are reported in Figure 2. CURC and LNC 

treated groups showed a reduction in placenta TNF-α levels, but no significant differences 

were observed in IL-1β, IL-6 and IL-10 levels compared to the control group. Fetal liver 

tissue TNF-α levels decreased B-LNC-treated group compared to the control group (1.00 ± 

0.14 versus 0.35 ± 0.04; P < 0.05). IL-1β, IL-6 and IL-10 no showed significant difference 

between treated groups. 

3.6 Tissue Distribution 
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We did not obtain quantification of curcumin in the maternal liver and the conceptus at 

the times evaluated. Probably this was because the tissue concentration of curcumin at these 

times was below the limits of quantification of the analytical method, and the tissue peaks are 

later [51, 52] 

4 Comment  

LNCs have been used as a drug carrier for the treatment of various experimental 

disease models [24, 39, 40], highlighting their potential as promising drug carriers for clinical 

therapy, demonstrating the ability to efficiently cross biological barriers. However, their 

possibilities to cross the placenta is still unknown, to date, there is not study demonstrating 

adverse effects on fetal development of LNC administered in pregnancy. Here, curcumin was 

used as a drug model to investigate the influence of this nanosystem, the dose was defined 

based on Gong, Liu [29], we decided to use the highest dose tested in vitro taking orally as the 

route of administration. The aim of the present study was to evaluate the potential toxicity of 

LNCs specifically designed for biomedical applications in pregnant Wistar rats 

(organogenesis period) and their offspring. Initially, before reproductive evaluation, maternal 

toxicity was evaluated. 

Our results indicate that treatment with LNC in the organogenesis period was not able 

to cause clinical signs of toxicity in the dams. Toxicity is manifested through changes in the 

weight development of animals, reduction in water or food intake and behavioral changes 

[41]. In this study, all parameters observed along and at the end of the treatment (weight 

evolution, water and food consumption, clinical signs, absolute/relative weight of maternal 

organs, hematological and hormonal variables) were similar in all groups in relation to control 

group. Physiological changes in pregnant organism can influence fetal development [38], 

these data indicate that LNC did not cause any level of physiological change at doses tested. 

Yang, Du [42] assessed possible toxicity of gold nanoparticles in different pregnancy periods 

in mice, no toxic effects were observed in any particular size, but histological changes were 

observed in lungs of treated rats with 30nm size. 

Organogenesis period is characterized as the most susceptible to fetal alterations 

because in this period there is intense cell proliferation and migration, tissue remodeling and 

formation of rudimentary organs [38]. Only a small number of studies have examined the 

effect on a fetus after maternal exposure to nanoparticles, such Teng and co-authors [43] that 

observed toxicity as placental dysfunction and developmental delay caused by smaller ZnO 

nanoparticles, and the organogenesis period was more vulnerable to this toxicity.  In this 

study, repeated administration of B-LNC, CURC or LNC throughout the organogenesis 
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period did not cause relevant adverse effect (e.g. no morphological alterations, nor decreased 

fetal length). As well as not causing significant changes in the placental histology. 

CURC and LNC treated group reduced levels of TNF-α in the placenta, these results 

are in agreement with Guo and coauthors [44] whose study demonstrated that curcumin (100 

mg/kg intraperitoneal) reduced expression of placenta TNF-α in mice in a model LPS-induced 

preterm birth. Zhou, Miao [28] also demonstrated that curcumin (0,1 mg/kg intragastric) 

reduced placenta TNF-α expression in mice model of LPS-induced adverse pregnancy. 

Inflammation plays an important role in the pathogenesis and pathology of embryonic 

resorption, fetal growth restriction and preeclampsia [28]. Shaw, Tang [45] showed that TNF-

α significantly contributed to the secretion and activation of endothelial proinflammatory 

cytokines that blocking TNF-α action may attenuate the effects of maternal endothelial 

dysfunction. 

It is essential to understand the interactions of nanoparticles with cells and their 

biodistribution as a prerequisite for medical applications. In addition, a better understanding 

of nanoparticle transfer across physiological barriers is also of fundamental relevance for the 

safe design of nanoparticles as carriers to deliver a drug to a specific target cell or organ [18]. 

It has been shown that the physicochemical properties of nanoparticles determine their 

effectiveness in biological systems [46]. A particular type of nanocarrier may be chosen 

according to the need to treat a maternal or fetal condition to direct delivery to the appropriate 

tissues only [47]. For example, liposome may be ideal for uterine targeting while minimizing 

fetal exposure [48].  

The blood-brain barrier and the placenta are similar biological barriers, both of which 

play a regulatory role in the passage of endogenous or exogenous substances to the central 

nervous system and fetus, respectively. As a general rule, drugs that cross the BBB can also 

cross the placenta [49]. In our previous study [24], we observed an increased biological 

activity of nanoencapsulated curcumin in AD models, suggesting greater delivery to the 

central nervous system. More work will need to be done to elucidate the distribution / effects 

of nanoparticles on pregnancy as well as the influence of gestational time to suggest medical 

application of this system for maternal, placental or fetal treatment. 

Although these polymeric nanoparticles have been extensively investigated in various 

medical applications, they have not been explored in the context of drug delivery during 

pregnancy. The principles of nanomedicine can be applied to prevent transplacental passage 

and thus treat maternal disorders without fetal adverse effects. They can also be applied to 

treat specific placental disorders or treat fetal diseases [50]. In conclusion, as a prelude to 
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further therapeutic studies, we have demonstrated that lipid core nanocapsule systems did not 

cause maternal or fetal toxic effects. This knowledge will facilitate the development of future 

therapies aimed at treating and managing complicated pregnancies.  
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Legends 

 

Fig. 1. Histological appearance of the placental zones all groups at GD 20. DZ= decidual 

zone; BZ=basal zone; LZ=labyrinth zone. 

 

Fig 2. Evaluation of inflammatory cytokines levels in placentas of the control and treated 

dams during the 7th until the 13th day of gestation. Panel A: TNF-α; Panel B: IL-1β; Panel 

C: IL-10; Panel D: IL-6. (Data are mean ± SD, n = 3. *P < 0.05) 
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Figure 1 
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Figure 2  
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Table 1 

Maternal findings of the control and treated dams during the 7th until the 13th day of gestation. 

Group Parameters   

 Maternal body weight gain (% initian b.w.) Water intake 

(mL/day) 

Food intake 

(g/day) 

 GD7 GD13 GD 20   

Control 9.50 ± 4.34 20.32 ± 4.09 50.74 ± 7.11 43.61 ± 8.32 22.01 ± 1.97 

B-LNC 10.33 ± 2.67 19.62 ± 3.61 44.11 ± 6.70 40.22 ± 7.41 22.22 ± 1.97 

CURC 12.82 ± 3.21 22.07 ± 3.09 53.40 ± 4.26 40.80 ± 7.49 21.86 ± 1.42 

LNC 10.61 ± 3.33 19.76 ± 5.61 51.06 ± 10.14 42.80 ± 5.43 21.56 ± 2.13 

Data are expressed as mean ± SD, n = 9–10 animals/group. (Control: Saline; B-LNC: unloaded lipid core 

nanocapsules; CURC: free curcumin 2 mg/kg p.o; LNC: curcumin loaded-lipid core nanocapsules 2 mg/kg p.o.) 

The values do not differ from one another at the level of 5% (ANOVA / Tukey test). 
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Table 2 

Absolute and relative organ weight of the control and treated dams during the 7th until the 13th day of gestation. 

Parameters  Group    

  Control B-LNC CURC LNC 

Liver (g) 15.14 ± 1.74 14.57 ± 2.17 14.42 ± 1.26 14.83 ± 1.36 

 (g/100g) 4.23 ± 0.35 4.22 ± 0.28 4.20 ± 0.30 4.17 ± 0.32 

Spleen (g) 0.68 ± 0.24 0.68 ± 0.07 0.66 ± 0.08 0.69 ± 0.11 

 (g/100g) 0.19 ± 0.07 0.20 ± 0.02 0.19 ± 0.03 0.19 ± 0.03 

Right kidney (g) 0.89 ± 0.08 0.89 ± 0.07 0.88 ± 0.08 0.89 ± 0.09 

 (g/100g) 0.25 ± 0.02 0.26 ± 0.02 0.26 ± 0.03 0.25 ± 0.02 

Left kidney (g) 0.88 ± 0.08 0.86 ± 0.06 0.85 ± 0.07 0.85 ± 0.10 

 (g/100g) 0.24 ± 0.02 0.25 ± 0.02 0.25 ± 0.03 0.24 ± 0.03 

Heart (g) 0.97 ± 0.12 0.99 ± 0.10 0.93 ± 0.06 0.94 ± 0.07 

 (g/100g) 0.27 ± 0.02 0.29 ± 0.03 0.27 ± 0.04 0.26 ± 0.014 

Lung (g) 1.62 ± 0.26 1.64 ± 0.19 1.48 ± 0.19 1.56 ± 0.21 

 (g/100g) 0.45 ± 0.07 0.48 ± 0.05 0.43 ± 0.05 0.44 ± 0.07 

Brain (g) 1.35 ± 0.15 1.32 ± 0.12 1.29 ± 0.08 1.31 ± 0.06 

 (g/100g) 0.38 ± 0.04 0.38 ± 0.03 0.38 ± 0.04 0.37 ± 0.02 

Data are expressed as mean ± SD, n = 9–10 animals/group. (Control: Saline; B-LNC: unloaded lipid core nanocapsules; CURC: free 

curcumin 2 mg/kg p.o; LNC: curcumin loaded-lipid core nanocapsules 2 mg/kg p.o.) 

The values do not differ from one another at the level of 5% (ANOVA / Tukey test). 
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Table 3 

Hematological parameters in blood of the control and treated dams during the 7th until the 13th day of gestation. 

Parameters  Group    

  Control B-LNC CURC LNC 

Erythrocytes (10
6
/µL) 7.20 ± 1.12 8.00 ± 2.45 7.10 ± 0.63 7.30 ± 1.23 

Hematocrit % 36.60 ± 4.32 37.50 ± 2.33 36.00 ± 1.73 36.70 ± 1.25 

Hemoglobin g/dL 13.10 ± 1.98 13.80 ± 5.10 12.60 ± 1.08 13.40 ± 2.67 

Mean corpuscular volume fl. 51.00 ± 4.42 49.00 ± 13.84 51.00 ± 5.74 51.00 ± 5.75 

Mean corpuscular 

concentration hemoglobin 

g/dL 36.00 ± 2.37 38.00 ± 15.43 35.00 ± 4.38 36.00 ± 5.83 

Leukocytes (10
3
/µL) 5.33 ± 1.90 7.01 ± 2.69 6.61 ± 1.62 6.46 ± 3.11 

Basophils % 0 0 0 0 

Eosinophils % 1.00 ± 1.81 1.00 ± 1.07 1.00 ± 0.82 0 

Neutrophil  % 0 0 0 0 

Neutrophils Band Cells % 28.00 ± 11.28 22.00 ± 12.88 24.00 ± 7.02 26.00 ± 8.42 

Lymphocytes % 67.00 ± 11.62 72.00 ± 16.76 71.00 ± 6.26 69.00 ± 9.17 

Monocytes % 4.00 ± 2.37 6.00 ± 4.87 4.00 ± 3.24 5.00 ± 6.34 

Platelets (10
6
/ µL) 1.03 ± 1.87 0.84 ± 2.57 1.01 ± 2.52 1.03 ± 1.34 

Plasma proteins g/dL 6.00 ± 0.38 6.00 ± 1.34 6.40 ± 0.39 7.00 ± 0.34 

Data are expressed as mean ± SD, n = 7–8 animals/group. (Control: Saline; B-LNC: unloaded lipid core nanocapsules; CURC: free 

curcumin 2 mg/kg p.o; LNC: curcumin loaded-lipid core nanocapsules 2 mg/kg p.o.) 

The values do not differ from one another at the level of 5% (ANOVA/ Tukey test). 
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Table 4 

Hormonal parameters in blood of the control and treated dams during the 7th until 

the 13th day of gestation. 

Parameters  Group    

  Control B-LNC CURC LNC 

TSH µIU/mL < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 

T3 ng/dL 0.37 ± 0.11 0.43 ± 0.06  0.35 ± 0.09 0.33 ± 0.05 

T4 µg/dL 1.48 ± 0.29 1.48 ± 0.21 1.25 ± 0.25 1.48 ± 0.39 
Data are expressed as mean ± SD, n = 4–6 animals/group. (Control: Saline; B-LNC: unloaded lipid 

core nanocapsules; CURC: free curcumin 2 mg/kg p.o; LNC: curcumin loaded-lipid core 

nanocapsules 2 mg/kg p.o.) 

The values do not differ from one another at the level of 5% (ANOVA / Tukey test). 
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Table 5  

Embryo–fetal toxicity related to reproductive findings of the control and treated dams 

during the 7th until the 13th day of gestation. 

Group Parameters       

 No. of 

pregnant 

dams 

No. of 

uterine 

implants 

Late 

resorption
1 

Dead 

fetuses
1 

Live 

fetuses
1 

Fetal weights 

by g
2 

Placental 

weights by g
2 

   No. % No

. 

% No. %   

Control 9 128 0 0 0 0 128 100 3.49 ± 0.23 0.48 ± 0.03 

B-LNC 10 115 1 0.87 0 0 114 100 3.61 ± 0.32 0.49 ± 0.04 

CURC 9 123 3 2.44 3 2.5 117 97.5 3.42 ± 0.24 0.49 ± 0.07 

LNC 10 143 2 1,4 1 0.71 140 99.3 3.45 ± 0.32 0.47 ± 0.05 

Data are expressed as mean ± SD. The litters were used as the basis for the analysis of fetal variables. 

(Control: Saline; B-LNC: unloaded lipid core nanocapsules; CURC: free curcumin 2 mg/kg p.o; LNC: 

curcumin loaded-lipid core nanocapsules 2 mg/kg p.o.) 

The values do not differ from one another at the level of 5% (
1
Kruskal–Wallis/Dunn’s, 

2
ANOVA/ Tukey test). 
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Table 6 

 Fetal Biometry obtained of fetuses from control and treated dams during the 7th 

until the 13th day of gestation. 

Group  Fetal Biometry 

(cm) 

   

  CR length Occipito-nasal 

length 

Trans-cervical 

diameter 

Trans-umbilical 

diameter 

Control  3.59 ± 0.09 1.39 ± 0.07 0.85 ± 0.05 1.23 ± 0.03 

B-LNC  3.64 ± 0.11 1.41 ± 0.08 0.87 ± 0.05 1.26 ± 0.05 

CURC  3.58 ± 0.13 1.41 ± 0.07 0.86 ± 0.05 1.25 ± 0.04 

LNC  3.60 ± 0.08 1.41 ± 0.09 0.87 ± 0.05 1.25 ± 0.06 

Data are expressed as mean ± SD. The litters were used as the basis for the analysis of fetal variables. 

(Control: Saline; B-LNC: unloaded lipid core nanocapsules; CURC: free curcumin 2 mg/kg p.o; LNC: 

curcumin loaded-lipid core nanocapsules 2 mg/kg p.o.) 

The values do not differ from one another at the level of 5% (ANOVA / Tukey test). 
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6 DISCUSSÃO GERAL 

 

No presente estudo, avaliamos o efeito de um composto natural (curcumina) em 

sua forma livre e nanoencapsulada em modelo de AD induzido pelo peptídeo Aβ1-42 e 

em modelo animal de gestação. A curcumina é um polifenol extraído da Curcuma longa 

L., (Massimino et al., 2017). Existem diversos estudos sobre a bioatividade e os 

benefícios à saúde da curcumina, como os efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios, 

antitumorais e neuroprotetores (Lopez-Lazaro, 2008; Ishrat et al., 2009; Gazal et al., 

2014; Zhang et al., 2015; Yu et al., 2018). No entanto, sua aplicabilidade clínica é 

dificultada por sua baixa solubilidade em água, rápido metabolismo e consequente baixa 

biodisponibilidade. Uma variedade de abordagens tem sido estudada para superar estas 

limitações, dentre elas destaca-se o uso de nanopartículas (Seyedzadeh et al., 2014).  

A nanotecnologia vem sendo utilizada para melhorar as características físico-

químicas e aumentar a eficácia de fármacos utilizados na terapêutica atual ou em 

desenvolvimento. Os nanovetores são capazes de abordar diversos problemas de 

distribuição de fármacos, penetrando barreiras celulares que podem limitar o local alvo 

pretendido, melhorando a eficácia in vivo do fármaco. Além disso, abordagens 

nanotecnológicas podem modular a farmacocinética e biodistribuição de ativos, 

reduzindo efeitos colaterais potenciais (Bilia et al., 2017).  A nanomedicina ainda está 

em expansão, com muitos campos de aplicação diferentes. Consequentemente, a 

investigação de nanopartículas em sistemas biológicos está aumentando 

constantemente. Questões sobre a segurança de tais nanopartículas projetadas são muito 

importantes e o assunto é mais crítico no que diz respeito à penetração de barreiras 

biológicas, permitindo a distribuição de partículas por todo o corpo humano (Joshi, 

2017).  

As nanocápsulas de núcleo lipídico (LNC) são promissoras, apresentam 

biodegradabilidade e biocompatibilidade com potencial para aplicações terapêuticas. 

LNC é um transportador vesicular que compreende um núcleo estruturado pela 

dispersão de lipídio sólido (monoestearato de sorbitano) em lipídio líquido (triglicerídeo 

caprílico / cáprico) circundado por uma parede polimérica (Jager et al., 2009; Venturini 

et al., 2011). As LNCs têm sido usadas como portadores de drogas para o tratamento de 

vários modelos de doenças experimentais (Figueiro et al., 2013; Dimer et al., 2015), 

demonstrando que são capazes de atravessar barreiras biológicas em diferentes 

condições patológicas. No entanto, suas possibilidades de atravessar a placenta ainda 
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são desconhecidas. Em vista disso, inicialmente avaliamos a atividade biológica da 

curcumina em sua forma livre e nanoencapsulada em LNC’s em modelo animal de DA 

e, posteriormente avaliamos a toxicidade potencial de LNCs em ratas Wistar prenhes 

(período de organogênese) e seus descendentes, a curcumina foi usada como fármaco 

modelo. 

O presente estudo reforça e estende a noção dos efeitos prejudiciais de Aβ1-42 à 

neuroinflamação e ao desempenho cognitivo (Chambon et al., 2011). Os resultados 

mostram que os camundongos expostos ao peptídeo Aβ1-42 apresentaram déficit 

cognitivo, avaliado pelo teste do Labirinto Aquático de Morris, como relatado em 

outros estudos (Jia et al., 2013; Sachdeva e Chopra, 2015; Zhang et al., 2015). O Aβ1-42 

causou uma redução no tempo gasto no quadrante correto da plataforma e também 

aumentou a latência para encontrar a localização da plataforma. A curcumina 

encapsulada, mesmo em doses 5 e 50 (LNC10 e LNC1, respectivamente) vezes menores 

foi eficaz em atenuar esse déficit cognitivo, resultado semelhantes à dose alta na forma 

livre (FC50), sugerindo uma melhora no seu desempenho in vivo por meio da 

nanoencapsulação. Estes resultados são semelhantes aos encontrados por Hoppe et al. 

(2013) que desenvolveram nanocápsulas de núcleo lipídico carregadas com curcumina e 

demonstraram que a administração de curcumina foi eficaz na prevenção de deficiências 

comportamentais. Em seu estudo, a curcumina nanoencapsulada em uma dose 20 vezes 

menor apresentou resultados neuroprotetores comparáveis à dose efetiva de curcumina 

livre.  

Além disso, mostramos que o efeito neuroprotetor da curcumina sobre os 

comprometimentos cognitivos induzidos por Aβ poderia estar relacionado com o 

aumento dos níveis e expressão de citocinas inflamatórias, bem como do NF-κB. As 

citocinas inflamatórias foram avaliadas no hipocampo, no córtex pré-frontal e no soro 

de camundongos. As citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, IL-1β, IL-6 e IFN-γ, 

podem desempenhar um papel importante na patologia da DA e levar ao aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio, além de disfunção neuronal e morte 

(Balducci e Forloni, 2014; Cunningham e Hennessy, 2015). No presente estudo, 

avaliamos se a nanoencapsulação da curcumina potencializaria seus efeitos contra a 

neuroinflamação induzida por Aβ. O tratamento oral por 14 dias com FC50 foi capaz de 

reduzir os níveis e a expressão proteica de citocinas inflamatórias em todos os tecidos 

avaliados. LNC10 foi capaz de reduzir ainda mais os níveis de TNF-α e IL-6, bem como 

os níveis e a expressão proteica IL-1β e IFN-γ. Um possível mecanismo subjacente a 
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esta eficácia superior do tratamento com LNC pode incluir uma biodistribuição cerebral 

melhorada da curcumina nanoencapsulada, provavelmente porque as LNCs são capazes 

de atravessar a barreira hematoencefálica (Rodrigues et al., 2016). 

As citocinas inflamatórias desempenham um papel crítico na neurodegeneração 

da DA, mas os mecanismos que levam à liberação desses derivados gliais ainda 

precisam ser esclarecidos. Recentemente, considera-se que o fator nuclear kappa B (NF-

κB) tem um papel fundamental relacionado às citocinas pró-inflamatórias induzidas por 

Aβ, pois foi relatado que Aβ pode ativar NF-κB e todas essas citocinas pró-

inflamatórias são reguladas por NF-kB (He et al., 2011; Zhang e Jiang, 2015). No 

presente estudo, os níveis de NF-κB fosforilado, indicando ativação de NF-κB, 

aumentaram no hipocampo, no córtex pré-frontal e no soro de camundongos expostos a 

Aβ1-42, dando suporte a estudos anteriores que indicaram que o estado pró-inflamatório 

de Aβ é modulada pela ativação de NF-κB (He et al., 2011; Sachdeva e Chopra, 2015). 

Adicionalmente, camundongos expostos a Aβ1-42 apresentaram um aumento na 

expressão de mRNA de NF-B. Estudos relataram que a curcumina tem um efeito 

inibitório na via de sinalização do NF-κB (Manikandan et al., 2011; Huang et al., 2017; 

Yu et al., 2018) confirmando esses relatos, neste estudo a curcumina atenuou o aumento 

dos níveis e expressão proteica de NF-κB induzida por Aβ. Estes resultados, em 

conjunto, fornecem uma visão sobre a ação neuroprotetora da curcumina, seus efeitos 

benéficos em distúrbios neurodegenerativos crônicos e sua nanoencapsulação como 

uma abordagem promissora para a aplicação de um agente neuroprotetor na prevenção 

da DA. 

Por fim, nós conduzimos um experimento para avaliar toxicidade materna e fetal 

de LNCs na gestação. Para tanto, utilizamos um modelo de rata prenhe, na qual as 

mesmas foram tratadas do 7º ao 13 º dia gestacional, que compreende ao período de 

organogênese (Ema et al., 1993).  Os grupos de tratamento foram Curcumina livre 

(CURC), contendo curcumina (LNC), ambas na dose de 2 mg/kg, Nanocápsulas de 

núcleo lipídico descarregadas (B-LNC) e Salina. Nossos resultados indicam que o 

tratamento com LNC não foi capaz de causar sinais clínicos de toxicidade nas mães. A 

toxicidade se manifesta por meio de mudanças no desenvolvimento do peso dos 

animais, redução da ingestão de água ou alimentos e mudanças comportamentais 

(OECD, 2018). Neste estudo, todos os parâmetros observados ao longo e ao final do 

tratamento (evolução ponderal, consumo de água e alimentos, sinais clínicos, peso 

absoluto/relativo dos órgãos maternos, variáveis hematológicas e hormonais) foram 
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semelhantes em todos os grupos em relação ao grupo controle. Alterações fisiológicas 

no organismo grávido podem influenciar o desenvolvimento fetal (Traesel et al., 2017), 

estes dados indicam que o LNC não causou nenhum nível de alteração fisiológica nas 

doses testadas.  

O período de organogênese é caracterizado como o mais suscetível a alterações 

fetais, pois nesse período há intensa proliferação e migração celular, remodelamento 

tecidual e formação de órgãos rudimentares (Traesel et al., 2017). Poucos estudos 

avaliaram o efeito nos fetos após exposição materna a nanopartículas, tais como Teng e 

co-autores (2019) que observaram toxicidade como disfunção placentária e atraso no 

desenvolvimento causado por nanopartículas de ZnO, e o período de organogênese foi 

mais vulnerável a esta toxicidade. Neste estudo, a administração repetida de B-LNC, 

CURC ou LNC ao longo do período de organogênese não causou efeito adverso 

relevante (por exemplo, sem alterações morfológicas ou diminuição do comprimento 

fetal, além de não causar alterações histopatológicas na placenta). 

O grupo tratado com CURC e LNC reduziu os níveis de TNF-α na placenta, 

estes resultados estão de acordo com Guo e coautores (2017) cujo estudo demonstrou 

que a curcumina (100 mg/kg intraperitoneal) reduz a expressão de TNF-α na placenta de 

camundongos em modelo de parto prematuro induzido por LPS. Zhou et al. (2017) 

também demonstraram que a curcumina (0,1 mg/kg intragástrica) reduziu a expressão 

de TNF-α na placenta de camundongos em modelo de gestação adversa induzida por 

LPS. A inflamação desempenha um papel importante na patogênese e patologia da 

reabsorção embrionária, restrição do crescimento fetal e pré-eclâmpsia (Zhou et al., 

2017). Shaw et al. (2016) mostraram que o TNF-α contribuiu significativamente para a 

secreção e ativação de citocinas pró-inflamatórias endoteliais e que o seu bloqueio pode 

atenuar os efeitos da disfunção endotelial materna. 

Embora essas nanopartículas poliméricas tenham sido extensivamente 

investigadas em várias aplicações médicas, elas não foram exploradas no contexto da 

administração de fármacos durante a gravidez. Os princípios da nanomedicina podem 

ser aplicados para prevenir a passagem transplacentária e, desta forma, tratar os 

distúrbios maternos sem efeitos adversos fetais. Eles também podem ser aplicados para 

tratar distúrbios placentários específicos ou tratar doenças fetais (Muoth et al., 2016). 

Assim, como um prelúdio para estudos terapêuticos adicionais, demonstramos que os 

sistemas de nanocápsulas do núcleo lipídico não causaram efeitos tóxicos maternos ou 
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fetais nas condições testadas. Este conhecimento pode facilitar o desenvolvimento de 

futuras terapias destinadas a tratar e gerir gravidezes complicadas.  

A barreira sangue-cérebro e a placenta são barreiras biológicas semelhantes, 

ambas desempenham papel regulatório na passagem de substâncias endógenas ou 

exógenas para o sistema nervoso central e feto, respectivamente. Como regra geral, 

fármacos que atravessam a BBB, também conseguem atravessar a placenta (Ansari et 

al., 2016). Por isso, é essencial entender as interações das nanopartículas com as células 

e sua biodistribuição para uma melhor compreensão da sua transferência através das 

barreiras fisiológicas (Grafmueller et al., 2015). Tem sido demonstrado que as 

propriedades físico-químicas das nanopartículas determinam sua eficácia em sistemas 

biológicos (Vieira et al., 2016). Um tipo particular de nanocarreador pode ser escolhido 

de acordo com a necessidade de tratar uma condição materna ou fetal para direcionar a 

entrega apenas aos tecidos apropriados (Joshi, 2017). Por exemplo, o lipossoma pode 

ser ideal para o direcionamento uterino, minimizando a exposição fetal (Refuerzo et al., 

2015). No primeiro estudo observamos uma atividade biológica aumentada da 

curcumina nanoencapsulada em modela de DA, sugerindo uma maior entrega ao 

sistema nervoso central.  Mais trabalho precisará ser feito para elucidar a distribuição / 

efeitos das nanopartículas na gravidez, bem como a influência do tempo gestacional a 

fim de sugerir aplicação médica desse sistema para tratamento materno, placentário ou 

fetal. 
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7 CONCLUSÕES 

 

A primeira parte do presente estudo demonstrou os efeitos neuroprotetores da 

curcumina, bem como seu desempenho in vivo melhorado atrás da sua encapsulação em 

nanocápsulas poliméricas de núcleo lipídico. O tratamento via oral por 14 dias com curcumina, 

foi eficaz em atenuar os seguintes efeitos prejudiciais induzidos por Aβ1-42: 

 O comprometimento cognitivo dos camundongos; 

 O aumento dos níveis e expressão proteica de interleucinas inflamatórias; 

 O aumento dos níveis de NFκB fosforilado e expressão proteica de NFκB; 

Em conjunto, estes achados fornecem uma visão sobre a ação neuroprotetora da 

curcumina, seus efeitos benéficos em distúrbios neurodegenerativos crônicos e sua 

nanoencapsulação como uma abordagem promissora para a aplicação de um agente 

neuroprotetor na prevenção da DA. 

 A segunda parte deste estudo mostrou que o tratamento com LNC de ratas 

prenhes não causou sinais de toxicidade: 

 Materna: evolução ponderal, consumo de água e ração, parâmetros hematológicos e 

hormonais normais; 

 Placentária: histopatologia normal; 

 Fetal: ausência de anomalias externas, sem atraso no desenvolvimento 

Apesar de mais estudos se fazerem necessários para avaliar a biodistribuição das 

nanopartículas durante o período gestacional, este trabalho demonstrou que nanocápsulas do 

núcleo lipídico não causaram efeitos tóxicos maternos ou fetais, o que irá facilitar o 

desenvolvimento de futuras terapias destinadas a tratar e gerir gravidezes complicadas. 
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