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RESUMO

SANTOS, Priscila Dayane de Freitas. Extracdo de curcumindides e obtencao
in situ de nanoparticulas. 2018. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Alimentos) - Programa de Pdés-Graduacdo em Tecnologia de Alimentos,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2018.

Os curcumindides sdo compostos fendlicos presentes nos rizomas da Curcuma
longa L.. Eles possuem propriedades de interesse para as industrias
farmacéutica e de alimentos, porém tém seu uso limitado pela baixa solubilidade
em agua. Uma forma de aumentar sua solubilidade e estabilidade a fatores
externos € encapsulando-os em matrizes poliméricas biocompativeis.
Entretanto, processos de extracdo e encapsulacdo conduzidos separadamente
requerem tempo e recursos, elevando os custos de obtencado das nanoparticulas
e reduzindo sua aplicagcdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi obter
nanoparticulas de curcumindéides encapsulados em poli(vinil pirrolidona) (PVP)
concomitantemente ao processo de extracdo destes do rizoma da Curcuma
longa L.. As condi¢cOes de extracdo e encapsulagéo foram otimizadas por meio
de um Delineamento Central Composto Rotacional, sendo selecionadas como
variaveis independentes temperatura, percentual de etanol no solvente e massa
de encapsulante (PVP). Os curcuminoides extraidos (bisdemetoxicurcumina,
demetoxicurcumina e curcumina) e sua solubilidade em agua (utilizados como
variaveis dependentes no planejamento) foram quantificados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. As nanoparticulas obtidas na condicdo 6tima foram
caracterizadas pelas técnicas de Calorimetria Diferencial de Varredura,
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier, Microscopia
Eletronica de Transmisséo e Difracdo de Raios-X. Os percentuais de extracao e
solubilidade em &gua dos pigmentos curcumindides, quantificados ap6s o
planejamento experimental, foram ajustados a equacdes quadraticas, resultando
em 8 modelos estatisticamente significativos (p < 0,05). Foram empregadas
funcdes de desejabilidade para a otimizacdo simultdnea das respostas
avaliadas. A condicdo experimental otima encontrada foi: 29,9°C, 99% de
solvente etanol e 15,38 mg de PVP. Neste ponto foram previstos para a
solubilidade em agua 0,0015 mg.mgcircuma™ de bisdemetoxicurcumina, 0,0014
mg.mgcarcuma> de demetoxicurcumina e 0,0038 mg.mgcurcuma™ de curcumina e
para o percentual de extracdo, 10,9% de curcumindides totais. A caracterizacao
das nanoparticulas produzidas nas condicdes Otimas demonstrou que a
estrutura fisica dos curcumindides foi alterada de cristalina para amorfa, além de
terem sido identificadas interacBes quimicas entre o0s curcumindides e o
encapsulante (PVP), o que sugere que a encapsulacao foi eficiente. Nos ensaios
biolégicos, as nanoparticulas de curcumindides inibiram significativamente a
atividade in vitro de cérebro de ratos das enzimas acetilcolinesterase (AChE)
(12% de inibicdo para 50 uM) e glutationa S-transferase (GST) (30% de inibicdo
para 5 uM). Dessa forma, foi possivel otimizar a extracdo e encapsulacdo
simultanea dos curcuminoides da curcuma, facilitando o processo de obtencéo
de nanoparticulas destes compostos. As nanoparticulas, de uma forma geral,
apresentaram acdo moduladora sobre as enzimas dos sistemas colinérgico e
antioxidante enddégeno, mesmo quando dispersas em agua, apesar da
hidrofobicidade dos curcuminadides.



Palavras-chave: Fendlicos. Carcuma. Encapsulacdo. Sonicagédo. Planejamento
experimental. Solubilidade. Acetilcolinesterase.



ABSTRACT

SANTOS, Priscila Dayane de Freitas. Curcuminoids extraction and in situ
nanoencapsulation. 2018. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Alimentos) - Programa de Pdés-Graduacdo em Tecnologia de Alimentos,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mourao, 2018.

Curcuminoids are phenolic compounds found in Curcuma longa L. rhizomes,
which present interesting properties for pharmaceutical and food industries.
However, their application is limited due to their poor water solubility. Enhanced
solubility and stability of these compounds to external factors may be achieved
by encapsulation techniques using biocompatible polymers. Nevertheless,
application is still difficult due to high time consumption, resources and high costs
when extraction and encapsulation processes are conducted separately. The
objective of this work was to produce curcuminoids-loaded polyvinylpyrrolidone
(PVP) nanoparticles during their extraction from Curcuma longa L. rhizomes.
Optimization of the experimental conditions was performed by the Central
Composite Design (CCD) methodology. Temperature, ethanol percentage in the
solvent and encapsulant mass (PVP) were selected as independent variables.
Quantification of the extracted curcuminoids (curcumin, demethoxycurcumin and
bisdemethoxycurcumin) and their water solubility were determined by High
Performance Liquid Chromatography. Characterization of nanoparticles obtained
under the optimal conditions was performed by Differential Scanning Calorimetry,
Fourier Transform Infrared Spectroscopy, Transmission Electron Microscopy and
X-Ray Diffraction. The extraction yield and water solubility of the curcuminoids,
quantified after the experimental design were fitted to quadratic models resulting
in eight statistically significant regressions (p < 0.05). Desirability functions were
used for the simultaneous optimization of the responses. The optimized
experimental conditions were 29.9°C, 99% ethanol and 15.38 mg PVP. At this
point, the predicted responses were 0.0015 mg.mQwmerict for
bisdemethoxycurcumin solubility, 0.0014 mg.mgwmeric* for demethoxycurcumin
solubility, 0.0038 mg.mgwrmeric* for curcumin solubility and 10.9% extraction yield
for total curcuminoids. Characterization of the nanoparticles produced under the
optimal conditions revealed that the physical state of curcuminoids was modified
from crystalline to amorphous and chemical interactions between curcuminoids
and encapsulant were detected, which strongly suggests their encapsulation.
Biological assays revealed that curcuminoids nanopatrticles significantly inhibited
the in vitro activities of acetylcholinesterase (AChE) (12% inhibition for 50 uM)
and glutathione S-transferase (GST) (30% inhibition for 5 uM), from rat brain
tissue. It was possible to simultaneously extract and encapsulate the
curcuminoids from turmeric demonstrating that curcuminoids may act in the
cholinergic and endogenous antioxidant systems despite their hydrophobicity.

Keywords: Phenolic. Turmeric. Encapsulation. Sonication. Experimental design.
Solubility. Acetylcholinesterase.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estruturas quimicas dos pigmentos curcumindides
bisdemetoxicurcumina, demetoxicurcumina € CUrCUMING. .........ccceevrvrrrnneeeennn 18
Figura 2 — Estrutura quimica do PVP. .......ooooiiiii e 25

Figura 3 — Graficos de contorno da resposta percentual de extracdo dos
curcumindides totais referentes as variaveis: a) temperatura e percentual de
etanol no solvente; b) temperatura e massa de PVP; e c) percentual de etanol no
solvente @ Massa de PVP. ... 44
Figura 4 - Graficos de contorno da resposta solubilidade em agua (em logaritmo
natural) dos curcumindides totais referentes as variaveis: a) temperatura e
percentual de etanol no solvente; b) temperatura e massa de PVP; e c)
percentual de etanol no solvente e massa de PVP. ........ccccooiviiiiiiiiiiiiiine e, 45
Figura 5 - Cromatograma de HPLC dos pigmentos curcumindides. ................ 48
Figura 6 — Imagem de Microscopia Eletrbnica de Transmissdo (MET) das
nanoparticulas de CUrCUMINGIAES. .........uviiieiiiiiiiiiiieee e 50
Figura 7 - Espectros de FTIR da curcumina, do PVP, da mistura fisica (15:1 m/m)
e das nanoparticulas de curcumingides em PVP. ........ccccooooiiiiiiiiiiiiii e, 51
Figura 8 — Termogramas de DSC da curcumina, do PVP, da mistura fisica (15:1
m/m) e das nanoparticulas de PVP contendo curcumingides. .............ccccuvvnnnes 52
Figura 9 - Difratogramas de DRX da curcumina, do PVP, da mistura fisica (15:1
m/m) e das nanoparticulas de PVP contendo curcuminagides. ......................... 53
Figura 10 — Atividade enzimatica in vitro da AChE em atividade percentual em
relacdo ao controle (% do controle) de cérebro de rato frente a: curcumindides
puros em DMSO 3,33% (25 uM, 50 uM, 100 yM e 200 uM) e em agua (200 uM);
nanoparticulas de curcumindides em agua (25 uM, 50 yM, 100 uM e 200 uM); e
PVP em agua (13,8 uM). As barras de erro representam média * erro padréo,
para n = 4. *p < 0,05; **p < 0,001; ***p < 0,0001, em relacdo ao controle
(atividade enzimatica na auséncia dos compostos (100%)). CUR =
curcumindides; NP = nanoparticulas; W = agua. ........cccceeeeeeeeiiiiiiiiiieieeeeeeeennnns 54
Figura 11 - Atividade enzimética in vitro da GST (em % do controle) de cérebro
de rato frente a: curcumindides puros em DMSO 3,33% (5 uM, 25 pM e 50 uM)

e em agua (50 uM); nanoparticulas de curcuminéides em agua (0,1 pM, 5 uM,



25 uM e 50 uM); e PVP em agua (13,8 uM). As barras de erro representam média
* erro padrdo, para n = 4. *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001, em relacdo ao
controle (atividade enzimética na auséncia dos compostos (100%)). CUR =
curcumindides; NP = nanoparticulas; W = agua. ........cccoeeeeeeieieiiiiiiiiieeeeeeeennnns 54
Figura 12 - Grafico dos valores previstos e observados, referente ao modelo
obtido para a resposta percentual de extracdo dos curcumindides totais. ....... 74
Figura 13 - Gréfico dos valores previstos e observados, referente ao modelo
obtido para a resposta solubilidade em agua da bisdemetoxicurcumina. ........ 75
Figura 14 - Grafico dos valores previstos e observados, referente ao modelo
obtido para a resposta solubilidade em agua da demetoxicurcumina. ............. 76
Figura 15 - Gréfico dos valores previstos e observados, referente ao modelo
obtido para a resposta solubilidade em agua da curcumina. .................ccceeeee. 77
Figura 16 — Graficos de contorno relacionando as variaveis temperatura e
percentual de etanol no solvente, para a resposta percentual de extracdo dos
compostos: a) bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; e c) curcumina.79
Figura 17 — Graficos de contorno relacionando as variaveis temperatura e massa
de PVP, para a resposta percentual de extragdo dos compostos: a)
bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; € C) CUrCUMINA. ...................... 80
Figura 18 — Graficos de contorno relacionando as variaveis percentual de etanol
no solvente e massa de PVP, para a resposta percentual de extracdo dos
compostos: a) bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; e c) curcumina.81
Figura 19 — Gréaficos de contorno relacionando as variaveis temperatura e
percentual de etanol no solvente, para a resposta solubilidade em agua (em
logaritmo  natural) dos compostos: a) bisdemetoxicurcumina; b)
demetoxiCurcuming; € C) CUICUMING. ........uuuuieeeeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeranae e e e eeeeeeennns 82
Figura 20 — Gréficos de contorno relacionando as varidveis temperatura e massa
de PVP, para a resposta solubilidade em &gua (em logaritmo natural) dos
compostos: a) bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; e ¢) curcumina.83
Figura 21 — Gréficos de contorno relacionando as variaveis percentual de etanol
no solvente e massa de PVP, para a resposta solubilidade em &agua (em
logaritmo  natural) dos compostos: a) bisdemetoxicurcumina; b)

demetoXiCurcuming; € C) CUICUMINA. .......uuuuuieeeeeeeeeeirnnnneeeeeeeeeeesnnnnanaeeeseeeennes 84



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Matriz de ensaios contendo os valores reais e codificados das
variaveis independentes e as respostas das variaveis dependentes. .............. 38
Tabela 2 — Matriz de correlacdo das respostas percentual de extracdo e
solubilidade em &gua dos compostos bisdemetoxicurcumina (bis),
demetoxicurcumina (deme), curcumina (cur) e curcumindides totais (totais).
Todos os coeficientes sdo estatisticamente significativos (p < 0,01). .............. 39
Tabela 3 — Modelos codificados, coeficientes de determinacao ajustados, erros
puros e p-valores obtidos para as respostas percentual de extracdo e
solubilidade em agua dos compostos curcumindides. Onde x1 é a variavel
codificada da temperatura (°C), x2 € a variavel codificada do percentual de etanol
no solvente e x3 é a variavel codificada da massa de PVP (mg@)..................... 41
Tabela 4 — Valores previstos e observados obtidos para as respostas percentual

de extrac@o dos curcumindides e solubilidade em agua (em logaritmo natural) na

condig&o 6tima, com intervalo de confianga de 95%............cccoeeciviiiieeineennnnns 48
Tabela 5 - Condicdes utilizadas na obtencdo das nanoparticulas PVP-
CUFCUMINOIAES. ..o 49
Tabela 6 - ANOVA da resposta percentual de extracdo da
bisdemetoxicurcumina, ao nivel de significancia de 95%............ccccccceeviinnnnnne. 71

Tabela 7 - ANOVA da resposta percentual de extracdo da demetoxicurcumina,
ao nivel de significAncia de 95%. ............uuiiiiiiei i 71
Tabela 8 - ANOVA da resposta percentual de extracdo da curcumina, ao nivel
de SigNIficancia de 95%0. .......cooeieeeeeeeeeee e 72
Tabela 9 - ANOVA da resposta percentual de extracdo dos curcumindides totais,
ao nivel de significAncia de 95%. ............uuiiiiiiei i 72
Tabela 10 - ANOVA da resposta solubilidade em agua da bisdemetoxicurcumina,
ao nivel de significancia de 95%0. .......ooooiiiiii i 72
Tabela 11 - ANOVA da resposta solubilidade em agua da demetoxicurcumina,
ao nivel de significAncia de 95%. ............uuiiiiiiiiiiiiice e 73
Tabela 12 - ANOVA da resposta solubilidade em agua da curcumina, ao nivel de

SIGNIfICANCIA A€ 95%0....cciiiiiiiiiiiiiiee e 73



Tabela 13 - ANOVA da resposta solubilidade em agua dos curcumindides totais,

ao nivel de significAncia de 95%. ........c.uuiiiiiiiiiii e 73



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt 13
2. OBJIETIVOS ...t e et e e e e e e e eee 16
2.1 ODbJetivo Geral........cooiiiiiiiiii 16
2.2 ODbjetivoS ESPECITICOS ...uuuiiiiiiiieiiiiiitie e 16
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......coiiiieceeceeeee ettt 17
3.1 CUICUMINGOIAES et e e 17
3.1.1 Caracteristicas fiSICO-QUIMICAS .........ccuvviiiiiieee e 18
3.1.2 Propriedades .........uuciiiiiee i 19
3.1.3 Atividade biolOgICa.........cccceviiriiiiiie e 20

3.2 TECNICAS A€ EXIIAGAD . .uuuiieeeeeeeeeiiiie e e e e e et e e e e e e e e e e e e enanaes 22
3.3 Encapsulacdo de compostos bioativos ........ccccevveeeeeiiiiiiiiiii e, 24
3.3.1 Materiais encapsulantes ...........cccooeeeeiiiiiiiiiiiiin e 25
3.3.2 Técnicas de encapSUlACAO ........cceeeeeeeeiiiiiiiiie e e e e e e e e e eeaanns 26

3.4 Planejamento experimental.........ccccociiiiiiiiiie 27
3.4.1 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) ...................... 28

4. MATERIAL E METODOS .....ooviiiieeceeee ettt 31
4.1 MALEIIAL cooeeiiiiiiiiiiieee e 31
4.2 Obtencdo do p6 da Curcumalongal. ...cccoooeiiiiiiiiiiiiiieeiiiieeeeen 31
4.3 Planejamento experimental.........ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 32
4.4 Extracao e encapsulagcdo dos curcumingides.......ccccccvvvvevvvveiieeenennnnn. 32
4.5 Respostas do planejamento experimental ...........ccccooooviiiiiiiiiinnes 33
4.5.1 Quantificag@o dOS CUrCUMINGIAES ........uuuuuuriniriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennaeanneees 33
4.5.2 Determinacao da solubilidade em &gua............ccccuvvvvveniinniinnnnnnnnnnnn. 33

4.6 Caracterizagc@o das nanoparticulas ......ccccccvvevveieiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeee 34

4.7 ENSAioS DIOIOGICOS .uuuuiieieiieeece e 35



4.7.1 Homogeneizacéao do tecido de cérebro de rato .........cccoeeevvvvvvvrnnnnnnn. 35

4.7.2 Atividade enzimética da acetilcolinesterase (AChE).........ccccccvvvnnnes 35
4.7.3 Atividade enzimética da glutationa S-transferase (GST) .........ccuve.e. 36

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oooviiiiiiiieeceecece e 37
5.1 Planejamento experimental..........ccccociiiiiiiiie 37
5.2 Otimizag&o das condigdes experimentais ........cccccvvveveeeiiiiiieiieieeeeeeen. 47
5.3 Caracterizacdo das nanoparticulas de curcuminéides em PVP ....... 49
5.4 ENSAiOS DIOIOQICOS ... 54
6. CONCLUSAOD ..ottt 59
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 60
APENDICE A ...ttt 71
APENDICE B ...ttt 74

APENDICE C .o ettt ettt ee e e e 78



13

1. INTRODUCAO

Os curcumindides sao compostos fendlicos de coloracdo amarela alaranjada
extraidos dos rizomas da Curcuma longa L., popularmente conhecida como curcuma,
acafrdo-da-terra, turmeérico, raiz-de-sol, acafrdo-da-india e gengibre amarelo. Tem
sido utilizada ao longo dos séculos, principalmente em paises do oriente, como
condimento e colorante em alimentos, e também como composto medicinal (SARIKA
et al., 2016; LIU et al., 2016). Os curcumindides possuem diversas propriedades de
interesse, principalmente para as industrias alimenticias e farmacéuticas, como
atividades antioxidante (AK; GULCIN, 2008), antimicrobiana (BAJPAI; CHAND;
AHUJA, 2015; SILVA et al., 2017b), anti-inflamatéria (MURAKAMI et al., 2008;
ROCHA et al., 2014), imunomoduladora (SRIVASTAVA et al, 2011) e
anticarcinogénica (SARIKA; NIRMALA, 2016).

Os curcumindides podem ser extraidos dos rizomas da curcuma por meio de
técnicas como Soxhlet, maceracédo, digestdo e extracdo assistida por micro-ondas.
Wakte et al. (2011) empregaram o método de Soxhlet com acetona como solvente
para extrair curcumina dos rizomas de Curcuma longa, obtendo 2,1% do composto
apos 8 horas de extracdo. Paulucci et al. (2013) utilizaram a técnica de maceracao
dindmica para atingir um percentual de extracdo de curcumina de 62,6% ap0s 24
horas de processo utilizando etanol 96% como solvente. Ja Li, Ngadi e Ma (2014)
extrairam curcuminoides do p6 de curcuma pela técnica de extracdo assistida por
micro-ondas, obtendo um rendimento maximo, apos otimizacéo, de 1,01 g/100 gmassa
seca Utilizando um tempo de extracdo de 7 minutos.

Entretanto, grande parte dessas técnicas apresenta baixo rendimento, alto
custo de operacao, além de demandarem tempo e recursos, resultando num produto
de custo elevado. Um método que vem sendo explorado devido as vantagens que
oferece € o de Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU) ou simplesmente sonicacao.
Seus principais beneficios sdo o menor tempo e o maior rendimento de extragéo,
menor consumo de solventes organicos, possibilidade de variar tais solventes,
menores custos e gastos energéticos (CHEMAT et al, 2017). Por essas
caracteristicas, é tida como uma tecnologia mais limpa, j& que resulta em menor

liberacdo de residuos e, portanto, em menor impacto ambiental.



14

O ultrassom é caracterizado por ondas sonoras com frequéncia acima de
20 kHz, faixa na qual o ouvido humano néo é capaz de detectar (TIWARI, 2015). Os
dispositivos utilizados nessa técnica podem ser de dois tipos: banho de imerséo e
sonda. O equipamento por sonda apresenta maior eficiéncia de sonicacdo quando
comparado ao de banho, jA& que no primeiro caso a intensidade das ondas
ultrassbnicas no material sob estudo é maior (GOPAL; MUTHU; CHUN, 2015).

Mesmo com o aperfeicoamento dos métodos de extracdo, os beneficios dos
curcumindides ainda sao pouco aproveitados, devido ao fato de serem extremamente
insolaveis em agua (WANG et al., 2016; JAFARI; SABAHI; RAHAIE, 2016). Uma das
formas encontradas para superar essa dificuldade, tanto para os curcuminoides
guanto para diversos compostos naturais pouco hidrofilicos, tem sido a micro ou a
nanoencapsulacao dessas substancias. Estes sdo procedimentos nos quais materiais
liquidos, sélidos ou gasosos séo envolvidos ou recobertos por uma matriz continua,
com o objetivo de protegé-los do meio externo ou melhorar suas propriedades fisico-
quimicas (SHEKHAR et al.,, 2010). Materiais encapsulados apresentam maior
estabilidade ao calor, a oxidacdo e a luz, tendo ainda sua afinidade pela agua
aumentada (SHI; RAO; YU, 2008; PARAMERA; KONTELES; KARATHANOS, 2011;
MOUSSA et al.,, 2016). Outra vantagem dessas técnicas é a potencializacdo dos
efeitos benéficos que os compostos bioativos ja possuem, fato que pode ser explicado
pela diminuicdo no tamanho das suas particulas, 0o que resulta em maior area
superficial e, consequentemente, maior contato com o0 meio em gue se encontram
(YU; HUANG, 2010; YEN et al., 2010; KRAUSZ et al., 2015; HUANG et al., 2016).

A encapsulacdo de um material pode ser conduzida de diversas formas, por
meio de técnicas como coacervacdo (SHAHGHOLIAN; RAJABZADEH, 2016),
emulsificacdo (WANG et al., 2008), precipitacdo em nao-solvente (KHAN; RATHOD,
2014) e dispersao solida (KARAVAS et al., 2006). A técnica de dispersédo solida
abrange um conjunto de procedimentos, dentre eles o0 método de evaporagcdo de
solvente, que baseia-se na dissolu¢do do material de interesse e do polimero em um
solvente em comum, como etanol, sendo este evaporado em seguida. E uma técnica
viavel e econémica que permite melhorar a biodisponibilidade de compostos pouco
sollveis em agua, porém apresenta como desvantagens o0 uso de solventes organicos
e a necessidade de temperaturas relativamente elevadas (FRIZON et al., 2013).

A extracdo e encapsulacdo simultdnea de compostos bioativos, como os

curcumindides, seria interessante do ponto de vista comercial, pois permitiria a
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reducdo dos custos e do tempo necessarios para a obtencdo dos produtos
encapsulados.

Tendo em vista as informacdes apresentadas e levando em conta a inexisténcia
de trabalhos que relatem a extracdo e encapsulacédo simultanea dos curcumindides,
propbe-se a extracdo destes do p6 de clrcuma e sua encapsulacdo na matriz de
poli(vinil pirrolidona) em uma Unica etapa, utilizando-se as técnicas de extracéo
assistida por ultrassom e disperséo solida por evaporacdo de solvente. Com isso
espera-se reduzir o numero de etapas para a obtencdo de nanoparticulas de
curcumindides e avaliar a sua viabilidade de uso em testes biol4gicos.

A presente Dissertacdo foi elaborada de forma a apresentar uma breve
introducdo ao tema, seguida dos seus objetivos. Em seguida, uma revisao
bibliografica é realizada no Capitulo 3, contendo as informacdes relevantes ao assunto
abordado no trabalho. Os resultados do planejamento experimental de extracdo e
encapsulacdo dos curcuminoides sdo apresentados no Capitulo 5, bem como a
condicdo experimental 6tima encontrada. A partir dessa condicdo, a caracterizacao
das nanoparticulas é apresentada, seguida pela determinacéo da atividade biologica
em ensaios enzimaticos in vitro. As principais conclusbes do trabalho sé&o
apresentadas no Capitulo 6 e as referéncias bibliogréaficas sao listadas no Capitulo 7.
Resultados complementares sédo apresentados nos apéndices.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Extrair e encapsular simultaneamente os curcuminoides presentes na Curcuma
longa L. a partir das técnicas de sonicacéo e dispersdo solida por evaporacao de

solvente, respectivamente.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar a extracdo e encapsulacdo dos curcumindides bisdemetoxicurcumina,
demetoxicurcumina e curcumina da carcuma, pelas técnicas de sonicacéo e
dispersao solida;

e Avaliar a influéncia dos parametros experimentais temperatura, solvente e
massa de encapsulante sobre a extracdo e encapsulacdo dos curcumindides
individuais e totais, utilizando um Delineamento Central Composto Rotacional
(DCCR);

e Quantificar os curcumindides extraidos e a solubilidade em &gua dos
curcumindides encapsulados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada ao Detector de Arranjo de Diodos;

e Determinar as condicdes Otimas para a maxima obtencdo conjunta da
solubilidade em &gua dos curcumindides individuais e do percentual de
extracdo dos curcuminodides totais, empregando funcbes de desejabilidade e
um algoritmo simplex sequencial;

e Caracterizar as nanoparticulas produzidas nas condi¢des 6timas pelas técnicas
de Calorimetria Diferencial de Varredura, Espectroscopia no Infravermelho,
Microscopia Eletrdnica de Transmisséo e Difracdo de Raios-X;

e Avaliar a acado in vitro dos curcumindides livres e encapsulados na atividade

das enzimas acetilcolinesterase e glutationa S-transferase de cérebro de ratos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Curcuminodides

Compostos bioativos sao substancias geralmente encontradas em pequenas
guantidades em vegetais e seus derivados. Podem ser obtidos a partir de diversas
fontes, como frutas, extratos vegetais, microrganismos, cereais, organismos
marinhos, dentre outros. Sdo exemplos de compostos bioativos os polifendis, como
os flavonoides e a curcumina (KRIS-ETHERTON et al., 2002; AJILA et al., 2007
SULERIA et al., 2016).

Os curcuminoides sdo compostos fendlicos presentes nos rizomas da curcuma
(Curcuma longa L.), planta medicinal pertencente a familia Zingiberaceae,
caracterizada botanicamente como uma planta perene, de pedunculo curto, folhas
grandes e alongadas, e rizomas piriformes ou alongados. Devido a sua coloracdo
amarela e aroma caracteristico, a curcuma € considerada um condimento de grande
importancia na culinaria de paises como india e China, além de ser amplamente
reconhecida por suas propriedades medicinais, citadas em textos antigos, como o
Ayurveda. Outras aplicac6es da curcuma que se estendem até os dias atuais em
paises asiaticos, de onde é nativa, incluem tratamentos cosméticos e uso em praticas
religiosas(GOVINDARAJAN; STAHL, 1980; CHATTOPADHYAY et al., 2004).

Os rizomas de cUrcuma possuem em sua composicao proteinas, lipidios,
carboidratos, minerais e umidade, cujos teores variam de acordo com a regido de
origem da planta. Na curcuma indiana, estes valores sdo de aproximadamente 6,3%
de proteinas, 5,1% de lipidios, 69,4% de carboidratos, 3,5% de minerais e 13,1% de
umidade (GOVINDARAJAN; STAHL, 1980; CHATTOPADHYAY et al., 2004). Além
destes constituintes basicos, estdo presentes ainda 6leos essenciais e pigmentos
curcumindides, responséaveis pela coloragdo amarela dos rizomas. O conteudo destes
pigmentos na curcuma pode variar de 3 a 15%, dos quais a curcumina € o componente
majoritario  (50-60%), seguida pela demetoxicurcumina (20-30%) e pela
bisdemetoxicurcumina (7-20%) (LI et al., 2011; PERKO et al., 2015). A curcumina
comercial é constituida de uma mistura dos trés pigmentos curcumindides, devido a
dificuldade de obtenc&o de quantidades significativas dos compostos puros (LI et al.,
2011).
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3.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas

A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, ou
diferoluilmetano (C21H200e), € 0 principal pigmento curcumindide presente nos
rizomas da curcuma e pertence ao grupo dos difenil heptandides, em conjunto com a
demetoxicurcumina  (C20H180s)  (4-hidroxicinamoilo-(4-hidroxi-3-metoxicinamoil)
metano) e a bisdemetoxicurcumina (C19H1604) (bis-(4-hidroxicinamoil) metano). Este
conjunto possui mais de 100 compostos identificados, que sdo caracterizados pela
presenca de um esqueleto arila-C7-arila, ou seja, dois grupos fenil ligados por uma
cadeia de sete carbonos (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007). Na Figura 1 sédo

apresentadas as estruturas quimicas dos trés pigmentos curcumindides.

Figura 1 - Estruturas quimicas dos pigmentos curcumindides bisdemetoxicurcumina,
demetoxicurcumina e curcumina.

H%,\\Q/OHH ' - Lo

Bisdemetoxicurcumina Demetoxicurcumina Curcumina

Fonte: OSORIO-TOBON et al. (2016).

As moléculas de curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina
apresentam tautomerismo ceto-enol, sendo a forma enol predominante em meios
alcalinos, enquanto em meios &cidos, neutros e no estado sélido a forma ceto é
observada. Os pigmentos curcuminoides possuem trés valores de pKa distintos, pKax
= 8,38, pKaz = 9,88 e pKas = 10,51. Os compostos sdo insolliveis em agua em
condicdes acidas e neutras, e instaveis em meios basicos, porém sao solubilizados
com facilidade nos solventes etanol, metanol, acetona e dimetilsulfoxido (DMSO).
Com relacao as propriedades Opticas, sua coloracdo amarela é resultante da absorcao
de energia na regido visivel do espectro UV-Vis, no qual a absorcdo méaxima em
solvente metanol ocorre proximo a 430 nm (PRASAD et al., 2014; AMALRAJ et al.,
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2016). Em sua forma natural, a curcumina possui estrutura cristalina, apresentando
temperatura de fusdo em torno de 178°C (SUN et al., 2013; LI et al., 2015).

3.1.2 Propriedades

Os pigmentos curcumindides, especialmente a curcumina, tém despertado o
interesse de pesquisadores nas ultimas décadas e, mais recentemente, das industrias
farmacéutica e alimenticia, devido ao amplo espectro de aplica¢bes que possibilita.
Suas diversas propriedades benéficas vém sendo exploradas ao longo dos séculos,
principalmente em paises asiaticos, de onde a curcuma € oriunda, sendo o p6 obtido
dos seus rizomas secos utilizado como tintura em tecidos, repelente de insetos,
condimento em alimentos (como colorante e aromatizante). Na medicina tradicional
oriental é aplicado no tratamento de anorexia, sinusite, doencas gastricas, hepaticas,
respiratorias e inflamatérias(MOGHADAMTOUSI et al., 2014; MAHMOOD et al.,
2015;FADUS et al., 2016).

Atualmente, o Food and Drug Administration (FDA) considera a curcumina
como sendo segura (Generally Accepted As Safe, GRAS), 0 que significa que seu
consumo ndo oferece riscos a salde (CATALAN-LATORRE et al., 2016).Varios
estudos recentes tém investigado e comprovado que a curcumina apresenta
propriedades antioxidante (AK; GULCIN, 2008; YEN et al., 2010), anti-inflamatoria
(MURAKAMI et al., 2008; ROCHA et al., 2014), anticarcinogénica (CHAURASIA et al.,
2015; ZHANG et al., 2016a), antidepressiva (CHANG et al., 2016),antibacteriana (RAI
et al., 2008; MUN et al., 2013; TEOW et al., 2016), antifungica (KHALIL et al.,
2012;HUANG et al., 2016a) e antiviral (QIN et al., 2014; RHEIN et al., 2016). Ainda, a
administracdo de curcumina no tratamento de outras condi¢cdes associadas ou
desencadeadas por processos inflamatérios vem sendo estudada, obtendo-se
resultados satisfatorios, como no caso de doencas cardiovasculares (JIANG et al.,
2017), neurodegenerativas (SEYEDZADEH et al., 2014), respiratorias (ZHANG et al.,
2016b), autoimunes (WANG et al., 2016b) e alérgicas (WU; XIAO, 2016). Estes
estudos demonstram a acdo imunomoduladora da curcumina, ou seja, sua
capacidade de regular respostas imunes do organismo, permitindo o controle e o
tratamento das doencas relacionadas (SRIVASTAVA et al., 2011).



20

3.1.3 Atividade bioldgica
3.1.3.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre os radicais livres e
demais espécies reativas formadas normalmente nos organismos e 0s antioxidantes
enddgenos, sejam eles enzimaticos ou ndo enzimaticos. Espécies reativas de
oxigénio (EROs) sdo produzidas naturalmente nas células de organismos aerobios,
durante o processo de respiracao celular, por exemplo, sendo os tipos mais comuns
dessas espécies o radical superdxido (O2 ) e o peréxido de hidrogénio (H2032)
(CAROCHO; FERREIRA, 2013). A presenga em excesso desses compostos pode
levar a oxidacdo de componentes celulares, principalmente lipidicos, danificando
tecidos do organismo e permitindo o desenvolvimento de condicbes como
envelhecimento, cancer, diabetes, doencas neuroldgicas e cardiovasculares, dentre
outras (BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010;KLAUNIG; WANG,
2017;KOROVILA et al., 2017;TEJASWI et al., 2017;CHIKARA et al., 2018).

A fim de evitar os danos causados pelas espécies reativas, 0 organismo possui
um sistema de defesa antioxidante, que inclui as enzimas superdxido dismutase (SOD
- E.C. 1.15.1.1), catalase (CAT - E.C. 1.11.1.6) e glutationa S-transferase (GST - E.C.
2.5.1.18) além de antioxidantes ndo enziméticos, como a glutationa reduzida (GSH).
A SOD é a enzima responsavel por dismutar os radicais superoxido em oxigénio (O2)
e peréxido de hidrogénio (H202). Este ultimo, que ainda caracteriza uma espécie
reativa, € entdo convertido em agua e oxigénio pela CAT. J4 a GST catalisa a
conjugacao da GSH com eletréfilos, que podem ser produtos do estresse oxidativo,
resultando em compostos estaveis (SIES, 1997; IOANNIDES, 2001; BATINIC-
HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010).

Existem substancias, como os curcumindides, capazes de modular a atividade
de antioxidantes enddgenos ou de mimetizar seu comportamento, 0 que permite
controlar os niveis de espécies reativas nas células e, assim, evitar ou reverter o
estresse oxidativo. Barik et al. (2005) relataram que um complexo de cobre com
curcumina foi capaz de mimetizar a acdo da enzima SOD, além de inibir a peroxidacéo
lipidica induzida por radiagdo gama em solucdes lipossomais. Kaur et al. (2006)
administraram lipopolissacarideo a ratos e verificaram uma diminuicdo nas defesas

antioxidantes dos animais (GSH e SOD), o que resultou em um quadro de estresse
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oxidativo. Nos animais tratados com curcumina, as reducdes no nivel da GSH e na
atividade da SOD foram atenuadas de forma dose-dependente e significativa. Sankar
et al. (2013) verificaram o efeito da curcumina livre e encapsulada sobre os danos
oxidativos induzidos por arsénio em ratos. Dentre os danos causados, houve reducao
da atividade das enzimas SOD, CAT, glutationa peroxidase (GPx - E.C. 1.11.1.9) e
glutationa redutase (GR - E.C. 1.8.1.7), sendo que nos ratos tratados com curcumina
livre e encapsulada essa reducao foi minimizada. Jaiswal et al. (2016) induziram o
estresse oxidativo no cérebro de ratos utilizando carbofurano. Ratos expostos ao
composto téxico e ndo tratados com curcumina apresentaram inibicao na atividade
das enzimas SOD, GST e CAT, enquanto nos ratos tratados com curcumina essa
inibicdo foi amenizada. Panahi et al. (2015) avaliaram o efeito da suplementacdo com
curcumindides-piperina sobre os indicadores de estresse oxidativo em pacientes com
sindrome metabdlica. Seus resultados demonstraram que a suplementagdo causou

um aumento significativo na atividade da SOD sérica.

3.1.3.2 Sistema colinérgico

A acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor envolvido em func¢des cognitivas,
como a memoria, produzido a partir da colina e do acetil-CoA pela enzima colina-
acetiltransferase (ChAT). A acetilcolinesterase (AChE - E.C. 3.1.1.7) é a principal
enzima responsavel pela hidrolise da ACh em colina e acetato durante o ciclo
colinérgico, regulando a concentracdo do neurotransmissor na sinapse e permitindo
que o ciclo seja finalizado. Existem substancias que atuam como inibidores reversiveis
ou irreversiveis das enzimas colinérgicas, sendo que inibidores reversiveis vem sendo
utilizados na clinica para fins terapéuticos, no tratamento de doencgas neuroldgicas e
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (SOREQ; SEIDMAN, 2001,
COLOVIC et al., 2013).

Alguns estudos apontam que 0s pigmentos curcumindides agem como
inibidores reversiveis da AChE. Ahmed e Gilani (2009) avaliaram a a¢éo inibidora dos
pigmentos curcumindides em ensaios in vitro, ex vivo, e seus efeitos sobre a memoaria
de ratos. Os resultados indicaram que os pigmentos, individualmente e em conjunto,
reduziram a atividade enzimatica da AChE in vitro e ex vivo, exceto a curcumina, que
apresentou resultado semelhante somente nos ensaios de memoria, o que pode

significar que o uso dos curcumindides em conjunto é mais eficiente em aumentar os
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niveis de ACh no organismo. Jaques et al. (2011) estudaram a a¢do neuroprotetiva
da curcumina, pesquisando seu efeito sobre a atividade da AChE em ratos expostos
a fumaca de cigarro. Nos ratos tratados com curcumina, houve preven¢ao no aumento
da atividade enzimatica observado no cortex cerebral dos ratos que foram submetidos
a fumaca, o que demonstra que o composto modula o sistema colinérgico quando ha
exposicdo a fumaca de cigarro. Abbasi et al. (2012) determinaram a inibicdo da AChE
pela curcumina e seus derivados sintéticos, obtendo ICso (concentracédo de inibidor
responsavel por reduzir em 50% a atividade enzimatica maxima) que variaram de 58
a 298 ymol.L 1. Estudos de cinética enzimatica in vitro séo utilizados como poderosas
ferramentas para o screening de possiveis compostos com acdes biolégicas (SAMADI
et al., 2011).

3.2 Técnicas de extracdo

Compostos bioativos sdo encontrados em diversos tipos de materiais, com
diferentes caracteristicas. O primeiro passo para a caracterizacdo e o estudo das
propriedades dessas substancias € a extracdo da matriz em que estdo contidas. Os
principais fatores que afetam o processo de extracdo sdo a natureza do composto e
da sua fonte, tipo de solvente, temperatura, tempo e presséo. As técnicas mais antigas
empregadas na obtencdo de extratos naturais séo utilizadas ainda nos dias de hoje,
como maceragdo, infusdo, decoccdo e Soxhlet. Entretanto, tais métodos sao
caracterizados por elevado consumo de solventes organicos em alguns casos, séo
demorados, trabalhosos e resultam em baixos rendimentos de extracdo (AZMIR et al.,
2013; BRUSOTTI et al.,, 2014). Assim, nos ultimos anos, tecnologias nao
convencionais de extracao vém sendo desenvolvidas e popularizadas, como no caso
das técnicas de extracdo assistida por micro-ondas, extracao assistida por ultrassom,
extracdo com fluido supercritico, extracdo com liquido pressurizado, dentre outras
(WANG; WELLER, 2006).

Os pigmentos curcumindides tém sido extraidos dos rizomas da curcuma por
diversas técnicas convencionais e nao convencionais. Wakte et al. (2011)
compararam o percentual de extracdo de curcumina obtido a partir dos métodos de
Soxhlet, extracbes assistidas por micro-ondas, ultrassom e dioxido de carbono

supercritico. Seus resultados demonstraram que apos oito horas de extracdo por
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Soxhlet foi atingido um rendimento de 2,1% de curcumina, enquanto que por extragao
assistida por micro-ondas e ultrassom foi possivel obter quantidade semelhante em
apenas cinco minutos. Osorio-Tobén et al. (2014) isolaram o0s pigmentos
curcumindides da carcuma por extracdo com liquido pressurizado, necessitando de
um tempo seis vezes menor que a extracdo por Soxhlet para obter um rendimento
semelhante de 4,4%. Li, Ngadi e Ma (2014) obtiveram 1,03 ¢g/100 Qmassa seca de
curcumindides apos dez minutos de extracdo assistida por ultrassom em regime
pulsado, quantidade maior que a resultante ao fim de cinco horas de extracao por
Soxhlet (0,87 g/ 100 gmassa seca).

A técnica de extracdo assistida por ultrassom destaca-se por ser versétil,
podendo ser aplicada a uma variedade de compostos e com diferentes tipos de
solventes, por ser um método simples e rapido, de menor custo quando comparado a
outros ndo convencionais, por resultar em rendimentos elevados, por utilizar baixas
temperaturas, o que confere maior estabilidade a substancias sensiveis e contribui
para a maior qualidade do produto final, e pelo menor consumo de solventes
organicos, sendo considerada uma tecnologia verde (TIWARI, 2015). Os estudos
sobre este tema tiveram inicio com Sir Isaac Newton, que formulou sua teoria sobre
as ondas sonoras em 1687. Basicamente, o som e o ultrassom diferem pela frequéncia
das ondas, sendo as audiveis existentes entre 10 Hz e 20 kHz, enquanto o ultrassom
ocorre acima de 20 kHz (TIWARI, 2015). O aumento na taxa de extracdo por ultrassom
esta diretamente relacionado ao seu mecanismo de agao, que se baseia no fenémeno
de cavitacdo acustica. Segundo este, a propagacao de ondas ultrassénicas em um
meio liquido resulta em for¢as de cisalhamento, que levam a formagédo de bolhas de
cavitacdo. Quando estas implodem, geram turbuléncia e podem danificar as particulas
da matriz na qual o composto de interesse esta contido, a partir de mecanismos de
fragmentacao, erosdo, descamacéo superficial e rompimento. Como resultado, o
material torna-se mais suscetivel a acdo do solvente, acelerando o processo de
extracdo (VILKHU et al., 2008; CHEMAT et al., 2017).

Diversos estudos relatam a extragdo da curcumina e dos curcumindides pela
técnica de ultrassom. Mandal et al. (2009) determinaram as condi¢cdes otimas de
extracdo assistida por ultrassom da curcumina, utilizando um equipamento do tipo
banho, e demonstraram que em 70 minutos de extracéo, utilizando como solvente
20 mL de uma mistura contendo etanol e agua (80% v/v), foi atingido um rendimento

de 3,96%, valor duas vezes maior que o obtido apds 4 horas de extragao por Soxhlet.
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Martins et al. (2013) em seu trabalho, extrairam os pigmentos curcumindides dos
rizomas de curcuma por meio de um ultrassom do tipo sonda, com frequéncia de 20
kHz, utilizando uma mistura de solventes etanol:agua (7:3). O teor de pigmentos
extraidos foi de 165,9 ug.mL? de extrato, ao fim de 5 minutos de sonicagéo. Gopal,
Muthu e Chun (2015) compararam os equipamentos de ultrassom dos tipos banho e
sonda com relacdo ao rendimento de extracdo de curcumina em solvente agua. Os
autores concluiram que o equipamento de sonda € mais eficiente, ja que em 1 minuto
de extracdo este proporcionou um teor de curcumina maior que o obtido em
10 minutos no ultrassom de banho. Hadi et al. (2015) avaliaram os efeitos dos fatores
amplitude de sonicacao, tempo e temperatura de extracdo, tamanho das particulas e
volume de solvente aquoso sobre a eficiéncia de extracdo dos curcumindides
presentes na Curcuma domestica. Apenas o aumento no tamanho das particulas teve
efeito negativo sobre a resposta e as condi¢des 6timas encontradas foram amplitude
de sonicagcédo de 100%, tempo de extracdo de 20 minutos, volume de solvente de
10 mL, temperatura de 60°C e tamanho de particula entre 0,3 e 0,6 mm.

Em todos os casos, 0s extratos obtidos sdo instaveis, jA que os pigmentos
curcumindides sdo sensiveis a diversos fatores externos como pH, luz, temperatura e
agentes oxidantes. Ainda, sua aplicacdo é dificultada pela baixa solubilidade da
curcumina em agua, o que reduz sua biodisponibilidade no organismo (WANG et al.,
2011; HUANG et al.,, 2016b). Dessa forma, torna-se necessario o emprego de

tecnologias que garantam maior estabilidade a essas substancias.

3.3 Encapsulacdo de compostos bioativos

A técnica de encapsulacdo € definida como a incorporacdo de um material
(so6lido, liguido ou gasoso) na superficie ou no interior de particulas, ou capsulas. Esta
divide-se em micro e nanoencapsulacéo, que diferem com relacdo ao tamanho das
particulas obtidas (entre 1 e 1000 um, e entre 1 e 1000 nm, respectivamente). O
composto a ser encapsulado pode ser denominado nudcleo, fase interna ou recheio,
enguanto o material que o envolve é chamado encapsulante, parede ou fase externa
(GIBBS et al., 1999; MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011). Micro ou nanocapsulas s&o
formadas quando o recheio € envolvido por uma membrana do encapsulante,

enguanto micro ou hanoparticulas sao caracterizadas por uma matriz continua na qual
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o recheio se encontra disperso (EZHILARASI; KARTHIK; CHHANWAL, 2013). Alguns
dos compostos comumente utilizados como encapsulantes incluem polimeros
naturais, como amidos e gomas, polimeros sintéticos, como poli(vinil pirrolidona) e

polietileno glicol, além de lipidios e ceras (SHEKHAR et al., 2010).

3.3.1 Materiais encapsulantes

O PVP (poli(vinil pirrolidona)) € um polimero ndo-tdxico amplamente aplicado
na producdo de micro e nanoparticulas. Sua estrutura molecular possui uma por¢ao
fortemente hidrofilica, composta pela fracdo pirrolidona, e também uma regido
hidrofébica, na qual se encontra o grupo alquila, como pode ser observado na Figura
2. Essas caracteristicas tornam o PVP um estabilizante eficaz, capaz de evitar a
aglomeracao de particulas em fase aquosa. Isso porgue suas cadeias volumosas
impedem o contato entre as particulas dispersas, resultando em seu distanciamento
e fazendo com que a dispersao coloidal se mantenha estavel. O PVP é solubilizado
com facilidade em agua e em solventes ndo aquosos, devido ao seu carater anfifilico
(KOCZKUR et al., 2015). Seu uso como encapsulante de compostos bioativos e
nutracéuticos, como a curcumina, pode ser observado em diversos estudos recentes
(PARADKAR et al., 2004; KARAVAS et al., 2006; KAEWNOPPARAT et al., 2009; WU
et al., 2009; FRIZON et al., 2013; KUMAVAT et al., 2013; MARTINS et al., 2013).

Figura 2 — Estrutura quimica do PVP.
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Fonte: Sigma-Aldrich (2017).
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3.3.2 Técnicas de encapsulagéo

Técnicas de micro e nanoencapsulacao tém sido utilizadas exaustivamente nos
altimos anos a fim de conferir estabilidade a substancias sensiveis a variagdes de pH,
temperatura, umidade e luz, além de permitirem a liberagcdo modificada de compostos
bioativos e farmacos no organismo humano. Nesses casos, as substancias com
propriedades de interesse, que podem estar presentes em alimentos ou
medicamentos, sdo transportadas por meio das micro ou nanoparticulas, que evitam
a degradacdo do composto bioativo ao longo do caminho e facilitam que sejam
absorvidas no organismo, aumentando assim sua biodisponibilidade. Tais técnicas
proporcionam ainda melhorias nas caracteristicas fisico-quimicas de certas
substancias, como o aumento da dispersabilidade de compostos hidrofébicos em
agua, e intensificam propriedades benéficas que os materiais de interesse possuem
(PARAMERA; KONTELES; KARATHANOS, 2011; MARTINS et al., 2013; LI et al.,
2015; HUANG et al., 2016b). Este fato se deve a reducao no tamanho das particulas
obtidas, 0 que aumenta a superficie de contato com o meio em que se encontram
(EZHILARASI; KARTHIK; CHHANWAL, 2013).

Existem diversos métodos de nanoencapsulacdo aplicaveis a uma gama de
materiais, como emulsificacdo (SARI et al., 2015), dispersédo sélida (KARAVAS et al.,
2006), coacervacdo (CHIRIO et al., 2011), complexacéo de incluséo (LOPEZ-TOBAR
et al., 2012) e nanoprecipitacdo (YEN et al., 2010). A técnica de dispersao sélida
baseia-se na mistura de um ou mais ingredientes ativos a uma matriz sélida, que deve
ser inerte e biocompativel. As nanoparticulas resultantes podem ser obtidas de duas
formas, por fusdo ou por evaporacdo de solvente. No primeiro caso, 0 composto
bioativo e 0 encapsulante sdo aquecidos acima da temperatura de fusdo do ultimo,
sendo em seguida rapidamente resfriados, o que oferece como vantagem a néo
utilizacdo de solventes orgéanicos, porém impossibilita a aplicacgdo do método a
substéancias termolabeis. Ja no processo de evaporacgao de solvente, a mistura sélida
obtida é solubilizada em um solvente organico comum, que € posteriormente
eliminado por evaporagdo. Neste caso, as temperaturas empregadas séo baixas,
contudo é necessario escolher solventes de baixa toxicidade e que possam ser
facilmente removidos, como o etanol (WU et al., 2009; FRIZON et al., 2013).

Alguns trabalhos relatam a nanoencapsulacdo da curcumina a partir da técnica

de disperséo solida e evidenciam o aumento da solubilidade e da taxa de dissolucao
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das nanoparticulas produzidas em comparacdo ao composto in natura. Paradkar et
al. (2004) prepararam dispersfes solidas de curcumina em PVP, em diferentes
proporc¢des, por spray drying, com o intuito de melhorar sua dissolugdo em meio acido.
Seus resultados demonstraram que as dispersfes solidas com razdes de curcumina
e PVP de 1:7 e 1:10 apresentaram dissolucdo completa em &cido cloridrico 0,1 M ap6s
30 minutos de analise, enquanto a curcumina pura obteve um percentual de liberagédo
menor que 10% ao fim de 90 minutos. Kaewnopparat et al. (2009) produziram
dispersdes solidas de curcumina em PVP pelo método de evaporacao de solvente e
realizaram estudos de solubilidade e dissolu¢do das particulas obtidas, de suas
misturas fisicas e do composto puro em fluido gastrico simulado sem pepsina e fluido
intestinal simulado sem pancreatina. Os resultados comprovaram o aumento da
solubilidade das dispersdes solidas nos dois meios testados em comparacdo a
curcumina pura, sendo este aumento proporcional a quantidade de PVP na
formulacé@o. O mesmo ocorreu nas andlises de dissolucdo, nas quais a curcumina pura
apresentou uma liberacdo menor que 1% em 60 minutos, enquanto suas dispersdes
sélidas exibiram dissolucdo completa nos dois fluidos em aproximadamente 15
minutos. Martins et al. (2013) elaboraram microparticulas de pigmentos curcumindides
em PVP pela técnica de dispersdo solida e observaram um aumento na solubilidade
das microparticulas em comparacdo aos pigmentos puros da ordem de 100 vezes

(21,30 pg/mL e 0,22 pg/mL, respectivamente).

3.4 Planejamento experimental

Nota-se que tanto as técnicas de extracdo quanto as de encapsulacdo sao
complexas, sendo afetadas por diversos fatores, que devem ser considerados para
otimizar a obtencdo dos produtos de interesse. Nesse sentido, planejamentos
experimentais podem ser empregados a fim de facilitar a avaliagdo dos parametros
gue influenciam tais processos. Eles séo utilizados na pesquisa cientifica e na pratica
industrial para identificar quais variaveis de um processo tém influéncia sobre as
propriedades finais de um material ou produto, chamadas de respostas. Isso
possibilita otimizar tais processos, resultando em maiores rendimentos de produto,

maior reprodutibilidade, reducbes de tempo de operacdo e de custos. Um
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planejamento experimental consiste de um conjunto de ensaios nos quais as variaveis
de entrada de um sistema sdo modificadas com o intuito de se observar o efeito dessa
mudanca sobre a variavel de saida, ou resposta, obtida. Assim, o delineamento
experimental visa a conduzir os ensaios de forma adequada a obtencdo das
informacdes desejadas. Dependendo da abordagem empregada € possivel utilizar
diferentes estratégias de experimentacdo, dentre elas a de um fator por vez e a
fatorial. Na primeira, um dos fatores é variado enquanto os outros sdo mantidos fixos
em um determinado nivel, sendo este procedimento repetido para todos os fatores.
Um problema dessa abordagem é que ela ndo leva em conta possiveis interacdes
entre os fatores, o que conduz a interpretacfes equivocadas sobre os resultados. Ja
na estratégia fatorial, os fatores variam juntos, o que permite estudar seus efeitos
principais e suas interacfes. Essa abordagem permite o melhor aproveitamento das
informacdes obtidas a partir dos experimentos conduzidos. Existem varios tipos de
delineamentos experimentais, que devem ser selecionados de acordo com o objetivo
que se pretende atingir com o estudo (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010;
MONTGOMERY, 2013).

3.4.1 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)

Um delineamento central composto rotacional consiste de um planejamento
fatorial completo ou fracionario de resolugédo maior que 5, constituido por trés partes:
uma parte clbica, que possui 2¢ experimentos para um fatorial completo, sendo k
fatores com dois niveis cada; uma parte axial, formada por 2k ensaios; e uma ultima
parte contendo 0s pontos centrais replicados para possibilitar a avaliagdo do erro
experimental. Estes planejamentos permitem que os dados obtidos sejam ajustados
a um polinbmio de segunda ordem, ou modelo quadratico, genericamente

apresentado na Equacéao 1.

y= Bo+ XiBixi + XiBuxi + Ticj XiBijxix; + € (1)
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onde y corresponde a variavel dependente, ou resposta, x as variaveis
independentes, f aos coeficientes de regressdo estimados a partir dos dados
experimentais, e ¢ refere-se ao erro experimental no sistema. Para cada variavel
independente, o DCCR possui 5 niveis de variacdo: -a e +a, referentes a parte axial
do delineamento; -1 e +1, referentes a parte fatorial do delineamento; e o nivel
intermediario 0, ou ponto central. A representacao espacial dos pontos axiais depende
da forma como o valor a é calculado. E de grande importancia que o modelo adquirido
forneca boas previsdes dentro da regido experimental de interesse, ou seja, que a
variabilidade das respostas previstas seja constante. ISso pode ser conseguido se 0

delineamento possuir rotabilidade, isto €, se as variancias das estimativas forem

equidistantes do centro do planejamento, 0 que ocorre quando a = ni, sendo n o
namero de pontos experimentais da parte fatorial do planejamento.

O DCCR é um tipo de planejamento que permite a aplicacdo da Metodologia
de Superficies de Resposta (RSM, Response Surface Methodology), na qual modelos
matematicos obtidos de um delineamento geram superficies que possuem regides
Otimas, onde séo alcancados valores maximos para as respostas sob estudo (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). Uma maneira de determinar essas condi¢des consiste
no uso de um algoritmo simplex sequencial, como o Nelder-Mead, que utiliza um
poliedro de n + 1 vértices (para n dimensdes) para encontrar uma combinacao que
resulte em um ponto 6timo na superficie de resposta. O algoritmo de Nelder-Mead
permite que quatro operagdes sejam realizadas: reflexdo, contracdo, expanséo e
encolhimento. Uma iteracdo completa deste algoritmo inclui ordenacao, reflexéo,
expansao, contracao externa, contracdo interna e encolhimento (BONA et al., 2000).
Entretanto, o simplex sequencial é capaz de otimizar apenas uma resposta por vez.
Assim, quando se deseja otimizar varias respostas simultaneamente € necessario o
emprego funcdes de desejabilidade. Neste método, as variaveis dependentes sdo
convertidas em funcdes individuais que assumem valores entre O e 1, onde 0 é
atribuido a respostas com pouca desejabilidade, ou seja, que ndo se encontram no
valor alvo, e 1 a respostas com desejabilidade elevada. Em seguida, é possivel aplicar
o simplex sequencial para selecionar os niveis dos fatores de forma a maximizar a
desejabilidade global, que corresponde a média geométrica das func¢des individuais.

Desse modo, é possivel determinar as condi¢des de operacao 6timas de um sistema
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ou processo, que satisfagam da melhor forma possivel os objetivos desejados
(MONTGOMERY, 2013).

Dessa forma, a aplicacdo de um DCCR em conjunto com um algoritmo simplex
sequencial torna-se uma alternativa interessante para viabilizar a extracdo e a
encapsulacdo simultdnea dos curcumindides da curcuma, possibilitando a
determinacdo das condicBes experimentais 6timas para rendimentos méaximos de

curcumindides encapsulados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Rizomas de curcuma foram adquiridos no comércio local, na cidade de Campo
Mouréo — PR. Para a extracdo e encapsulacéo foram utilizados alcool etilico absoluto
P.A. (NEON, 99,8%), poli(vinil pirrolidona) (PVP, Sigma-Aldrich, massa molecular
média de 40.000 g.mol?) e 4gua destilada. Para as andlises de caracterizacdo foram
utilizados metanol (Cinética, 99,8%), acetonitrila (Sigma-Aldrich, G CHROMASOLYV,
padrdo cromatografico), acido acético glacial (NEON, 99,8%), curcumina comercial
(Sigma-Aldrich, 81,9% de curcumina, 15,8% de demetoxicurcumina e 2,3% de
bisdemetoxicurcumina) e agua destilada. Padrbes cromatograficos de curcumina,
demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Para
as andlises bioldgicas, cérebros de ratos Wistar foram cedidos pela Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) e pela Universidade Estadual de Maringa (UEM).
Fosfato de potassio monobésico P.A. (Vetec), fosfato de potassio dibasico anidro P.A.
(NEON), acido 5'-5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (Sigma-Aldrich, >98%), glutationa
reduzia (Vetec), tris (hidroximetil) amino metano (Dinamica) e iodeto de acetiltiocolina

(Sigma-Aldrich, >98%) foram utilizados nos testes de modulag¢édo enzimatica.

4.2 Obtencao do p6 da Curcumalonga L.

Rizomas de Curcuma longa L. foram lavados, descascados manualmente,
congelados em ultra-freezer a -80°C e liofilizados. Em seguida, foram triturados
resultando em um pé com diferentes granulometrias, que foram classificadas por meio
de peneiras com aberturas de 53, 150, 425 e 1000 ym. Para os experimentos de
extracao foi utilizada a fracéo retida entre as peneiras com aberturas de 150 e 425 um,
por ser a fracdo obtida em maior quantidade.
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4.3 Planejamento experimental

Para determinar as condi¢cbes Otimas de extracdo e encapsulacdo dos
curcumindides foi realizado um Delineamento Central Composto Rotacional com k =
3 variaveis independentes (temperatura (°C), percentual de etanol no solvente e
massa de PVP (mg)). O nimero de experimentos resultantes foi de 2% + 2k = 14
ensaios, mais 4 pontos centrais adicionais, totalizando 18 experimentos. As variaveis
dependentes estudadas foram o percentual de extragcédo da bisdemetoxicurcumina, da
demetoxicurcumina, da curcumina e dos curcumindides totais, e a solubilidade em
agua destes compostos, somando 8 respostas. Os dados foram analisados no
software Statistica 7.1.

A matriz com os experimentos codificados e ndo-codificados sera apresentada
na secao de Resultados e Discussao juntamente com as respostas do planejamento.

A otimizacdo das respostas solubilidade em agua da bisdemetoxicurcumina,
solubilidade em agua da demetoxicurcumina, solubilidade em &gua da curcumina e
percentual de extracdo dos curcuminodides totais foi implementada através de um

algoritmo simplex sequencial utilizando o software MATLAB R2008b.

4.4 Extracdo e encapsulacdo dos curcumindides

Para a extracdo e a encapsulacao simultanea dos curcuminoides do po de
curcuma, foi utilizada uma combinacdo das técnicas de sonicacdo e de disperséo
sélida segundo Gopal, Muthu e Chun (2015) e Silva et al. (2017), respectivamente,
com modifica¢cdes. Um tubo Falcon contendo o p6 da curcuma (10 mg) foi mantido em
um banho na temperatura requerida pelo planejamento, sendo a sonda do ultrassom
(Fischer Scientific, 120 W, ponteira de 1/8’) posicionada em seu interior, a cerca de 2
cm do fundo. Separadamente, poli(vinil pirrolidona) (PVP) foi adicionada ao solvente
(@lcool etilico e agua, dependendo da condicao experimental) sob agitacdo magnética
branda. Essa solugéo foi vertida no tubo Falcon e a solucao foi sonicada por 3 minutos
em regime de pulsos (30 segundos de sonicacgéo e 10 segundos de pausa) a fim de

evitar o sobreaquecimento da amostra. Ao fim deste tempo, a solucéo foi filtrada em
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filtros de nylon (porosidade de 0,45 um) e levada a estufa para evaporacao do solvente
a 60°C, sob circulagdo forcada.

4.5 Respostas do planejamento experimental

4.5.1 Quantificacdo dos curcuminoides

A quantificacdo dos curcumindides extraidos da curcuma foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, Dionex — UltiMate 3000), pela técnica
de calibracdo externa. Curvas de calibracéo relacionando diferentes concentragbes
(mg.mL1) e as areas dos picos foram construidas para os padrées de curcumina,
demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina. Foram utilizados como fase movel
acetonitrila e 4gua acidificada (1% em volume de &cido acético) a uma vazao de 1
mL.mint, em uma coluna Acclaim® 120 C18, com dimensdes de 4,6 x 250 mm e
tamanho de particulas de 5 um (Dionex-Thermo Scientific), a 40°C. O gradiente de
eluicdo utilizado foi de 60% a 100% de acetonitrila em 8 minutos, permanecendo
nessa composi¢ado por 4 minutos antes de retornar & condigdo inicial. A detecc¢éao foi
realizada por um detector de arranjo de diodos (DAD) em 427 nm.

4.5.2 Determinacédo da solubilidade em agua

Uma aliquota do extrato (2 mL) foi transferida para um tubo de ensaio, que foi
levado a uma estufa para secagem a 60°C por aproximadamente 72 h em circulacao
de ar forcada. Em seguida foi adicionada agua destilada ao tubo (4 mL) e este foi
mantido a 25°C por 3 h. Apos esse periodo, o conteudo do tubo foi filtrado (0,45 pm),
a solucao obtida congelada em ultra-freezer a -80°C e liofilizada. Por fim, o p6 obtido
foi dissolvido em metanol e sua concentragdo determinada em HPLC, onde as &reas
dos picos obtidos foram comparadas as curvas de calibracdo previamente
construidas. A fragdo soluvel foi considerada como sendo aquela que passou no filtro,
ou seja, a fracdo formada por nanoparticulas com didmetros menores que 450 nm.

Dessa forma, o teor de curcumindides sollveis em &gua indica indiretamente a
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quantidade dos compostos encapsulada na matriz de PVP ap6s o processo de
extragcdo/encapsulacdo. A solubilidade em dgua de cada composto, em mg.mgcarcuma,
foi calculada por meio da Equacao 2, onde C é a concentracdo dos curcumindides
determinada em HPLC (mg.mL™), V é o volume de metanol adicionado ao composto

liofilizado (mL), e m é a massa de curcuma utilizada na extracao (mg).

C XV

Solubilidade = (2)

4.6 Caracterizacdo das nanoparticulas

Foram obtidas nanoparticulas na condicdo 6tima conforme o planejamento
experimental e estas foram caracterizadas.

A técnica de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, Perkin Elmer
DSC4000) foi empregada para avaliar indiretamente se os curcumindides foram
encapsulados na matriz de PVP. Para esta analise, foram pesados em porta-amostras
de aluminio aproximadamente 3 a 5 mg da amostra. Estes foram submetidos a
aquecimento de 20 a 200°C com taxa de aquecimento de 20°C.min? e fluxo de
nitrogénio gasoso de 50 mL.minL.

A técnica de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR, Shimadzu Affinity-1) foi empregada com o objetivo de identificar interacdes
quimicas entre os curcumindides e o PVP, indicando a encapsulacdo dos compostos
na matriz polimérica. A andlise foi conduzida no intervalo de numero de onda de 4000
a 600 cm, com resolucdo de 2 cm™ e 32 leituras cumulativas.

A morfologia das nanoparticulas obtidas foi avaliada por Microscopia Eletrénica
de Transmissao (equipamento JEOL, modelo JEM-1011) operando a 100 kV, com
faixa de magnificacdo de 50 a 600.000 vezes. Para a analise, algumas gotas da
amostra foram depositadas sobre uma grade de cobre de 300 mesh, estando esta
previamente recoberta por um filme de parlédio. As grades foram secas a temperatura
ambiente e em seguida analisadas.

As nanoparticulas obtidas, além dos compostos puros utilizados em sua
producdo, foram submetidas a técnica de difragdo de Raios-X, para confirmar as

modificacdes na estrutura cristalina dos curcuminoides decorrentes do processo de
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encapsulacdo. A andlise foi conduzida em um difratdmetro (Bruker, D8 advance)
utilizando intervalo angular de 3 a 60°, velocidade angular de 5,9°.min1, tensédo de
40KV e corrente de 35 mA.

4.7 Ensaios biolégicos

4.7.1 Homogeneizacao do tecido de cérebro de rato

Cérebros de ratos foram pesados e adicionados de tampéo Tris-HCI pH 7,4 na
concentracdo de 10 mM e na proporcéo de 1:10 (m:v). A mistura foi homogeneizada
a 12000 rpm por 1 minuto (Ultra-turrax, IKA T25 digital) e, em seguida, centrifugada a
12000 rpm por 10 minutos (MiniSpin plus, Eppendorf). O sobrenadante (S1) foi
recolhido e congelado a -80°C, para posterior uso nos ensaios biolégicos. Para os
ensaios de atividade enzimatica, as concentracdes de curcumindides puros e de
nanoparticulas de curcumindides avaliadas foram escolhidas com base em curvas de
concentragdo prévias. Tais curvas foram feitas para as enzimas AChE (25 uM - 200
uM) e GST (0,01 uM - 200 uM).

4.7.2 Atividade enzimética da acetilcolinesterase (AChE)

A avaliacéo in vitro da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) de tecido
cerebral de ratos, na presenca de curcumindides livres e encapsulados, foi conduzida
de acordo com o método descrito previamente por Ellman et al. (1961), com algumas
adaptacdes. Solu¢cbdes contendo 24 mM de tampao fosfato de potassio pH=7,5, Sl e
as amostras foram pré-incubadas por 2 minutos a 25°C, e entdo adicionadas de 1,04
mM de DTNB (acido 5'-5'-ditiobis(2-nitrobenzodico)) e de 0,83 mM de ACh
(acetiltiocolina). A atividade enzimatica foi determinada em espectrofotbmetro UV-Vis
(OceanOptics, USB650), observando-se o aumento na absorbancia das amostras em
480 nm, sendo feitas leituras de 30 em 30 segundos durante 4 minutos. O
comprimento de onda utilizado nas leituras (480 nm) foi selecionado a fim de

possibilitar a avaliacdo dos compostos de interesse em altas concentracdes. ISso



36

porque o comprimento de onda recomendado nas metodologias tradicionais (412 nm)
coincide com o comprimento de absor¢do méxima dos curcuminoides, o que
inviabilizaria os ensaios. Nanoparticulas de curcumindides em agua (nhas
concentracdes finais de 25 uM, 50 uM, 100 uM e 200 uM) e curcumindides livres em
DMSO 3,33% (nas concentracdes finais de 25 pM, 50 uM, 100 uM e 200 uM), foram
avaliados com relacdo a sua acdo moduladora da AChE. Também foi verificado o
efeito de uma solugdo aquosa de PVP, com concentragdo final de 13,8 uM
(equivalente a quantidade de PVP presente em uma solucdo com 100 uM de
nanoparticulas), e de uma solucdo aquosa de curcumindides puros (com
concentracdo final de 200 uM) sobre a atividade enzimatica. Os resultados foram
expressos em porcentagem do controle (solucdo sem adicdo de amostra). A técnica
teve como objetivo avaliar a degradacédo da acetiltiocolina pela AChE, seguida da
reacao da tiocolina formada com o DTNB, resultando em TNB, um composto de
coloracdo amarelada. Assim, quanto maior a concentracao de tiocolina formada, maior

a atividade da enzima.

4.7.3 Atividade enzimética da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da enzima GST, em presenca de curcumindides livres e
encapsulados, foi avaliada segundo o método descrito por Habig, Pabst e Jakoby
(1974). Solucdes contendo 24 mM de tampéo fosfato de potassio pH = 7,5, S1 e as
amostras foram pré-incubadas por 2 minutos a 25°C, e entdo adicionadas de 1 mM de
CDNB e 1 mM de GSH. A atividade enzimatica foi determinada em espectrofotbmetro
UV-Vis (OceanOptics, USB650), medindo-se as absorbancias das solugbes de 30 em
30 segundos, durante 4 minutos, em 340 nm. Os resultados foram expressos em
porcentagem do controle (solucdo sem adicdo de amostra). Nanoparticulas de
curcumindides em agua (nas concentracdes finais de 0,1 uM, 5 uM, 25 uM e 50 uM)
e curcumindides livres em DMSO 3,33% (nas concentragdes finais de 5 uM, 25 uM e
50 uM), foram avaliados com relagdo a sua acdo moduladora da GST. Também foi
verificado o efeito de uma solugdo aquosa de PVP, com concentracao final de 13,8
uM, e de uma solucéo aquosa de curcumindides puros (com concentragao final de 50

uM) sobre a atividade enzimética.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento experimental

A matriz de ensaios contendo as variaveis independentes reais e codificadas,
além dos resultados obtidos para as respostas percentual de extracao e solubilidade
em 4gua dos curcuminoides, é apresentada na Tabela 1. Nela, bis, deme, cur e totais
referem-se, respectivamente, aos compostos bisdemetoxicurcumina,
demetoxicurcumina, curcumina e aos curcumindides totais. A partir das respostas
apresentadas foram estimados coeficientes de correlacdo, sendo a matriz de

correlacao exibida na Tabela 2.
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Tabela 1 - Matriz de ensaios contendo os valores reais e codificados das variaveis independentes e as respostas das varidveis dependentes.

% extracao

Solubilidade x 10 (mg.mgcurcuma'l)

Ensaio T (°C) %EtOH PVP (mg) : i
bis deme cur totais bis deme cur totais
1 -1(32,1) -1(20) -1(4,1) 0,07 0,01 014 0.22 1,40 0,14 0,17 1,72
2 1(52,9) -1 (20) -1 (4,1) 021 0.29 1.37 188 1,51 0,25 0,67 2,43
3 -1(32,1) 1 (80) -1(4,2) 239 233 6.06 1079 104,04 92,67 234,84 431,56
4 1(52,9) 1(80) -1(4,1) 2.32 2.25 5,76 10,33 90,86 79,40 197,76 368,02
5 -1(32,1) -1 (20) 1(25,9) 0,19 0,27 1,25 1,71 1,82 0,62 1,39 3,83
6 1(42,9) -1(20) 1(25,9) 0.85 0,97 288 4,71 8,75 7,09 13,81 29,64
7 -1(32,1) 1(80) 1(25,9) 210 2.02 518 9.30 76,51 7755 222,50 376,56
8 1(52,9) 1(80) 1(25,9) 225 217 559 10,01 95,10 9353 269,13 457,76
9 -1,68 (25) 0(50) 0 (15) 203 1.99 519 9.20 29,86 27,76 69,93 127,55
10 1,68 (60) 0 (50) 0(15) 2.08 2.01 521 9,31 31,64 28,06 71,53 131,23
11 0(42,5) -1,68(0) 0(15) 0,08 0,03 0,07 0,18 0,71 0,07 0,06 0,84
12 0 (42,5) 1,68(100) 0 (15) 235 233 6.13 10,81 45,84 37,59 96,71 180,13
13 0 (42,5) 0(50) -1,68 (0) 2,04 1,98 5,08 9,10 1,56 0,34 0,97 2,87
14 0 (42,5) 0 (50) 1,68(30) 1,92 1,85 478 8,55 40,56 39,61 107,06 187,24
15 (C) 0 (42,5) 0(50) 0(15) 1,08 1.01 4.95 8.84 21,48 15,77 34,81 72,07
16 (C) 0 (42,5) 0(50) 0 (15) 2.02 1,97 5,08 9,07 23,03 18,65 45,63 87,30
17 (C) 0 (42,5) 0(50) 0 (15) 212 207 531 9.50 27,56 24,19 63,02 114,78
18 (C) 0 (42,5) 0 (50) 0 (15) 2.00 1,94 5,06 9,00 28,23 24,96 65,87 119,06

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 2 — Matriz de correlacdo das respostas percentual de extracao e solubilidade em
adgua dos compostos bisdemetoxicurcumina (bis), demetoxicurcumina (deme), curcumina
(cur) e curcuminoides totais (totais). Todos os coeficientes séo estatisticamente significativos
(p <0,01).

% extracéo Solubilidade (mg.mgcarcuma™®)

bis deme cur totais bis deme cur totais

bis 1,000 0991 0984 0997 0861 0,864 0,866 0,866

deme 0,991 1,000 0,997 0,998 0,862 0,869 0,877 0,873

% extracdo
cur 0,984 0,997 1,000 0,993 0,874 0,884 0,895 0,889

totais 0,997 0,998 0,993 1,000 0,866 0,870 0,875 0,873

bis 0861 0862 0874 0866 1,000 0,998 0,991 0,996
Solubilidade deme 0864 0869 0884 0870 0998 1,000 0997 0,999
(Mg.mgeircuma™) cur 0,866 0,877 0,895 0875 0,991 0997 1,000 0,999

totais 0,866 0,873 0,889 0,873 0,996 0,999 0,999 1,000
Fonte: Autoria prépria.

Quando duas variaveis séo perfeitamente relacionadas entre si, elas possuem
um coeficiente de correlacao igual a 1. Este valor pode ser positivo, caso o aumento
de uma variavel ocasione o aumento da outra, ou negativo, caso o aumento de uma
seja acompanhado da diminuicdo da outra. Se a relacéo linear existente for parcial, o
coeficiente de correlacdo assumira um valor entre 0 e +1 (NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010). Nota-se que todas as respostas estudadas sao fortemente
correlacionadas e que todos os coeficientes sdo positivos. Isso indica que condi¢des
experimentais que favoreceram altos teores de extracdo proporcionaram, a0 mesmo
tempo, maiores eficiéncias de encapsulacédo dos pigmentos curcumindides. Tendo em
vista essa informacao, os resultados apresentados serao discutidos apenas com base
nas respostas percentual de extracdo e solubilidade em agua dos curcumindides
totais, pois estas sao representativas do todo.

Os resultados da quantificacdo dos curcumindides (Tabela 1) demonstraram
gue os percentuais de extracao obtidos para as diferentes condicfes experimentais
variaram de 0,07% a 2,39% para a bisdemetoxicurcumina, de 0,01% a 2,33% para a
demetoxicurcumina, de 0,07% a 6,13% para a curcumina e de 0,18% a 10,81% para

0S curcumindides totais.
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No caso da resposta solubilidade em &gua, os resultados obtidos apds a
quantificacdo dos curcumindides variaram de 0,71 x 10 a 104,04 x 10> mg.mgcarcuma’
! para a bisdemetoxicurcumina, de 0,07 x 10® a 93,53 x 10°® mg.mgcarcuma™* para a
demetoxicurcumina, de 0,06 x 10° a 269,13 x 10> mg.mgcarcuma™ para a curcumina e
de 0,84 x 10®° a 457,76 x 10®° mg.mgcircuma™> para 0s curcumindides totais. As
respostas referentes aos ensaios 13 e 14, nos quais a variavel massa de PVP passou
de seu nivel inferior (0 mg) para o superior (30 mg), evidenciam o aumento na
solubilidade dos trés pigmentos, sendo este aumento da ordem de 26 vezes para a
bisdemetoxicurcumina, de 116 vezes para a demetoxicurcumina, de 110 vezes para
a curcumina e de 65 vezes para os curcumindides totais. Para a obtencdo dos
modelos, os valores das respostas de solubilidade dos curcumindides foram
submetidos a uma transformacéo de Box-Cox do tipo logaritmo natural, com o objetivo
de aproximar a disposicdo dos dados de uma distribuicdo normal e melhorar seu
ajuste aos modelos, ja que as informacdes em sua forma original ndo apresentavam
normalidade (MONTGOMERY, 2013).

Os modelos codificados obtidos, bem como os coeficientes de determinacao
ajustados, os erros puros e os p-valores determinados por Analise de Variancia
(ANOVA) sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Modelos codificados, coeficientes de determinacéo ajustados, erros puros e p-valores obtidos para as respostas percentual de
extracdo e solubilidade em 4gua dos compostos curcumindides. Onde x; € a varidvel codificada da temperatura (°C), x, € a variavel codificada
do percentual de etanol no solvente e x5 é a variavel codificada da massa de PVP (mg).

Resposta Modelo codificado R? ajustado  Erro puro p-valor
Y%extragdo da y = 2,05+ 0,07x; — 0,09x% + 0,85x, — 0,38x2 + 0,01x;
_ , , 0,841 0,065 0,0013
bisdemetoxicurcumina —0,11x2 — 0,09x,x, + 0,09x;x; — 0,14x,x3
%extracdo da y = 1,99 4 0,08x; — 0,07xZ + 0,81x, — 0,36x2 + 0,02,
) ) 0,865 0,068 0,0007
demetoxicurcumina —0,10x2 — 0,12x;x, + 0,08x; x5 — 0,16x,%5
%extracdo da y = 5,14 + 0,22x; — 0,15x% + 1,99x, — 0,89xZ + 0,08x;
) 0,906 0,150 0,00005
curcumina —0,24x2 — 0,34x,x, — 0,46x,x3
%extracdo dos y =918+ 0,37x; — 0,31x2 + 3,64x, — 1,63x% + 0,11x;
o _ 0,882 0,282 0,0004
curcumindides totais —0,46x2 — 0,55x,x, + 0,31x;x3 — 0,76x,%5
Solubilidade da logy = —8,31 + 0,13x, + 0,15x2 + 1,58x, — 0,45x2 + 0,53x5
. . . 0,836 0,134 0,0014
bisdemetoxicurcumina —0,33x2 — 0,19x;x, + 0,23x;x3 — 0,28x, %5
Solubilidade da logy = —8,30 + 0,22x; + 2,22x, — 0,86x5 + 0,94x; — 0,57x3
, , 0,905 0,219 0,00005
demetoxicurcumina —0,37x3x, + 027x;x3 — 0,60x,x5
Solubilidade da logy = —7,39 + 0,27x; + 2,43x, — 1,02x2 + 0,97x; — 0,52x2
) 0,934 0,299 0,000003
curcumina —0,45x,x, — 0,61x,x3
Solubilidade dos logy = —6,77 + 0,18x; + 1,97x, — 0,69x2 + 0,76x; — 0,47x3
0,878 0,238 0,00006

curcuminéides totais

- O,nglxz - 0,40x2x3

Fonte: Autoria propria.
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Na andlise estatistica das respostas de percentual de extracdo, todos os termos
lineares, quadraticos e de interacdo entre as trés variaveis apresentaram efeitos
estatisticamente significativos sobre as respostas, ao nivel de 95% de significancia. O
termo de interacdo entre a temperatura e a massa de PVP do percentual de extracéo
da curcumina néo foi significativo. Para todos os compostos, os efeitos lineares foram
positivos, ou seja, 0s aumentos da temperatura, do percentual de etanol e da massa
de PVP resultaram em um maior percentual de extracdo dos curcuminoides. Por outro
lado, os efeitos dos termos quadraticos e de interacdo foram, em sua maioria,
negativos, evidenciando que o aumento nas respostas promovido pelos termos
lineares apresenta um ponto maximo, a partir do qual valores superiores das variaveis
resultam em diminuicdo dos percentuais de extracdo. Ainda, as interacdes negativas
demonstram efeitos antagdnicos, isto €, quando as variaveis tém seus niveis elevados
simultaneamente, o resultado é a diminuicao das respostas.

Nota-se que o0s modelos selecionados, obtidos apdés os termos nao
significativos serem ignorados, apresentam coeficientes de determinacéo ajustados
maiores que 0,84, o que significa que para os trés compostos mais de 84% dos dados
se ajustam aos modelos quadraticos apresentados. As Andlises de Variancia
(ANOVA, Apéndice A), realizadas para validar os modelos, demonstraram que para
0S quatro casos a falta de ajuste foi significativa, o que significa que ndo se pode
garantir que as regifes experimentais possuem homocedasticidade (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). Apesar disso, as regressdes apresentaram p-valores
menores que 0,01, o que indica que elas sao estatisticamente significativas com 99%
de significancia, e os graficos dos valores previstos e observados evidenciaram que
os residuos estao distribuidos de forma aleatéria (Apéndice B). Assim, as informacdes
apresentadas indicam que os quatro modelos obtidos séo validos.

Em relacdo a andlise estatistica das respostas de solubilidade, os termos
lineares das trés variaveis independentes apresentaram efeitos estatisticamente
significativos e positivos sobre a solubilidade dos trés compostos e dos curcumindides
totais. Ainda, os termos quadraticos e as interagbes entre as variaveis citadas
resultaram, em sua maioria, em efeitos significativos e negativos sobre as
solubilidades dos pigmentos. E possivel observar que os modelos obtidos possuem
coeficientes de determinacéo ajustados que véo de 0,84 a 0,93, demonstrando que

nos quatro casos a maior parte dos dados se ajustam bem ao
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modelo quadratico. Novamente, as Analises de Variancia (ANOVA) indicaram falta de
ajuste estatisticamente significativa, porém os p-valores resultantes para as
regressdes foram menores que 0,01, comprovando que modelos selecionados séao
estatisticamente significativos com 99% de significancia, além de seus residuos
estarem distribuidos aleatoriamente.

Os gréaficos de contorno originados para as respostas percentual de extracédo e
solubilidade em agua dos curcumingides totais sdo apresentadas nas Figuras 3 e 4.
Os gréaficos referentes as outras respostas do planejamento experimental encontram-
se no Apéndice C. Em cada gréfico de contorno, a terceira variavel foi fixada no nivel

central.



Figura 3 — Gréaficos de contorno da resposta percentual de extracdo dos curcumindides
totais referentes as varidveis: a) temperatura e percentual de etanol no solvente; b)
temperatura e massa de PVP; e c) percentual de etanol no solvente e massa de PVP.
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Figura 4 - Gréficos de contorno da resposta solubilidade em &4gua (em logaritmo natural) dos
curcumindides totais referentes as variaveis: a) temperatura e percentual de etanol no
solvente; b) temperatura e massa de PVP; e c) percentual de etanol no solvente e massa de
PVP.
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Nos graficos de contorno apresentados nota-se a presenca de regiées onde as
respostas percentual de extracdo e solubilidade em agua atingem valores méaximos
para os pigmentos curcumindides. Na medida que se aumenta o percentual de
solvente etanol, maiores niveis de extracdo séo atingidos, o que reafirma o elevado
efeito positivo da variavel sobre as respostas demonstrado anteriormente. Isso é
explicado pela natureza hidrofébica dos curcumindides, que ndo possuem afinidade
pela agua mas sao solaveis em etanol e, portanto, quanto maior a propor¢cao de
solvente organico na mistura, maior a eficiéncia de extracéo resultante (AZMIR et al.,
2013). Li, Ngadi e Ma (2014) verificaram um comportamento similar ao extrair os
curcumindides da curcuma por extracao assistida por ultrassom, onde o aumento na
concentracdo de etanol até 84% resultou em um rendimento maximo. Acima desta
proporcao de solvente a extracdo dos compostos foi reduzida. Xu et al. (2016), de
forma semelhante, observaram um aumento progressivo na extracao de antioxidantes
naturais a medida que a concentragdo de etanol foi elevada, seguido por um declinio
no rendimento quando percentuais de solvente maiores que 60% foram utilizados.

Com relacdo a temperatura, os maiores valores de percentual de extracdo e de
solubilidade em &gua obtidos se estendem ao longo de grande parte da faixa de niveis
estudada. Isso significa que, apesar de ser significativo, o efeito da temperatura sobre
as respostas é pouco relevante, diferente do que ocorreu com o percentual de etanol
no solvente, por exemplo. Assim o valor da temperatura poderia ser fixado proximo ao
nivel inferior, resultando em menor gasto energético. Este comportamento difere do
observado na maior parte dos processos de extracdo de compostos bioativos, nos
quais o aumento da temperatura é normalmente associado a maiores eficiéncias de
extracdo (WANG; WELLER, 2006;PAULUCCI et al., 2013;0SORIO-TOBON et al.,
2014). Isso pode ser explicado pelo fato de que, na extracao assistida por ultrassom,
a temperatura influencia no processo de cavitacdo devido a mudancas na tenséo
superficial do liquido e no aumento da pressao de vapor. Quando isso ocorre, ha
formacao de uma grande quantidade de bolhas de cavitacao, que colapsam de forma
menos violenta, diminuindo os efeitos da sonicagcdo no meio. Dessa forma,
temperaturas mais baixas favorecem a extracao assistida por ultrassom (CHEMAT et
al., 2017).

Os gréficos de contorno indicam ainda que o aumento na massa de PVP até
préximo de seu nivel intermediario € acompanhado de maiores percentuais de

extracao e solubilidades dos pigmentos curcumindides. Acima dessa faixa observa-se
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um declinio nas respostas obtidas. Este aumento pode ser decorrente da maior
interacdo entre o polimero e 0s compostos, ja que seu carater anfifilico permite a
formacdo de um complexo solivel com os pigmentos hidrofobicos, facilitando a
dispersdo destes em agua (KAEWNOPPARAT et al., 2009;MARTINS et al., 2013b).
Karavas et al. (2006) verificaram que a solubilidade da felodipina aumentou até um
valor méximo de 16 mg/L quando a concentracdo de PVP no sistema variou de 0 a
95% (m/m). Entretanto, acima de 75% de polimero o aumento nao foi significativo.
Silva et al. (2017) encapsularam luteina em PVP e demonstraram que houve aumento
das interacdes entre os compostos com 0 aumento da concentracdo de PVP,
evidenciado por espectroscopia UV-Vis.

Para as trés variaveis estudadas, nota-se que o comportamento da resposta
solubilidade em agua se assemelha ao da resposta percentual de extracdo. Assim,
apesar de fisicamente o percentual de solvente organico ndo afetar um processo de
encapsulacao, ficou claro que este fator teve grande influéncia sobre as respostas de
solubilidade, que estao diretamente ligadas a eficiéncia de encapsulacao obtida. Esse
fato é explicado pela elevada correlacéo existente entre as respostas avaliadas, como

pode ser verificado na Tabela 2.

5.2 Otimizacéao das condi¢cfes experimentais

Aplicando-se funcdes de desejabilidade em conjunto com o simplex sequencial
foram obtidas as condicfes 6timas para maximizar as respostas solubilidade em agua
da bisdemetoxicurcumina, solubilidade em agua da demetoxicurcumina, solubilidade
em agua da curcumina e percentual de extracdo dos curcumindides totais. As
condi¢cBes determinadas foram: temperatura de 29,9°C, percentual de etanol de 99%
e massa de PVP de 15,38 mg. Com o intuito de validar a otimizacéo realizada, a
extracdo e encapsulacdo dos curcumindides foi conduzida nessa condicdo em
duplicata. Na Figura 5 pode-se observar um dos cromatogramas obtidos durante a
quantificacdo em HPLC dos curcumindides extraidos no ponto 6timo. Na Tabela 4 sé&o
apresentados os valores previstos para as respostas no ponto 6timo e os valores reais

obtidos, ambos com intervalo de confianga de 95%.
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Figura 5 - Cromatograma de HPLC dos pigmentos curcumindides.
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Fonte: Autoria prépria.

Tabela 4 — Valores previstos e observados obtidos para as respostas percentual de extracao
dos curcumindides e solubilidade em agua (em logaritmo natural) na condi¢éo 6tima, com
intervalo de confianca de 95%.

Resposta

Solubilidade (mg.mgcarcuma™®) % extracéo

. . . ) ) ) Curcuminéides
Bisdemetoxicurcumina Demetoxicurcumina Curcumina

totais
Valor previsto -6,51 + 0,47 -6,54 + 0,74 -5,56 + 1,01 10,89 £ 0,99
Valor
-6,81+1,01 -6,87+1,14 -5,92+1,24 9,31+2,01
observado

Fonte: Autoria propria.

Os tempos de retencdo de cada composto foram: 5,0 minutos para a
bisdemetoxicurcumina, 5,4 minutos para a demetoxicurcumina e 5,8 minutos para a
curcumina, o que esta de acordo com a polaridade de cada composto e a consequente
afinidade pela coluna cromatografica. Nota-se que os valores observados sao

préximos dos valores previstos pelos modelos e encontram-se dentro dos intervalos
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de confianca calculados. Foi possivel atingir valores méaximos para todas as
respostas, o que pode ser explicado pelo fato de elas serem fortemente
correlacionadas umas com as outras, como citado anteriormente (coeficientes de
correlacdo maiores que 0,86). Estes resultados, em conjunto com os coeficientes de
determinacdo ajustados, os graficos de residuos e os p-valores das regressoes,
confirmam que os modelos obtidos séo vélidos e possuem boa capacidade preditiva.

5.3 Caracterizagcdo das nanoparticulas de curcuminéides em PVP

Nanoparticulas foram produzidas nas condicbes O6timas determinadas
anteriormente, pela aplicagdo do algoritmo simplex sequencial em conjunto com
funcdes de desejabilidade, de acordo com a Tabela 5, na temperatura de 29,9°C. Uma

imagem das nanoparticulas é apresentada na Figura 6.

Tabela 5 - Condi¢des utilizadas na obtengéo das nanoparticulas PVP-curcuminogides.

Componente Quantidade
Etanol (mL) 9,90
Agua destilada (mL) 0,10
PVP (mg) 15,38
Cdrcuma (mg) 10,00

Fonte: Autoria propria.
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Figura 6 — Imagem de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) das nanoparticulas de
curcumingides.

Fonte: Autoria propria.

As nanoparticulas apresentaram formas irregulares e tamanhos em torno de
400 nm, como pode ser observado na Figura 6. Outros autores (KARAVAS et al.,
2007; SILVA et al., 2017a) obtiveram nanoparticulas esféricas utilizando o método
convencional de dispersao solida, o que sugere que a morfologia foi afetada pela
etapa de extracdo. Uma possivel explicacdo para esse fato é que a taxa de extracdo
foi limitante, limitando a quantidade de curcumindides disponiveis para formar as
nanoparticulas. I1sso porque na técnica de dispersdo sélida, as nanoparticulas de
curcumindéides em PVP sdo formadas por complexacdo através de ligacbes de
hidrogénio e os dois compostos devem estar presentes, em um solvente comum
(KARAVAS et al., 2007; SILVA et al., 2017a).

Na Figura 7 sdo apresentados os espectros no infravermelho obtidos a partir
da curcumina e do PVP, de sua mistura fisica na propor¢cao 15:1 (m/m), e das
nanoparticulas de PVP contendo curcumindides, também na proporcdo de
15:1 (m/m).
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Figura 7 - Espectros de FTIR da curcumina, do PVP, da mistura fisica (15:1 m/m) e das
nanoparticulas de curcumindéides em PVP.
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Fonte: Autoria propria.

E possivel observar no espectro da curcumina os picos de absorcdo
caracteristicos em aproximadamente 3500 cm (estiramento dos grupos hidroxila
(OH)), 1630 cm (grupos carbonila (C=0)), 1500 cm* (ligacdes C=C), 1150 cm*
(grupo C-O-C) (ROCHA et al., 2014; BLANCO-PADILLA et al., 2015; RAJ;
SHANKARAN, 2016). Em relacdo ao PVP, este possui um pico alargado entre 3600 e
3000 cm, associado a presenca de umidade no material, devido a sua afinidade pela
adgua, uma segunda banda ampla entre 3000 e 2800 cm™, referente a vibracdo de
estiramento do C-H, além dos picos caracteristicos em 1660 cm™ (vibragdo de
estiramento do C=0) e em 1420 cm™ (vibracéo de flexdo do CH2) (KOCZKUR et al.,
2015). Os picos caracteristicos dos dois compostos estdo presentes, em menor
intensidade, no espectro da mistura fisica, porém alguns sao inexistentes no espectro
das nanoparticulas, como o pico referente a hidroxila da curcumina, o que sugere sua
encapsulacdo no interior da matriz polimérica. Apesar de ter sido utilizada apenas a
curcumina para a caracterizagdo do composto puro e da mistura fisica, vale notar que

0 grupamento hidroxila esta presente nos trés curcumindides extraidos e
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encapsulados. Comportamento semelhante é relatado em outros estudos nos quais a
curcumina foi submetida ao processo de encapsulacdo (PARADKAR et al.,
2004;KUMAVAT et al., 2013;KHAN; RATHOD, 2014).

Na Figura 8 sédo apresentados os termogramas de DSC obtidos para a
curcumina pura, para o PVP, para a mistura fisica dos compostos na propor¢éo 15:1

(m/m) e para as nanoparticulas de PVP contendo curcumindides.

Figura 8 — Termogramas de DSC da curcumina, do PVP, da mistura fisica (15:1 m/m) e das
nanoparticulas de PVP contendo curcumindides.
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Fonte: Autoria propria.

No termograma da curcumina nota-se um pico endotérmico em 180°C, que
corresponde a sua temperatura de fusdo. Este valor esta de acordo com o reportado
na literatura (RACHMAWATI et al., 2013). A curva do PVP possui um pico endotérmico
alargado entre 50 e 150°C, decorrente da perda de umidade do material, ja que o PVP
€ um polimero amorfo altamente higroscépico (FRIZON et al., 2013). O termograma
da mistura fisica evidencia os picos associados aos dois compostos, o que demonstra
gue nao houve interacao entre eles e que a estrutura cristalina da curcumina nao foi

modificada. Entretanto, na curva referente as nanoparticulas o pico de fusdo dos
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compostos bioativos nédo esta presente, indicando a converséo do estado fisico destes
do cristalino para o amorfo (ROCHA et al., 2014;LI et al., 2015).

Na Figura 9 sdo apresentados os difratogramas de DRX obtidos para a
curcumina pura, para o PVP, para a mistura fisica dos compostos na proporc¢ao 15:1

(m/m) e para as nanoparticulas de PVP contendo curcumindides.

Figura 9 - Difratogramas de DRX da curcumina, do PVP, da mistura fisica (15:1 m/m) e das
nanoparticulas de PVP contendo curcumindides.
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Fonte: Autoria propria.

No difratograma da curcumina pura € possivel observar uma série de picos
entre 8° e 29°, que sao caracteristicos de sua estrutura cristalina (SUN et al., 2013).
Por outro lado, a natureza amorfa do PVP é evidenciada pela auséncia de picos em
seu difratograma. Nos difratogramas da mistura fisica e das nanoparticulas de
curcumindides ndo sdo observados picos caracteristicos da curcumina, 0 que sugere
gue a analise de DRX foi menos sensitiva que as analises de DSC e FTIR em detectar
a modificacdo da estrutura dos curcuminogides, apds o processo de encapsulacao.

Essas informacbes, em conjunto com as apresentadas anteriormente,

confirmam a encapsula¢do dos curcumindides na matriz de PVP.
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5.4 Ensaios biolégicos

Os curcuminoides livres (extraidos na condicdo 6tima, contudo sem a presenca
do PVP) e as nanoparticulas de curcuminoides produzidas nas condi¢cdes Gtimas,
foram avaliados com relacdo a suas ag¢Bes moduladoras das enzimas
acetilcolinesterase (AChE) e glutationa S-transferase (GST). Na Figura 10 é
apresentado o grafico de atividade enzimatica da AChE, frente aos curcumindides
livres e encapsulados nas concentragdes finais de 25 uM, 50 uyM, 100 uM e 200 uM.
Na Figura 11 é apresentado o gréfico de atividade enzimatica da glutationa S-
transferase (GST), frente aos curcumindides livres (5 uM, 25 yM e 50 uM) e

encapsulados (0,1 uM, 5 yM, 25 uM e 50 uM).

Figura 10 — Atividade enzimética in vitro da AChE em atividade percentual em relagdo ao
controle (% do controle) de cérebro de rato frente a: curcumindides puros em DMSO 3,33%
(25 uM, 50 uM, 100 uM e 200 uM) e em agua (200 uM); nanoparticulas de curcumindides
em agua (25 uM, 50 uM, 100 uM e 200 uM); e PVP em agua (13,8 uM). As barras de erro
representam média + erro padréo, para n = 4. *p < 0,05; ***p < 0,001; ***p < 0,0001, em
relac@o ao controle (atividade enzimética na auséncia dos compostos (100%); +tt p < 0,001
entre as duas condi¢des). CUR = curcumindides; NP = nanoparticulas; W = agua.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 11 - Atividade enzimatica in vitro da GST (em % do controle) de cérebro de rato
frente a: curcumindides puros em DMSO 3,33% (5 uM, 25 uM e 50 uM) e em agua (50 pM);
nanoparticulas de curcuminéides em agua (0,1 uM, 5 pM, 25 uM e 50 uM); e PVP em &gua
(13,8 uM). As barras de erro representam média + erro padréo, para n = 4. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001, em relacéo ao controle (atividade enzimatica na auséncia dos compostos
(100%); 1ttt p < 0,001 entre as duas condi¢des). CUR = curcumindides; NP = nanoparticulas;

W = agua.
150+
LEr
| —
m * *kk *%% I * *%
© 1004------p------=--- -1-------
whed
c I .
(o] 1 %
o 3
] §
- 504 =
X
0-
] I ) ] ] I I 1 ]
PVP 01 5 25 50 50W 5 25 50
i ; g ;
CUR NP W (uM) DMSO 3.33%
CUR (uM)

Fonte: Autoria propria.

E possivel observar que o efeito dos curcumindides puros e encapsulados
sobre a atividade enzimatica apresentou comportamento concentracdo-dependente,
ou seja, a medida que a concentracao dos compostos aumentou, a atividade da AChE
diminuiu. Os curcumindides livres foram capazes de inibir significativamente a
atividade da enzima (p < 0,001) a partir da concentracdo final de 100 uM, sendo o
percentual de inibicdo para essa concentracao de aproximadamente 21%. Ja no caso
das nanoparticulas a inibicdo significativa (p < 0,05) foi alcancada a partir da
concentracéo final de 50 uM, para a qual a enzima foi inibida em cerca de 12%.

O PVP néo alterou significativamente a atividade da AChE, o que confirma que
a inibicdo causada pelas nanoparticulas foi decorrente somente dos compostos
encapsulados e ndo do material encapsulante. Ainda, os curcumindides livres em
agua (200 uM) ndo foram capazes de inibir a atividade enzimatica, demonstrando que

a encapsulagdo potencializou a atividade inibitoria para os curcuminoides, apesar da
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sua hidrofobicidade quando na sua forma livre. E importante notar que a atividade dos
curcumindides nanoencapsulados e livres em agua diferiu significativamente (p <
0,0001) para essas duas condicdes.

Poucos estudos relatam ensaios in vitro de modulagdo da AChE pelos
curcumindides. Ainda, ndo foram encontrados trabalhos que avaliaram a acgéo
moduladora de nanoparticulas de curcuminoides. Ahmed e Gilani (2009) obtiveram
um percentual de inibicdo da AChE de cerca de 60%, para uma concentracdo de
curcuminadides livres em etanol igual a 30 uM. No presente estudo, o maior percentual
de inibicdo enzimética (27%) foi obtido para uma dose de 200 uM de curcumindides
livres. Entretanto, é importante ressaltar que, no estudo citado, ndo é revelada a
concentracéo de etanol utilizada para solubilizar os curcumindides e sabe-se, por meio
de estudos prévios, que concentracdes de etanol maiores que 30% sao capazes de
inibir a acdo da AChE per se. Além disso, os autores utilizaram enzima
acetilcolinesterase purificada proveniente de enguias elétricas nas analises, o que
pode explicar a diferenca com os valores encontrados aqui.

De acordo com a hipétese colinérgica, doencas neurodegenerativas, como a
doenca de Alzheimer, seriam causadas pela perda de neurotransmissores acetilcolina
ou pelo aumento na atividade da enzima AChE no cérebro. Como resultado, ocorre a
reducdo no tempo de contato entre o neurotransmissor e 0s receptores presentes na
membrana pés-sinaptica, dificultando a transmisséo de informacéo entre os neurénios
e levando a perda de memoéria. Dessa forma, as drogas usualmente empregadas no
tratamento do Alzheimer, e de outras doencas neurodegenerativas, consistem de
inibidores reversiveis da AChE, pois estes equilibram o sistema colinérgico, permitindo
tempo de contato suficiente para a propagacdo de informac¢des no sistema nervoso
(SIEGFRIED, 1993; ARAUJO; STUDZINSKI; MILGRAM, 2005; COLOVIC et al.,
2013). Neste trabalho, os curcumindides livres e nanoencapsulados se mostraram
inibidores reversiveis da enzima AChE, o que sugere que eles possuem potencial para
serem utilizados no tratamento de doencas causadas pelo desequilibrio do sistema
colinérgico.

Para o caso da enzima glutationa S-transferase (GST), novamente, nota-se um
comportamento concentracdo-dependente entre as concentracdes de curcuminoides
livres e encapsulados e a atividade enzimatica. Os curcuminogides livres inibiram
significativamente (p < 0,05) a agdo da GST a partir da concentracgédo final de 25 uM,

sendo a inibicho para essa concentracdo de aproximadamente 20%. J& as
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nanoparticulas de curcumindides inibiram significativamente (p < 0,05) a atividade da
enzima a partir da concentragao de 5 uM, sendo o percentual de inibigdo igual a 30%.

Ainda, o PVP ndo inibiu de forma significativa, per se, a atividade da enzima. O
comportamento dos curcumindides livres em agua e das nanoparticulas diferiu
significativamente entre si (p < 0,001), para uma mesma concentracgao final de 50 pM.
Os curcuminoides livres em agua nao diferiram do controle em relagéo a atividade da
GST, ao nivel de 5% de significancia, enquanto as nanoparticulas foram capazes de
inibir a enzima em cerca de 55%.

A GST é uma das enzimas envolvidas no combate ao estresse oxidativo no
organismo. Sua funcdo é detoxificar xenobibticos ou agentes citotoxicos (como
drogas, toxinas e carcin0genos), por meio da catalise da reacéo entre tais compostos
e a glutationa, o que resulta na formacédo de espécies menos reativas. A atividade
excessiva da GST esta associada a resisténcia a mdltiplas drogas, fenbmeno
observado com frequéncia durante o tratamento de doencas como o cancer. Esse tipo
de resisténcia impede que tais doencas sejam combatidas de forma eficiente. Nestes
casos, a reducao na atividade enzimética por meio de moduladores da GST seria
interessante, do ponto de vista terapéutico (SCHULTZ; DUTTA; TEW, 1997; HAYESHI
et al.,, 2007; LI et al., 2017). No presente trabalho, os curcumindides livres e
nanoencapsulados inibiram de forma significativa a atividade in vitro da GST de
cérebro de ratos. Isso indica que as nanoparticulas de curcumindides produzidas
poderiam ser empregadas a fim de reverter a resisténcia a medicamentos, de forma
mais intensa que 0S Compostos puros.

Outros autores relataram comportamento semelhante da curcumina frente a
enzima GST. Oetari et al. (1996) verificaram que a curcumina inibiu em cerca de 58%
(para uma dose de 30 uM) a atividade da GST de figado de ratos, tratados com f3-
naftoflavona (BNF). Hayeshi et al. (2007) avaliaram o efeito da curcumina sobre a
atividade in vitro da GST humana recombinante. Para uma dose de 5 uM, foi obtida
uma inibicdo de 50% na atividade da GST P1-1. Vale ressaltar que, nos estudos
citados, foi avaliado somente o efeito da curcumina, e ndo dos curcuminodides, sobre
a atividade da GST, e que as enzimas utilizadas nos ensaios foram provenientes de
diferentes tecidos. Esses fatores podem explicar a diferenca nos percentuais de
inibicdo enzimatica obtidos, em comparacao aos valores apresentados neste trabalho.

Os resultados demonstram que os curcuminodides na forma encapsulada

inibiram a atividade das enzimas AChE e GST de forma mais potente que na forma
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pura. Esse comportamento pode estar relacionado com a interac¢éo entre as moléculas
de 4gua do meio com a estrutura quaternaria da enzima, uma vez que quando a
enzima ndo esta ligada com o substrato as moléculas de agua estabilizam a mesma.
A natureza hidrofilica do encapsulante e do complexo curcuminoides-PVP formado
pode estabilizar a enzima resultando na diminuicdo da taxa de degradagédo do
substrato. Adicionalmente, o fato de as nanoparticulas apresentarem tamanho da
ordem 400 nandémetros (Figura 6) pode ter levado a um efeito estérico no sitio
catalitico da enzima, ocasionando uma inibicdo da atividade enzimatica (COLOVIC et
al., 2013; NELSON; COX, 2014).
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6. CONCLUSAO

Os curcumindides presentes na curcuma foram extraidos e simultaneamente
encapsulados em poli(vinil pirrolidona). A influéncia de parametros experimentais
(solvente, temperatura e encapsulante) sobre o processo foi avaliada através de um
Delineamento Central Composto Rotacional e modelos quadraticos estatisticamente
significativos (p < 0,05) foram obtidos a partir das respostas. As condi¢cdes
experimentais O0timas para a maxima obtenc&o conjunta das respostas solubilidade
em agua dos curcumindides individuais e percentual de extragdo dos curcumindides
totais foram determinadas por meio de fungcbes de desejabilidade, levando aos
seguintes valores: 29,9°C, 99% de solvente etanol e 15,38 mg de encapsulante PVP.
A validacao experimental do ponto 6timo demonstrou que os valores previstos pelos
modelos foram semelhantes aos valores observados, comprovando a boa capacidade
preditiva das regressfes. Nanoparticulas de curcuminéides em PVP foram produzidas
nas condicbes Otimas, encontradas pelas funcbes de desejabilidade, e sua
caracterizacdo indicou a mudanca na estrutura fisica dos compostos curcumindides
do estado cristalino para o estado amorfo, além de demonstrar a interacao entre 0s
curcumindides e o encapsulante. Essas informac¢des confirmaram a encapsulacéo dos
curcumindides na matriz polimérica de PVP. Os ensaios biologicos realizados
demonstraram que os curcumindides livres e nanoencapsulados foram capazes de
modular a atividade in vitro das enzimas AChE e GST de cérebro de ratos. Os
compostos puros ndo apresentaram atividade quando em agua, demonstrando que a
encapsulacdo potencializou sua atividade em meio aquoso pela diminuicdo do seu
carater hidrofébico. Tais informacdes sugerem que as hanoparticulas de
curcumindides possuem potencial para serem usadas a fim de reverter quadros de
resisténcia a medicamentos e no tratamento de doencas relacionadas ao desequilibrio

do sistema colinérgico, como a doenca de Alzheimer.
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APENDICE A

Nas Tabelas 6 a 13 sdo apresentadas as Analises de Variancia (ANOVA)
realizadas para validar os modelos quadréticos referentes as respostas percentual de

extracao e solubilidade em agua dos curcumindides individuais e totais.

Tabela 6 - ANOVA da resposta percentual de extracdo da bisdemetoxicurcumina, ao nivel
de significancia de 95%.

Fonte de Soma dos Graus de Média

o ) o F calculado F tabelado p-valor
variagédo quadrados liberdade quadratica

Regressao 12,0070 9 1,3341 11,0816 3,3881 0,0012

Residuos 0,9631 8 0,1204
Falta de ajuste 0,9503 5 0,1901 44 4197 9,0135 0,0052

Erro puro 0,0128 3 0,0043

Total 12,9701 17

Fonte: Autoria propria.

Tabela 7 - ANOVA da resposta percentual de extracdo da demetoxicurcumina, ao nivel de
significancia de 95%.

Fonte de Soma dos Graus de Média

o ) .. F calculado F tabelado p-valor
variagédo quadrados liberdade quadratica

Regressao 11,1883 9 1,2431 13,2191 3,3881 0,0007

Residuos 0,7523 8 0,0940
Falta de ajuste 0,7385 5 0,1477 31,9389 9,0135 0,0084

Erro puro 0,0139 3 0,0046

Total 11,9407 17

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 8 - ANOVA da resposta percentual de extracdo da curcumina, ao nivel de
significancia de 95%.

Fonte de Soma dos Graus de Média

- ) . F calculado F tabelado p-valor
variacdo quadrados liberdade quadratica

Regressao 67,3556 8 8,4195 21,6864 3,2296 0,0001

Residuos 3,4941 9 0,3882
Falta de ajuste 3,4267 6 0,5711 25,3981 8,9406 0,0115

Erro puro 0,0675 3 0,0225

Total 70,8497 17

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 9 - ANOVA da resposta percentual de extracdo dos curcumindides totais, ao nivel de
significancia de 95%.

Fonte de Soma dos Graus de Média
o . ‘o F calculado F tabelado p-valor
variacdo quadrados liberdade quadratica
Regressao 225,5450 9 25,0606 15,2191 3,3881 0,0004
Residuos 13,1732 8 1,6467
Falta de ajuste 12,9337 5 2,5867 32,4051 9,0135 0,0082
Erro puro 0,2395 3 0,0798
Total 238,7182 17

Fonte: Autoria propria.

Tabela 10 - ANOVA da resposta solubilidade em agua da bisdemetoxicurcumina, ao nivel de
significancia de 95%.

Fonte de Somados Graus de Média

o ) f F calculado F tabelado p-valor
variagéo quadrados liberdade quadratica

Regressao 43,8119 9 4,8680 10,6249 3,3881 0,0014

Residuos 3,6654 8 0,4582
Falta de ajuste 3,6114 5 0,7223 40,1712 9,0135 0,0060

Erro puro 0,0539 3 0,0180

Total 47,4772 17

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 11 - ANOVA da resposta solubilidade em agua da demetoxicurcumina, ao nivel de
significancia de 95%.

Fonte de Soma dos Graus de Média

- ) . F calculado F tabelado p-valor
variacdo quadrados liberdade quadratica

Regressao 96,7879 8 12,0985 21,3374 3,2296 0,0001

Residuos 5,1031 9 0,5670
Falta de ajuste 4,9592 6 0,8265 17,2334 8,9406 0,0200

Erro puro 0,1439 3 0,0480

Total 101,8909 17

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 12 - ANOVA da resposta solubilidade em agua da curcumina, ao nivel de
significancia de 95%.

Fonte de Soma dos Graus de Média
o . ‘o F calculado F tabelado p-valor
variacdo quadrados liberdade quadratica
Regressao 114,8851 7 16,4122 35,2050 3,1355 0,0000
Residuos 4,6619 10 0,4662
Falta de ajuste 4,3936 7 0,6277 7,0178 8,8867 0,0687
Erro puro 0,2683 3 0,0894
Total 119,5469 17

Fonte: Autoria propria.

Tabela 13 - ANOVA da resposta solubilidade em agua dos curcumindides totais, ao nivel de
significancia de 95%.

Fonte de Soma dos Graus de Média

o ) o F calculado F tabelado p-valor
variagéo quadrados liberdade quadratica

Regressao 71,3515 7 10,1931 18,4036 3,1355 0,0001

Residuos 5,5386 10 0,5539
Falta de ajuste 5,3692 7 0,7670 13,5788 8,8867 0,0278

Erro puro 0,1695 3 0,0565

Total 76,8901 17

Fonte: Autoria propria.
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APENDICE B

Nas Figuras 12 a 15 sao apresentados os graficos que relacionam os valores
previstos e observados para as diferentes condigbes avaliadas por meio do
planejamento experimental. Os gréaficos referem-se aos modelos utilizados na

otimizacao da extracao e encapsulacédo simultanea dos curcumindides.

Figura 12 - Grafico dos valores previstos e observados, referente ao modelo obtido para a
resposta percentual de extracdo dos curcuminoides totais.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 13 - Gréfico dos valores previstos e observados, referente ao modelo obtido para a

Predicted Values

resposta solubilidade em agua da bisdemetoxicurcumina.
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Figura 14 - Gréfico dos valores previstos e observados, referente ao modelo obtido para a

Predicted Values

resposta solubilidade em agua da demetoxicurcumina.
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Figura 15 - Gréfico dos valores previstos e observados, referente ao modelo obtido para a
resposta solubilidade em agua da curcumina.
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APENDICE C

Nas Figuras 16 a 21 sdo apresentados os graficos de contorno obtidos para as
respostas percentual de extracdo e solubilidade em agua dos pigmentos
curcumindides, diante das variaveis temperatura, percentual de etanol no solvente e

massa de encapsulante PVP.



Figura 16 — Gréficos de contorno relacionando as variaveis temperatura e percentual de
etanol no solvente, para a resposta percentual de extracdo dos compostos: a)
bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; e c) curcumina.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 17 — Gréficos de contorno relacionando as variaveis temperatura e massa de PVP,

para a resposta percentual de extracdo dos compostos: a) bisdemetoxicurcumina; b)

FVP (mg)

demetoxicurcumina; e c) curcumina.
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Figura 18 — Gréficos de contorno relacionando as variaveis percentual de etanol no solvente

e massa de PVP, para a resposta percentual de extracdo dos compostos: a)
bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; e c) curcumina.
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Figura 19 — Gréficos de contorno relacionando as variaveis temperatura e percentual de
etanol no solvente, para a resposta solubilidade em agua (em logaritmo natural) dos
compostos: a) bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; e ¢) curcumina.
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Figura 20 — Gréficos de contorno relacionando as variaveis temperatura e massa de PVP,
para a resposta solubilidade em agua (em logaritmo natural) dos compostos: a)

bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; e c) curcumina.
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Figura 21 — Gréficos de contorno relacionando as variaveis percentual de etanol no solvente

e massa de PVP, para a resposta solubilidade em agua (em logaritmo natural) dos
a) bisdemetoxicurcumina; b) demetoxicurcumina; e ¢) curcumina.
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