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RESUMO 

O açafrãodaterra (Curcuma longa), pertencente à família das Zingiberaceae é uma 

planta rica em compostos bioativos, atua sobre um organismo vivo, tecido ou célula e 

vem  sendo  estudado  devido  aos  seus  efeitos  como  antioxidante,  auxiliar  ao 

tratamento da doença do câncer, da doença de Alzheimer, entre outros. Seu uso  in 

natura  não  é  tão  eficaz  devido  à  sua  característica  de  hidrofobicidade  e  pouca 

absorção  promovida  pelo  organismo,  por  isso  vem  sendo  pesquisado  na  forma 

encapsulada.  O  presente  trabalho  teve  como  objetivo  a  extração  dos  compostos 

bioativos  do  açafrãodaterra  em  sistema  de  solventes  etanol:água  95:5  (v/v)  e  a 

incorporação  em  nanopartículas  de  zeína  pelo  método  tradicional  de  precipitação 

antisolvente com uma estrutura dupla de deposição eletrostática em combinação com 

caseinato  de  sódio  e  quitosana,  para  possível  aplicação  em  células  humanas.  O 

extrato  hidroetanólico  foi  avaliado  quanto  à  atividade  antioxidante  através  dos 

métodos de habilidade quelante de Fe  (II), pelo sequestro de  radical  livre DPPH e 

ABTS, com valores de 57,05±0,19%, 94,15±0,08% e 82,46±0,17%, respectivamente. 

Além disso, foram quantificados o teor de  flavonoides utilizando cloreto de alumínio 

(5548,77±99,51 mg ERU 100 g1) e compostos fenólicos pelo método Folin Ciocalteau 

(1737,13±36,57  mg  EAG  100  g1).  As  nanopartículas  foram  analisadas  no 

equipamento  DLS  para  diâmetro  hidrodinâmico,  potencial  zeta  e  índice  de 

polidispersidade e as condições obtidas de acordo com o objetivo do trabalho foram a 

proporção mássica de 1:0,8 de zeína/caseinato de sódio; 10:1 (10%) de massa de 

zeína/caseinato de sódio/extrato e a proporção de 0,050% de quitosana. A capacidade 

máxima  de  carga  e  a  eficiência  de  encapsulação  das  nanopartículas  de 

zeína/caseinato de sódio/extrato de açafrãodaterra 10% também foram estudados. 

Os resultados mostraram que a capacidade máxima de carga das nanopartículas foi 

em  torno  de  12%  e  a  eficiência  de  encapsulação  em  torno  de  66%.  O  extrato 

hidroetanólico, bem como as nanopartículas que continham o extrato a 10% de massa 

de zeína/caseinato e zeína/caseinato/quitosana demonstraram citotoxicidade para as 

células tumorais renais (7860) e hepáticas (HUH7.5), sugerindo potencial aplicação 

do extrato de Curcuma longa como fonte de efeitos citotóxicos/antiproliferativos para 

esses tipos de células.  

Palavraschave:  antioxidantes;  Câncer;  caseinato  de  sódio;  nanoencapsulação; 

quitosana. 



 
 

ABSTRACT 
Turmeric  (Curcuma  longa),  belonging  to  the  Zingiberaceae  family  is  a  plant  rich  in 

bioactive compounds, it acts on a living organism, tissue or cell and has been studied 

due to its effects as an antioxidant, aid in the treatment of cancer, Alzheimer´s disease, 

among others. It’s in natura use is not so effective due to its hydrophobicity and little 

absorption promoted by the organism; so, it has been researched in the encapsulated 

form. The present work aimed to extract the bioactive compounds from turmeric in a 

95:5 (v/v) ethanol: water solvent system and the incorporation into zein nanoparticles 

by  the  traditional  method  of  antisolvent  precipitation  with  a  double  structure  of 

electrostatic  deposition  in  combination  with  sodium  caseinate  and  chitosan,  for 

possible  application  in  human  cells.  The  hydroethanolic  extract  was  evaluated  for 

antioxidant activity by Fe (II) chelating ability methods, by DPPH and ABTS free radical 

scavenging,  with  values  of  57.05±0.19%,  94.15±0,08%  and  82.46±0.17%, 

respectively. In addition, the flavonoid content was quantified using aluminum chloride 

(5548.77±99.51  mg  ERU  100g1)  and  phenolic  compounds  by  the  Folin  Ciocalteau 

method (1737.13±36.57 mg EAG 100g1). The nanoparticles were analyzed in the DLS 

equipment for hydrodynamic diameter, zeta potential and polydispersity index and the 

conditions obtained according to the objective of the work were the mass ratio of 1:0.8 

of zein/sodium caseinate; 10:1 (10%) mass of zein/sodium caseinate/extract and the 

ratio of 0.050% chitosan. The maximum loading capacity and encapsulation efficiency 

of zein/sodium caseinate/10% turmeric extract nanoparticles were also studied. The 

results showed that the maximum load capacity of the nanoparticles was around 12% 

and the encapsulation efficiency around 66%. The hydroethanolic extract, as well as 

the nanoparticles  that contained  the extract at 10% by mass of zein/caseinate and 

zein/caseinate/chitosan,  demonstrated  cytotoxicity  for  renal  (7860)  and  hepatic 

(HUH7.5) tumor cells, suggesting potential application of Curcuma longa extract as a 

source of cytotoxic/antiproliferative effects for these cell types. 

 

Keywords: antioxidants; Cancer; sodium caseinate; nanoencapsulation; chitosan. 
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1  INTRODUÇÃO 
 

Há séculos o açafrãodaterra,  também conhecido como cúrcuma ou  turmérica, 

(Curcuma longa) vem sendo utilizado na medicina tradicional indiana e chinesa para 

fins culinários e medicinais. É uma planta perene, originária da Índia e do sudeste da 

Ásia (MARCHI et al., 2016; SHISHODIA, SETHI & AGGARWAL, 2005). Difundiuse 

pela América e algumas regiões da Europa (ALONSO, 1998). No Brasil, o açafrãoda

terra  foi  introduzido  na  década  de  80  (ALMEIDA,  2006),  desde  então,  vem  sendo 

estudado e utilizado. 

A parte mais útil da planta são os rizomas. Possuem coloração amareloparda a 

amareloacastanhada,  superfície  lisa,  com  cicatrizes  anulares  (BRASIL,  2019), 

proporcionando  às  preparações  culinárias  aroma  e  coloração  intensos  e 

característico. 

Estudos  mostram  que  o  açafrãodaterra  apresenta  propriedades  antioxidantes 

(BARANKEVICZ, 2015; CERVEIRA et al., 2021; JAGETIA et al., 2005; KEBEDE et al., 

2021; LING et al., 2012; LIU et al., 2021; QUILES et al., 2002; SARAVANAN & PARI, 

2005;  SWAIN  &  RAUTRAY,  2021;  YANG  et  al.,  2020)  atividade  hepatoprotetora 

(SALAMA  et  al.,  2013),  antiinflamatória  (AGGARWAL  &  HARIKUMAR,  2009; 

HATCHER  et  al.,  2008;  SHARMA,  GESCHER  &  STEWARD,  2005),  antibacteriana 

(CERVEIRA  et  al.,  2021;  KEBEDE  et  al.,  2021;  PATIL  et  al.,  2019;  SWAIN  & 

RAUTRAY, 2021), anticâncer (CERVEIRA et al., 2021; JAGETIA et al., 2005; LIU et 

al.,  2020;  YANG  et  al.,  2020),  antidiabética  (PARI  &  SARAVANAN,  2004), 

antilipidêmica  (LING  et  al.,  2012;  SARAVANAN  &  PARI,  2005),  cardioprotetora 

(AGGARWAL  &  HARIKUMAR,  2009;  JAGETIA  et  al.,  2005)  e  quimiopreventiva 

(AGGARWAL  &  HARIKUMAR,  2009).  Esses  efeitos  benéficos  são  derivados  de 

compostos  bioativos  presentes  nesta  planta,  tendo  como  destaque  a  curcumina, 

bisdemetoxicurcumina  e  demetoxicurcumina  (SUETHSANTIAGO  et  al.,  2015).  

Compostos bioativos são definidos como compostos essenciais e não essenciais que 

ocorrem  na  natureza,  fazem  parte  da  cadeia  alimentar  e  podem  ter  efeito  sobre  a 

saúde humana (QUEIROZ, 2012). 

O açafrãodaterra apresenta baixa biodisponibilidade e rápida degradação em pH 

fisiológico devido ao seu caráter hidrofóbico e instabilidade a fatores externos, como 

altas temperaturas, luz e oxigênio, portanto sua utilização na forma natural em pó não 
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é  tão  eficaz.  Surge  assim  a  necessidade  de  incluílo  em  veículos 

nano/microparticulados  para  que  ele  possa  exercer  seu  efeito  in  vivo  (SHARMA, 

GESCHER & STEWARD, 2005). 

Desde 1980, as nanopartículas vêm ganhando atenção devido à sua capacidade 

de  controlar  a  liberação  de  fármacos  e  outros  componentes,  melhorando  os 

parâmetros  biofarmacêuticos  e  farmacocinéticos  (KAMALY  et  al.,  2012). 

Nanopartículas  de  proteínas  têm  se  destacado  por  seu  transporte  inovador  de 

fármacos e por apresentar vantagens devido à baixa toxicidade, biodegradabilidade, 

biocompatibilidade,  alto  valor  nutricional,  estabilidade,  capacidade  de  incorporar 

vários tipos de compostos e baixo custo (HAWKINS, SOONSHIONG & DESAI, 2008). 

Este tipo de nanopartícula permite a modulação de sua composição e carga superficial 

para obter maior interação com as membranas celulares (DOMINGOESPÍN, et al., 

2011). 

Dentre os tipos de materiais proteicos utilizados para produzir nanopartículas está 

a zeína. A zeína é uma proteína extraída do endosperma de grãos de milho e pode 

ser empregada facilmente para produzir partículas em nanoescala adequadas para 

uso  como  sistemas  de  transporte.  Pertence  à  classe  das  prolaminas  e  apresenta 

vantagens, como ser comestível, atóxica e biodegradável. É uma molécula anfifílica e 

vem  sendo  largamente  utilizada  nas  indústrias  farmacêuticas,  de  alimentos  e 

biotecnológicas (IRACHE & GONZÁLESNAVARRO, 2017; LIANG et al., 2015; SUN 

et al., 2016). 

Estudos na área de encapsulação de compostos bioativos em nanopartículas de 

zeína vêm sendo realizados na tentativa de obter uma melhor resposta do ativo no 

organismo  e  ao  mesmo  tempo  buscando  alternativas  ambientais  verdes,  gerando 

condições para  a  preservação  dos  recursos naturais  e auxiliando  na  promoção  do 

desenvolvimento  econômico.  Esses  estudos  visam  o  tratamento  de  doenças, 

principalmente relacionadas ao câncer. 

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo extrair os compostos bioativos 

presentes  nos  rizomas  do  açafrãodaterra  e  encapsulálos  em  nanopartículas 

proteicas  de  zeína  a  fim  de  testar  sua  atividade  citotóxica/antitumoral  em  células 

tumorais humanas. 
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1  Plantas medicinais 
 

As  plantas  medicinais  fazem  parte  da  biodiversidade  e,  desde  o  início  da 

civilização,  vêm  sendo utilizadas para  o  tratamento,  cura  e  prevenção  de  doenças 

(BRAGA  &  SILVA,  2021).  Estudos  apontam  que  cerca  de  80%  da  população  as 

utilizam como ervas medicinais e ritualísticas, sendo bastante disseminado em feiras 

e  estabelecimentos  comerciais,  nos  centros  ou  periferias  de  cidades.  No  entanto, 

parte do uso  tradicional da planta medicinal não é documentado, o que  resulta no 

declínio do conhecimento e tornao não confiável (CARMO et al., 2015; FIRMO et al., 

2011; MICHEL, ABD RANI & HUSAIN, 2020). 

   Percebese um grande aumento no número de pesquisas nessa área, como 

uma  estratégia  de  seleção  de  plantas  medicinais  (ALBUQUERQUE  &  HANAZAKI, 

2006),  além  da  necessidade  de  unificar  conhecimento  popular  e  ciência,  obter  a 

comprovação da real eficácia da utilização e promover o uso sustentável dos recursos 

naturais, principalmente em países em desenvolvimento, como o Brasil, que possuem 

uma das maiores biodiversidades (FIRMO et al., 2011). 

Conforme  Figuras  1  e  2,  desde  os  anos  2000,  o  Brasil  tem  aumentado 

consideravelmente  o  número  de  publicações  sobre  plantas  medicinais.  Pesquisa 

realizada em 2020 aponta o Brasil como destaque mundial, perdendo apenas para a 

China,  Índia  e  Irã  (SALMERÓNMANZANO, GARRIDOCARDENAS  &  MANZANO

AGUGLIARO, 2020).  Não há pesquisas mais recentes que envolvam o número de 

publicações sobre plantas medicinais, sendo assim os dados continuam vigentes. 
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Figura 1: Pesquisa mundial em plantas medicinais 

   
Fonte: SalmerónManzano, GarridoCardenas & ManzanoAgugliaro (2020) 

 
Figura 2: Evolução temporal em publicações de plantas médicas para os 12 principais países 

 
Fonte: SalmerónManzano, GarridoCardenas & ManzanoAgugliaro (2020) 

 

As  plantas  medicinais  são  muito  utilizadas  na  indústria  farmacêutica, 

principalmente  para  a  produção  de  medicamentos  fitoterápicos.  De  acordo  com  a 

Brasil  (2022),  fitoterápico  é  a  planta  medicinal  industrializada  para  se  obter  um 

medicamento, “o processo  de  industrialização  evita  contaminações  por 

microrganismos e substâncias estranhas, além de padronizar a quantidade e a forma 

certa que deve ser usada, permitindo uma maior segurança de uso”. 

A fitoterapia faz parte do interesse do Ministério da Saúde e do Sistema Único de 

Saúde  (SUS)  e,  desde  2006,  disponibilizam  plantas  medicinais  e  medicamentos 

fitoterápicos para a população.  



16 
 

 
 

A  partir  de  2009  foi  apresentada  a  Renisus  (Relação  Nacional  de  Plantas 

Medicinais de Interesse do SUS). Essa lista contém 71 espécies de plantas e tem a 

finalidade de orientar estudos e pesquisas para que se possa subsidiar a elaboração 

de uma relação de fitoterápicos para uso da população, com segurança e eficácia para 

o tratamento de doenças (BRASIL, 2009). Nessa lista consta, dentre outras plantas, a 

Curcuma longa que será objeto de nosso estudo. 

 

2.2  Açafrãodaterra 
 

Existem  mais  de  80  espécies  de  turméricas  (Curcuma  spp.)  e  algumas 

espécies,  como a  Curcuma  longa,  apresentam  mais  de  70  variedades.  Entretanto, 

elas podem ser diferentes com relação às propriedades químicas e biológicas (AKTER 

et al., 2019). 

O açafrãodaterra (Figura 3) é conhecido no Brasil  como cúrcuma, açafrão, 

açafrãodaterra  ou  açafrãodaíndia  (MAIA  et  al.,  1995).  Ele  vem  sendo  utilizado 

como um componente da medicina Indiana desde 1900 a.C. Até o século XIIXIII seu 

uso era restrito ao continente asiático (BARSELA, EPELBAUM & SCHAFFER, 2009).  

 
Figura 3: Açafrãodaterra (Curcuma longa) 

 
Fonte: Autoria própria (2021) 

 

O açafrãodaterra é uma especiaria derivada dos rizomas da planta Curcuma 
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longa, membro da família Zingiberaceae. É usualmente empregado na forma em pó, 

como  corante  (MAIA  et  al.,  1995)  e  também  é  vendido  como  rizomas  frescos.  As 

principais formas farmacêuticas descritas são cápsulas e comprimidos. Também foi 

descrita a utilização de cremes, pomadas, gel, patch muco adesivo e soluções, como 

enxaguatório bucal e colírio (BRASIL, 2020). 

A cor amarelo brilhante do açafrãodaterra vem principalmente de pigmentos 

polifenólicos hidrofóbicos conhecidos como curcuminóides. A curcumina é o principal 

e  mais  ativo  curcuminóide  encontrado  no  açafrãodaterra  e,  quimicamente  é 

conhecida  como  diferuloilmetano  (C21H20O6)  (Figura  4a).  Outros  curcuminóides 

encontrados incluem bisdemetoxicurcumina (Figura 4b) e demetoxicurcumina (Figura 

4c) (SHARMA, GESCHER & STEWARD, 2005). 

 
Figura 4: Curcuminóides presentes no açafrãodaterra: curcumina (a), 

bisdemetoxicurcumina(b) e demetoxicurcumina (c) 

(a) (b)

(c) 

Fonte: Sharma, Gescher & Steward (2005) 
 

  A análise fitoquímica do açafrãodaterra, em estudos realizados por Patil et al. 

(2019),  apresentou:  alcalóides,  flavonoides,  terpenóides,  esteróides,  saponinas, 

fenóis, glicosídeos, entre outros. Os compostos fenólicos e os  flavonoides de modo 

geral são os principais responsáveis pela atividade antioxidante do açafrãodaterra. 

 

2.3  Compostos bioativos 
 

Os compostos bioativos podem ser definidos como nutrientes e/ou não nutrientes 

com ação metabólica ou fisiológica específica. Estas substâncias podem exercer seus 

efeitos  agindo  como  antioxidantes,  ativando  enzimas,  bloqueando  a  atividade  de 

toxinas  virais  ou  antibacterianas,  inibindo  a  absorção  de  colesterol,  diminuindo  a 

agregação plaquetária ou destruindo bactérias gastrointestinais nocivas (QUEIROZ, 
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2012). 

O  grande  interesse  e  foco  nos  estudos  dos  compostos  bioativos  de  alimentos 

devese ao reconhecimento da relação entre nutrição, saúde e doença proveniente de 

vários  estudos  nas  áreas  da  bioquímica,  da  clínica,  da  epidemiologia  e  mais 

recentemente, da genômica. O Brasil é um país com uma grande variedade de frutas 

e  vegetais,  o  que  torna  os  estudos  na  área  de  alimentos  funcionais  bastante 

promissores (LAJOLO, 2019). 

Os compostos bioativos estão presentes em pequenas quantidades nos alimentos 

e são compostos extra nutricionais, ou seja, não têm funções estabelecidas como as 

dos nutrientes e sua falta não acarreta uma deficiência ou uma doença. Há evidências 

de  que  exercem  diferentes  ações  biológicas  benéficas  e  podem  associarse  à 

promoção da saúde, aumento do bem estar e menor incidência das doenças crônicas 

não transmissíveis (ARAÚJO et al., 2021). 

Os mecanismos dos compostos bioativos são complexos e pouco conhecidos, no 

entanto sabese que a resposta pode ser  influenciada por  fatores genéticos e pela 

microbiota intestinal (LAJOLO, 2019). 

Por  existirem  em  grande  número  na  natureza  e  com  variedades  de  estruturas 

químicas  os  compostos  bioativos  são  divididos  em  diversas  classes  sendo 

compreendidos por polifenóis, antocianinas,  flavonoides,  fosfolipídios, carotenoides, 

fitoesteróis, organossulfurados, entre outros (ARAÚJO et al., 2021). 

 

2.4  Antioxidantes 
 

De um modo geral, os antioxidantes podem ser definidos como moléculas capazes 

de diminuir ou prevenir a oxidação de outras moléculas, podendo atuar em alimentos 

ou em sistemas biológicos. Em alimentos, predominantemente, ocorrem reações de 

auto  oxidação  em  cadeia.  Em  organismos  vivos  os  antioxidantes  previnem  danos 

celulares  e  agem  como  eliminadores  de  radicais  livres  e  por  isso  são  uma  parte 

importante da nossa dieta (GODIC et al., 2014; DA COSTA SILVA, CERCHIARO & 

HONÓRIO, 2011). 

Na fisiologia normal, enzimas específicas no corpo, como superóxido dismutase, 

catalase e glutationa peroxidase, geralmente controlam os níveis de radicais  livres 

(GULÇIN et al., 2002). Porém quando os níveis de radicais livres são superiores aos 
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das  enzimas  endógenas  responsáveis  por  eliminálos,  ocorre  o  estresse  oxidativo 

(AKTER et al., 2019).  

Os radicais  livres (radicais superóxido (𝑂2
• −)), radicais hidroxila  (𝑂𝐻•) e oxigênio 

singlete (1O2) estão se produzindo continuamente no corpo humano por reações redox 

complexas e desempenham um papel crucial no desenvolvimento de muitas doenças 

crônicas,  como  câncer,  doenças  cardiovasculares,  arteriosclerose,  diabetes, 

envelhecimento e doenças neurodegenerativas (PHAMHUY & PHAMHUY, 2008). 

 

2.4.1  Estresse oxidativo e radicais livres   
 

O  estresse  oxidativo  pode  estar  ligado  ao  aumento  de  radicais  livres  ou  à 

diminuição  da  concentração  de  antioxidantes.  Ocorre  uma  instabilidade  entre 

moléculas  próoxidantes  e  antioxidantes  (HUSAIN  &  KUMAR,  2012;  PERSSON, 

POPESCU  &  CEDAZOMINGUEZ,  2014).  Os  próoxidantes/radicais  livres  contêm 

mais de um elétron desemparelhado que é instável e muito reativo para reação com 

outras  espécies.  Em  geral,  as  rotas  metabólicas  contínuas  no  sistema  humano 

produzem ERO/ERN/radicais livres que atacam especialmente os amidos, gorduras, 

proteínas  e  ácidos  nucleicos  (LICHTENBERG  &  PINCHUK,  2015).  Poucas  fontes 

destinadas  ao  desenvolvimento  de  ERO/ERN  compreendem  mitocôndrias 

endógenas, por exemplo, xantina oxidase (SISEIN, 2014), peroxissomos, inflamação, 

fagocitose,  vias  do  ácido  araquidônico,  exercícios  e  lesão  de  esquemia/reperfusão 

(HUSAIN & KUMAR, 2012), íons metálicos livres, explosão respiratória (TAKASHIMA 

et al., 2012),  fumaça de cigarro, solventes  industriais e exógenos, como poluentes 

ambientais  e  irradiação  UV.  A  redução  parcial  do  dioxigênio não  reativo  (KUMAR, 

2014)  também  resulta  em  ERO.  Incluem  ânion  superóxido  (O2‾),  peróxido  de 

hidrogênio  (H2O2),  radical  hidroxila  (𝑂𝐻•),  oxigênio  singlete,  óxido  nítrico  (NO)  e 

outros, causando danos celulares e ao DNA. O ânion superóxido é conhecido como 

ERO primário, que se misturam a novas moléculas para formar ERO secundários por 

meio de rotas catalisadas por enzimas e metais (NEHA et al., 2019). 

As  ERO/ERN  desempenham  um  comportamento  duplo,  visto  que  em  uma 

concentração  mais  elevada  são  prejudiciais  ao  sistema  biológico,  enquanto  uma 

quantidade  moderada  mostra  um  efeito  valioso,  como  proteção  contra  infeções 

(HUSAIN & KUMAR, 2012). O desvio nos níveis de ERO/ERN é uma parte da função 
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normal  que  não  ultrapassaria  a  fronteira  entre  a  biologia  redox  e  os  níveis 

citotóxicos/citostáticos (MITTLER, 2017). É necessário para a homeostase celular a 

sinalização  de  várias  respostas  biológicas,  por  exemplo:  H2O2  funciona  para 

diferenciação, migração e proliferação. Os indutores de ERO, além dos eliminadores 

são apresentados na Figura 5. 

 
Figura 5: Equilíbrio redox entre eliminadores e indutores de ERO. O círculo azul representa 

indutores ERO. O círculo cinza representa eliminadores de ERO 

 
Fonte: Adaptado de Neha et al. (2019) 

 
As ERO/ERN também são usadas para a transdução de sinal que traz citocinas e 

fator nuclearkB (NFkB) (GORRINI, HARRIS & MAK, 2013). No entanto, o acúmulo 

supérfluo de ERO/ERN prejudica os constituintes celulares, como lipídios, proteínas e 

DNA.  As  ERO/ERN  transformam  o  DNA,  rompendo  sua  fita  simples  ou  dupla, 

degradando as bases nitrogenadas, transformando, translocando e fazendo ligações 

cruzadas com proteínas. A alteração do DNA leva ao envelhecimento, carcinogênese 

e doenças neurodegenerativas, autoimunes, cardiovasculares e outras. 8OHG (8

hidroxiguanosina) é o reconhecido superlativo da modificação do DNA seguido por 

estresse oxidativo e é um marcador promissor para a carcinogênese (BIRBEN et al., 

2012). As ERO/ERN podem oxidar a espinha dorsal, bem como as cadeias laterais da 

proteína, que irão interagir com a cadeia lateral de outros aminoácidos para a geração 

da função carbonila (PISOSCHI & POP, 2015). 

ERO/ERN  também pode quebrar as cadeias de peptídeos, oxidar aminoácidos 
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ácidos e levar à peroxidação lipídica ao perturbar a membrana biológica. No caso da 

proteína, a oxidação do grupo sulfidrila leva a alterações conformacionais, degradação 

e  desdobramento  da  proteína,  enquanto  no  caso  da  peroxidação  lipídica,  gera 

aldeídos  insaturados,  isoprostanos  e  substâncias  reativas  do  ácido  tiobarbitúrico 

capazes de levar ao estresse oxidativo e desativar as proteínas celulares (FIRUZI et 

al., 2011). 

 

2.4.1.1  Mecanismo dos radicais livres 
 

Superóxido (𝑂2
• −) é produzido a partir do O2 via radical hidroperoxil em pH 7,4, 

enquanto o subproduto respiratório mitocondrial e a NADPH oxidase dão origem ao 

peróxido  de  hidrogênio  (H2O2).  O  superóxido  (𝑂2
• −)  pode  ser  transformado  em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) através da superóxido dismutase (SOD) por meio da 

reação de HaberWeiss, que é então convertido em várias outras ERO, como radicais 

hidroxila (𝑂𝐻•) e ânions hidroxila (OH‾) e, por último, à água pela catalase, conforme 

mostrado na Figura 6. 
Figura 6: Formação de ERO por meio de várias reações. 

 

Fonte: Adaptado de Neha et al. (2019) 
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A interação entre o peróxido de hidrogênio com o radical Fe2+ (reação de Fenton) 

forma radical hidroxila 𝑂𝐻•. A reação entre LH (lipídio genérico) e L (radical lipídico), 

leva à peroxidação lipídica (CAROCHO & FERREIRA, 2013).  

Os radicais livres podem reagir com novas moléculas por meio de: 

 

1.  Doação de elétrons/aceitação de elétrons 
𝑂𝐻•  +  RS‾ ←⃗⃗⃗⃗ OH‾ + 𝑅𝑆• 

 

2.  Remoção de hidrogênio 

𝐶𝐶𝑙3
•  +  RH ←⃗⃗⃗ CHCl3  +  𝑅•  

 

3.  Reações de adição 

𝐶𝐶𝑙3
•  +  CH2 = CH2 ←⃗⃗⃗  CH2(CCl3) − CH2 • 

 

4.  Terminação 

𝐶𝐶𝑙3
•  +  CCl3 • ←⃗⃗⃗⃗ C2Cl6 

 

5.  Desproporcionamento 

 𝐶𝐻3𝐶𝐻2
•  +  𝐶𝐻3𝐶𝐻2

•  ←⃗⃗⃗ CH2 = CH2  +  CH3 − CH3 

 

2.4.1.2  Antioxidante e seu sistema de defesa 
 

A reação de oxidação é essencial para a vida já que auxiliam na composição do 

nosso corpo, mas também pode ser destrutiva. Geralmente, a oxidação é um processo 

de  alteração  de  uma  substância  química,  que  produz  radicais  livres  (altamente 

reativos), levando a reações em cadeia numérica que podem destruir as células. Uma 

série de estresse abiótico causa abundância de ERO/ERN e danifica o tecido, o que 

resulta  em  várias  doenças,  incluindo  cardíacas,  hepáticas,  neurodegenerativas, 

câncer e envelhecimento (KIM et al., 2015). 

Os antioxidantes evitam ou auxiliam no tratamento de doenças relacionadas ao 

estresse  oxidativo  neutralizando  o  efeito  de  deterioração  das  ERO/ERN, 

desempenhando um papel crucial na conservação de funções celulares (KIM et al., 

2015).  

Muitos  antioxidantes  naturais  e  sintéticos  foram  descobertos.  Os  antioxidantes 
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naturais endógenos, produto do metabolismo do organismo, podem ser enzimáticos 

ou  não  enzimáticos  (AGUILAR,  NAVARRO  &  PÉREZ,  2016).  Os  antioxidantes 

enzimáticos  endógenos  consistem  em  glutationa  peroxidase,  SOD  e  catalase, 

enquanto os antioxidantes não enzimáticos são ácido úrico, ácido lipóico, bilirrubina, 

glutationa  e  melatonina.  Os  antioxidantes  naturais  exógenos  são  carotenoides, 

vitamina E, A e C, flavonoides naturais ou diferentes outros compostos. A vitamina C 

é um antioxidante solúvel em água que atua junto com a vitamina E para proteger os 

lipídios da peroxidação (AGUILAR, NAVARRO & PÉREZ, 2016). 

Já  os  antioxidantes  sintéticos  são  antioxidantes  centrados  no  petróleo  que 

compreendem  butil  hidroxitolueno  (BHT),  galato  de  octila  (OG),  butil  hidroxianisol 

(BHA), galato de propila (PG) e tercbutilhidroquinona (TBHQ). TBHQ tem importância 

nutricional e confere sabor e cor ao produto alimentar  (BOUAYED, HOFFMANN & 

BOHN, 2010). 

Os antioxidantes sintéticos são usados como aditivos alimentares no processo de 

prevenção da deterioração oxidativa de óleos e gorduras em alimentos processados 

(LIU et al., 2016; NANDITHA & PRABHASANKAR, 2009; SHASHA, 2014). Também 

são descritos como tendo efeitos nocivos sobre os sistemas de enzimas humanas e 

DNA (LIU et al., 2016). NDGA (ácido nordiidroguaiaretico) é um antioxidante alimentar 

identificado como a causa  raiz da doença cística  renal, principalmente no caso de 

roedores.  

Antioxidantes  que  estão  envolvidos  na  proteção  (MUTSALUD  et  al.,  2016)  de 

sistemas biológicos:  

•  Inibindo a criação de novos radicais (SOD, catalase, Se, Cu, Zn), 

•  Capturando os radicais livres para evitar a reação em cadeia (vitaminas E e 

C, carotenoides), 

•  Restaurando a deficiência afetada pelos radicais livres (lipases, proteases).  

Os  antioxidantes  naturais  são  ricos  em  compostos  fenólicos  e  não  causam 

efeitos  tóxicos  (YANISHLIEVA,  MARINOVA  &  POKORNÝ,  2006).  Sendo  assim, 

considerando todas essas limitações em relação ao uso de antioxidantes sintéticos e 

a busca por uma maior conscientização do público sobre as questões de saúde, a 

necessidade de se estudar e  também utilizar  antioxidantes naturais promotores de 

saúde aumentou. Desta forma, o reconhecimento de constituintes antioxidantes em 

material vegetal pode ser uma alternativa para garantir uma boa saúde, além de que 
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são escolhidos para  serem usados como suplemento alimentar,  funcionando como 

alimentos funcionais (AKTER et al., 2019; EMBUSCADO, 2018). 

 

2.5  Compostos Fenólicos 
 

Os  compostos bioativos  (fitoquímicos)  compreendem  uma grande  variedade  de 

classes  de  compostos  químicos  com  diferentes  propriedades  físicoquímicas 

(polaridade, solubilidade, capacidade de formar ligações de hidrogênio, potencial de 

oxido redução) que irão determinar tanto o tipo como a eficiência de atividade, assim 

como o meio e a estrutura celular em que podem atuar (OLIVEIRA & BASTOS, 2011). 

A Figura 7 ilustra os fitoquímicos/antioxidantes naturais e os principais subgrupos de 

compostos que têm sido investigados por apresentarem propriedades antioxidantes e 

serem utilizados para uso clínico. 
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Figura 7: Fluxograma das classes de compostos fitoquímicos com propriedades antioxidantes 

 
Fonte: Adaptado de Liu (2004) 
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Os compostos  fenólicos estão espalhados pelo  reino vegetal,  mas os principais 

alimentos  são  frutas,  cebola,  alho  e  especiarias.  São  produtos  do  metabolismo 

secundário  das  plantas,  desempenhando  funções  essenciais  na  reprodução  e  no 

crescimento  das  mesmas;  atuam  como  mecanismo  de  defesa  contra  patógenos, 

parasitas e predadores, além de contribuir para a coloração das plantas (LIU, 2004). 

 Além de suas funções nas plantas são frequentemente associados à redução no 

risco  de  doenças  cardiovasculares,  câncer  e  outras  doenças  crônicas  (LIU,  2004; 

SPENCER et al., 2008). Os compostos fenólicos possuem propriedades redutoras e 

capacidade em sequestrar  radicais  livres e metais próoxidantes. São classificados 

como  interruptores  de  radicais  livres,  exibindo  uma  alta  atividade  antioxidante, 

explicando, em parte, esta associação (D'ARCHIVIO et al., 2007; SHAHIDI, JANITHA 

& WANASUNDARA, 1992). Estudos sugerem que os compostos  fenólicos possam 

atuar também por outros meios como a modulação da atividade de diferentes enzimas 

como a telomerase, lipoxigenase e cicloxigenase, interações com receptores e vias 

de transdução de sinais, regulação do ciclo celular, entre outras, fundamentais para a 

manutenção da homeostase dos organismos vivos (D’ARCHIVIO et al., 2007). 

Os compostos fenólicos são caracterizados pela presença de um ou mais anéis 

aromáticos ligados a pelo menos um radical hidroxila e/ou outros substitutos, e podem 

ser divididos de acordo com o número de anéis fenólicos e com as estruturas as quais 

estão ligados (D’ARCHIVIO et al., 2007; LIU, 2004). Podem ser naturais ou sintéticos 

e podem estar em formas livres ou complexadas a açúcares e proteínas. Os grupos 

mais abundantes de antioxidantes fenólicos de fonte natural presentes nos alimentos 

são  os  flavonoides,  os  ácidos  fenólicos,  as  lignanas,  os  taninos  e  os  tocoferóis 

(ANGELO & JORGE, 2007; D’ARCHIVIO et al., 2007; SPENCER et al., 2008). Estima

se que os flavonoides respondam por aproximadamente dois terços dos fenólicos em 

nossa dieta e o terço restante provém dos ácidos fenólicos (LIU, 2004). Abaixo (Figura 

8), a estrutura base de um composto fenólico. 
Figura 8: Estrutura base de um fenólico 

 
Fonte: Autoria própria (2021)  
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2.5.1  Flavonoides 
 

Os flavonoides são um grupo de compostos fenólicos com atividade antioxidante 

que  foi  identificada  em  frutas,  vegetais  e  outros  alimentos  vegetais  e  que  foram 

vinculados à redução do risco das principais doenças crônicas. Foram identificados 

mais de 4000 flavonoides distintos. Comumente têm uma estrutura genérica composta 

por dois anéis aromáticos ligados por 3 carbonos que geralmente estão em um anel 

heterocíclico oxigenado (Figura 9) (LIU, 2004). 

 
Figura 9: Estrutura base de flavonoides 

 
Fonte: Autoria própria (2021) 

 

  Diferenças  na  estrutura  genérica  do  anel  heterocíclico  classificaos  como 

flavonóis,  flavonas,  flavanóis  (catequinas),  flavanonas,  antocianidinas  e 

isoflavonóides. Flavonóis (quercetina, kaempferol e miricetina), flavonas (luteolina e 

apigenina),  flavonóis  (catequina,  epicatequina,  epigalocatequina,  galato  de 

epicatequina e galato de epigalatocatequina), flavanonas (naringenina), antocianinas 

e  isoflavonóides  (genisteína)  são  flavonoides  comuns  da  dieta  (LIU,  2004).  As 

antocianinas dão as cores vermelha e azul a algumas frutas e legumes (LIU, 2004). 

  A ingestão humana de todos os flavonoides é estimada em algumas centenas 

de miligramas (HOLLMAN & KATAN, 1999) a 650 mg dia1 (KUHNAU, 1976).  

 

2.5.2  Ácidos fenólicos 
 

Os ácidos fenólicos podem ser subdivididos em dois grupos principais, ácido 

hidroxibenzóicos e ácidos hidroxicinâmicos, conforme Figura 10. 
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Figura 10: Estrutura genérica do ácido benzóico (1) e ácido cinâmico (2) 

 
Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Derivados  do  ácido  hidroxibenzóico  incluem  os  ácidos  phidroxibenzóico, 

protocatecuico, vanílico, siríngico e gálico. Estão comumente presentes encadeados, 

sob  a  forma  de  polímeros  e  são  normalmente  um  componente  de  uma  estrutura 

complexa como ligninas e taninos hidrolisáveis. Também podem ser encontrados na 

forma de derivados de açúcar e ácidos orgânicos em alimentos vegetais (LIU, 2004). 

Derivados do ácido hidroxicinâmico incluem os ácidos pcumárico, caféico, ferúlico 

e sinápico. Estão principalmente presentes na forma ligada a componentes estruturais 

da parede celular, como celulose, lignina e proteínas por meio de ligações éster. O 

ácido  ferúlico  ocorre  principalmente  nas  sementes  e  folhas  das  plantas, 

principalmente covalentemente conjugado os mono e dissacarídeos, polissacarídeos 

da  parede  celular  vegetal,  glicoproteínas,  poliaminas,  ligninas  e  biopolímeros  de 

carboidratos insolúveis (LIU, 2004). 

Dentre  os  ácidos  fenólicos,  podese  destacar  a  curcumina  que  também  é  um 

derivado importante dos ácidos hidroxicinâmicos presentes nas plantas. A curcumina 

é  composta  por  dois  ácidos  ferúlicos  ligados  por  um  metileno  em  uma  estrutura 

dicetona,  é  o  principal  pigmento  amarelo  da  mostarda  (LIU,  2004),  além  de  ser  o 

principal composto ativo presente no açafrãodaterra. 

 

2.5.2.1  Curcumina 
 

Conforme apresentado anteriormente, a curcumina pertence ao grupo fitoquímico 

dos  ácidos  fenólicos  e  é  constituinte  predominante  do  açafrãodaterra.  É 

relativamente  insolúvel  em  água,  mas  se  dissolve  em  acetona,  dimetilsulfóxido  e 

etanol. É instável em pH básico e degrada dentro de 30 minutos, tendo como principal 

produto de degradação o trans6(4´hidroxi3´metoxifenil)2,4dioxo5hexenal, além 

do ácido ferúlico, feruloilmetano e vanilina (LIN, PAN & LINSHIAU, 2000) (Figura 11). 
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Em condições ácidas a degradação da curcumina é muito mais lenta, com menos de 

20% do total de curcumina se decompondo em 1h (WANG et al., 1997).  

 
Figura 11: Estruturas química de produtos obtidos da degradação da curcumina em 0,1M 

tampão fosfato, pH 7,2 a 37°C 

 
Fonte: Wang et al. (1997) 

 

As  amostras  de  curcumina  devem  ser  protegidas  da  luz  por  apresentaram 

fotossensibilidade  (SHARMA,  GESCHER  &  STEWARD,  2005).  Acima  de  pH  7,  a 

tonalidade da curcumina é menos amarela e mais vermelha. A curcumina tem uma 

massa  molar  de  368,37  g  mol1  e  um  ponto  de  fusão  de  183  °C.  Na  investigação 

espectrofotométrica  ultravioleta  visível,  a  absorção  máxima  de  luz  da  curcumina 

ocorre a 420 nm (SHARMA, GESCHER & STEWARD, 2005). 

Com relação à farmacocinética da curcumina, exibe baixa biodisponibilidade oral 

em roedores, e pode sofrer metabolismo intestinal; a curcumina absorvida sofre um 

metabolismo  de  primeira  passagem  e  excreção  na  bile  (SHARMA,  GESCHER  & 

STEWARD, 2005). 

Nos últimos 10  15 anos a curcumina vem sendo utilizada de maneira intensiva 

na área científica em ensaios clínicos nos níveis de fase I e II (BARSELA, EPELBAUM 

& SCHAFFER, 2009). Os ensaios clínicos de fase I demonstraram que a curcumina é 

segura,  mesmo  em  altas  doses  (12  g  dia1)  em  humanos,  porém  exibe  baixa 

biodisponibilidade e sofre rápida degradação em pH fisiológico (ANAND et al., 2007), 

resultando em baixa biodisponibilidade sistêmica, farmacocinética pobre e eficácia  in 

vivo prejudicada (BISHT et al., 2007).  

A  curcumina  é  usada  na  medicina  alternativa  para  o  tratamento  de  doenças 
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comuns, como dores no estômago, flatulência, icterícia, artrite, feridas e infecções na 

pele,  entre  outras  (BARSELA,  EPELBAUM  &  SCHAFFER,  2009).  Além  de  seus 

efeitos  benéficos  para  alergia,  asma,  aterosclerose,  doença  cardíaca,  doença  de 

Alzheimer, diabetes (BARSELA, EPELBAUM & SCHAFFER, 2009), antiinflamatória, 

antioxidante, quimiopreventiva e quimioterápica  (HATCHER et al., 2008; YALLAPU, 

JAGGI & CHAUHAN, 2010), anti vírus da imunodeficiência humana, antimicrobiano, 

antiparasitário (BARSELA, EPELBAUM & SCHAFFER, 2009).  

Estudos vêm sendo conduzidos a fim de  investigar os efeitos de  nano cápsulas 

lipídicas  carregadas  com  curcumina  em  doença  de  Alzheimer.  Os  ratos  foram 

submetidos a injeção de estreptozotocina intracerebroventricular (STZicv) e posterior 

tratamento com curcumina. Após  testes comportamentais e  retirada do córtex pré

frontal  foi  observado  a  capacidade  da  curcumina  em  inibir  a  atividade  da  enzima 

acetilcolinesterase  (AChE)  e  melhorar  a  memória  que  havia  ficado  prejudicada.  A 

injeção de STZicv provoca um aumento na atividade da AChE e pode estar envolvido 

no prejuízo da memória (SAVALL et al., 2020). 

Houve estudos também para mieloma múltiplo, artrite reumatoide, fibrose cística, 

doença inflamatória intestinal, psoríase e outras (CHANG et al., 2017; HARTONO et 

al., 2016). Este efeito mais generalizado pode ser devido à sua capacidade de modular 

o sistema imunológico (AGGARWAL & HARIKUMAR, 2009).  

Além da potente capacidade antioxidante da curcumina em níveis neutros e pH 

ácido  (SHARMA,  GESCHER  &  STEWARD,  2005),  as  atividades  pleiotrópicas  da 

curcumina  derivam  de  sua  química  complexa,  bem  como  sua  capacidade  de 

influenciar  várias  vias  de  sinalização,  vias  cito  protetoras  e  vias  metastáticas  e 

angiogênicas. A curcumina possui atividade antioxidante, elimina radicais livres e doa 

hidrogênio e  também  funciona como quelante de  ferro,  ligandose a alguns metais 

como o ferro e o cobre (HATCHER et al., 2008)  

A Figura 12 apresenta duas vias de biotransformações principais da curcumina em 

camundongos:  redução e  glicuronidação da curcumina.  Os  resultados  preliminares 

indicam que o NADH é necessário para a reação de redução, enquanto a natureza 

redutase  é  desconhecida.  Além  disso,  a  maioria  dos  derivados  conjugados  são 

hidrolisados por βglucosidase  e  identificados  como  glucuronídeos  no  plasma  do 

camundongo. 
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Figura 12: Biotransformações da curcumina em camundongos 

 
 Fonte: Lin, Pan & LinShiau (2000) 

 

A  curcumina  não  é  tóxica  e  exibe  biodisponibilidade  limitada  (HATCHER  et  al., 

2008).  Os  principais  fatores  que  contribuem  para  os  baixos  valores  teciduais  no 

plasma,  parecem  ser  devido  à  má  absorção  e  metabolismo  de  eliminação  rápido 

(ANAND et al., 2007). A fim de melhorar os desafios que envolvem a sua utilização, 
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como  hidrofobicidade,  menor  utilização  oral  (HU  et  al.,  2015)  e  estabilidade  em 

ambientes específicos, temse desenvolvido sistemas de liberação de fármacos, de 

modo que a  curcumina esteja encapsulada. 
 

2.6  Sistemas nanoparticulados 
 

As nanopartículas são utilizadas como uma melhor alternativa de sistemas para 

administração terapêutica de maneira mais eficaz e controlada  in vivo, promovendo 

então uma liberação controlada, direcionada e protegida dos compostos bioativos a 

nível celular e subcelular (PALIWAL & PALAKURTHI, 2014).  

Um dos mais interessantes exemplos de nanotecnologia no mundo antigo foi o uso 

pelos romanos no século IV d.C.: a taça de Lycurgus, da coleção do Museu Britânico, 

representa uma das mais destacadas conquistas da antiga indústria do vidro. É o mais 

antigo  exemplo  famoso  de  vidro  dicróico.  O  vidro  dicróico  descreve  dois  tipos 

diferentes  de  vidro  que  mudam  de  cor  em  determinados  condições  de  iluminação 

(BAYDA  et  al.,  2020).  Houve  um  progresso na  nanotecnologia  desde  as primeiras 

ideias  de  Feynman  até  1981,  quando  os  físicos  Gerd  Binnig  e  Heinrich  Rohrer 

inventaram  um  novo  tipo  de  microscópio  no  Laboratório  de  Pesquisa  da  IBM  em 

Zurique,  o  Scanning  Tunneling  Microscope  (STM)  (BINNIG  &  ROHRER,  1985; 

BINNIG, QUATE & GERBER, 1986). Em 1986, Binnig e Rohrer receberam o prêmio 

Nobel de Física pelo projeto do STM. Esta  invenção  levou ao desenvolvimento do 

microscópio de força atômica (AFM) e microscópio de sonda de varredura (SPM), que 

são instrumentos importantes para pesquisadores na área de nanotecnologia (BINNIG 

& ROHRER, 1985; BINNIG, QUATE & GERBER, 1986). 

Ao  mesmo  tempo,  em  1985,  Robert  Curl,  Harold  Kroto  e  Richard  Smalley 

descobriram que o carbono também pode existir na forma de esferas muito estáveis, 

os fulerenos (KROTO et al., 1985). Os nanotubos de carbono são usados como fibras 

compostas  em  polímeros  e  `beton`  para  melhorar  as  propriedades  mecânicas, 

térmicas e elétricas do produto. Também tem aplicações potenciais como emissores 

de  campo,  materiais  de  armazenamento  de  energia,  catálise  e  componentes 

eletrônicos moleculares (BAYDA et al., 2020). 

Em 2004, uma nova classe de nano materiais de carbono chamados pontos de 

carbono (pontos C) com tamanho abaixo de 10 nm foi descoberta acidentalmente por 

Xu et al. durante a purificação de nanotubos de carbono de parede única (XU et al., 
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2004). Nesse ínterim, a ciência progrediu em outros campos como na computação, 

na biologia e na engenharia (BAYDA et al., 2020).  

No  início  do  século  XXI,  houve  um  aumento  do  interesse  nos  campos  da 

nanociência  e  nanotecnologia.  Nos  EUA  foi  criada  a  Lei  de  Pesquisa  e 

Desenvolvimento  do  século  XXI  o  que  tornou  a  pesquisa  em  nanotecnologia  uma 

prioridade nacional e criou a National Technology Initiative (NNI) (BAYDA et al., 2020). 

No  Brasil,  em  2021,  foi  aprovada  a  Rede  Nacional  de  Nanobiotecnologia  pelo 

Conselho  Nacional  de  Desenvolvimento  Científico  e  Tecnológico  (CNPq/MCT) 

(NANOBIOTEC, UNICAMP). 

Uma  série  de  estudos  destaca  o  enorme  potencial  que  as  nanotecnologias 

desempenham  na  biomedicina  para  o  diagnóstico  e  terapia  de  muitas  doenças 

humanas  (KINNEAR  et  al.,  2017).  São  utilizadas  em  muitas  áreas  relacionadas  à 

biologia, como diagnóstico, imagens moleculares (BAYDA et al., 2020); relacionado à 

“nano fármacos”, como nano materiais para entrega de drogas; medicina regenerativa; 

nanopartículas  com  atividades  antibacterianas  ou  nanoestruturas  funcionais  para 

detecção de biomarcadores, oferecendo excelentes resultados (BAYDA et al., 2020; 

WEISSIG et al., 2014). 

Uma  das  aplicações  mais  importantes  da  nanotecnologia  na  biologia  molecular 

tem  sido  relacionada  à  veiculação  de  ácidos  nucléicos  (BAYDA  et  al.,  2020).  Um 

exemplo são as vacinas da PfizerBioNTech e da Moderna desenvolvidas em resposta 

à  pandemia  do  Corona  vírus.  São  as  primeiras  vacinas  de  plataforma  de  RNA 

mensageiro  aprovadas  para  uso  humano  e  que  envolvem  um  ácido  nucléico 

(NISHIOKA, 2021). 

Progressos  importantes  também  foram  feitos  no  campo  da  nano  oncologia, 

melhorando  a  eficácia  das  drogas  quimioterápicas  tradicionais  para  uma  grande 

quantidade  de  cânceres  humanos  agressivos  (LEE  &  WONG,  2011;  YUAN  et  al., 

2019).    As  nanopartículas  atingem  o  local  do  tumor  levando  à  terapia  necessária. 

Assim,  comprovase  que  podem  ser  empregados  sozinhos  ou  para  entrega  de  

moléculas  terapêuticas  para  processos  biológicos  essenciais,  como  autofagia, 

metabolismo  ou  estresse  oxidativo,  exercendo  atividade  anticâncer  (CORDANI  & 

SOMOZA, 2019), permitindo a melhoria das taxas de resposta do tumor, além de uma 

significativa  redução  da  toxicidade  sistêmica  associada  aos  atuais  tratamentos  de 

quimioterapia (BAYDA et al., 2020). 

A  encapsulação  pode  isolar  o  material  incorporado  do  ambiente  externo, 
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efetivamente minimizando ou mitigando a reação entre substâncias bioativas e fatores 

ambientais,  resultando  em  sustentabilidade  na  liberação,  estabilidade  e 

biodisponibilidade  de  substâncias  bioativas  (ZHANG  et  al.,  2020).  A  estabilidade, 

permeabilidade  e  eficiência  de  incorporação  da  encapsulação  dependem 

principalmente dos tipos de materiais de parede (NORKAEW et al., 2019). 

Um dos fatores que limita a expansão dos medicamentos produzidos em escala 

nanométrica  tem  sido  o  alto  custo  dos  materiais  e  processos  para  sua  produção 

(WEISSMUELLER et al., 2016). 

O desenvolvimento da nanotecnologia rendeu uma variedade de novos materiais 

em  nano  escala,  incluindo  metal,  óxido  de  metal,  semicondutor  e  nano  materiais 

poliméricos com uma ampla gama de aplicações em áreas como medicina, catálise, 

eletrônica  e  conversão  de  energia  e  armazenamento  (BHANA,  WANG  &  HUANG, 

2015).  São  amplamente  divididos  em  várias  categorias,  dependendo  de  sua 

morfologia,  tamanho  e  propriedade  químicas  (KHAN,  SAEED  &  KHAN,  2019).  O 

interesse  pelos  nano  materiais/nanopartículas  é  baseado  em  suas  propriedades 

estruturais e funcionais excepcionais que são tipicamente diferentes dos materiais a 

granel ou das moléculas discretas devido aos efeitos da nano escala (ZHANG & KING, 

2017). 

Abaixo  uma  breve  descrição  das  vesículas  lipídicas  e  das  nanopartículas 

poliméricas que são uma das mais utilizadas. 

 

2.6.1  Vesículas lipídicas 

 

Os lipossomas são vesículas esféricas que foram descobertas na década de 60 

por  Bangham;  desde  então  foram  extensivamente  estudados  como  potenciais 

portadores de  drogas.  São  compostas  principalmente  de  fosfolipídios,  que  formam 

pelo  menos  uma  bicamada  lipídica  concêntrica  e  um  núcleo  aquoso  dentro  das 

bicamadas que encapsulam substâncias hidrofílicas. A membrana dos lipossomas é 

composta por lipídios naturais e/ou sintéticos que, devido às suas propriedades únicas 

de estrutura em bicamada são usados como transportadores para moléculas lipofílicas 

e solúveis em água. Os fosfolipídios se agrupam em conchas polares em soluções 

aquosas devido à hidrofobicidade das cadeias de acila quando cercadas por um meio 

aquoso (LAOUINI et al., 2012). 
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Seu tamanho subcelular permite uma captação intracelular relativamente maior do 

que outros sistemas particulados; melhorando a biodisponibilidade do medicamento 

in  vivo.  Outras  vantagens  dos  lipossomas  incluem  alta  eficiência de  encapsulação 

apesar  da  solubilidade  do  medicamento,  baixa  toxicidade  devido  ao  teor  de 

fosfolipídios, proteção de drogas contra degradação de  fatores como pH e  luz e a 

redução da irritação do tecido (LAOUINI et al., 2012).  

Os  lipossomas  têm  atrativas  propriedades  biológicas  ativas,  incluindo 

biocompatibilidade,  biodegradabilidade  e  não  imunogenicidade.  Eles  se  mostram 

promissores como vetores ativos devido à sua capacidade de melhorar o desempenho 

do encapsulante, aumentando a solubilidade e a estabilidade do fármaco, entrega de 

drogas  encapsuladas  a  locaisalvo  específicos  e  fornece  liberação  sustentada  de 

drogas (LIAN & HO, 2001). Devido à sua variabilidade de composição e propriedades 

estruturais, os lipossomas são extremamente versáteis levando a um grande número 

de  aplicações  desde  a  entrega  de  medicamentos  e  genes  até  o  diagnóstico, 

cosméticos, anticoncepcionais imunológicos de longa duração, indústria alimentar e 

química (BANERJEE, 2001; KELLER, 2001; KULKARNI, PRABHAKAR & SHENDE, 

2022; LAOUINI et al., 2012; LIAN & HO, 2001). 

As nanopartículas lipídicas representam um dos sistemas de entrega de fármacos 

mais otimizados e caracterizados que têm mostrado perfis de circulação sanguínea 

estendidos  (WANG  et  al.,  2015).  Foram  aprovados  por  autoridades  regulatórias  e 

muitos  medicamentos  lipossomais  estão  em  desenvolvimento  préclínico  ou  em 

ensaios clínicos (MAURER, FENSKE & CULLIS, 2001). 

 

2.6.2  Nanopartículas poliméricas 
 

Os  polímeros  constituíram  os  primeiros  sistemas  de  liberação  de  fármacos 

introduzidos na década de 1970 (PEPPAS, 2013). Têm sido usados com frequência 

como veículos de liberação de fármacos devido à sua grande biodisponibilidade, sem 

causar  quaisquer  efeitos  colaterais  graves,  melhor  encapsulação,  controle  de 

liberação e propriedades menos tóxicas (KUMARI, YADAV & YADAV, 2010), além de 

serem  biocompatíveis,  biodegradáveis,  possuírem  alto  valor  nutricional,  fontes 

renováveis abundantes e capacidade de ligação extraordinária a vários medicamentos 

(ELZOGHBY, SAMY & ELGINDY, 2012b). 

As  proteínas  apresentam  menor  possibilidade  de  opsonização  pelo  sistema 
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reticulo  endotelial  (RES)  através  de  uma  barreira  estérica  aquosa,  ou  seja,  menor 

possibilidade de serem ativadas e causarem a ruptura da membrana de organismos 

invasores, além de suas excelentes propriedades funcionais incluindo emulsificação, 

gelificação,  formação  de  espuma  e  capacidade  de  ligação  com  a  água  (CHEN, 

REMONDETTO & SUBIRADE, 2006; ELZOGHBY, SAMY & ELGINDY, 2012a). Além 

disso, as nanopartículas de proteínas podem ser facilmente preparadas (ELZOGHBY, 

SAMY & ELGINDY, 2012a). 

Devido a vários grupos funcionais nas sequências primárias de polipeptídios, as 

nanopartículas de proteínas podem ser exploradas para criar diferentes  interações 

com  compostos  terapêuticos  e,  posteriormente,  formar  redes  tridimensionais  que 

oferecem uma variedade de possibilidades reversíveis de ligação de moléculas ativas, 

protegendoas em uma matriz bem como dando um direcionamento específico para o 

local de ação (ELZOGHBY, ABO ELFOTOH & ELGINDY, 2011; ELZOGHBY, SAMY 

& ELGINDY, 2012a). As nanopartículas de proteína são naturalmente metabolizáveis. 

Elas são hidrolisadas por enzimas digestivas e geram peptídeos bioativos que podem 

exercer uma série de efeitos in vivo (CHEN, REMONDETTO & SUBIRADE, 2006). 

  As  proteínas  utilizadas  podem  ser  tanto  de  origem  animal,  como:  gelatina, 

colágeno, albumina, proteínas do leite (caseína), elastina, quanto de origem vegetal, 

como: gliadina, proteínas da soja e zeína.  A proteína de origem vegetal zeína será 

nosso objeto de estudo. 

 

2.6.2.1  Nanopartículas de zeína 
 

Proteínas  de  origem  vegetal  representam  uma  nova  abordagem  no 

desenvolvimento de sistemas de entrega de drogas (GALI et al., 2021). Entre essas 

proteínas, a zeína, proveniente do milho, tem sido amplamente utilizada para preparar 

nanopartículas  para  entrega  de  compostos  bioativos  em  alimentos  e  preparações 

farmacêuticas (CHEN et al., 2019). 

 O  cereal  milho  tem  sua  origem  nas  Américas,  entre  o  sudoeste  dos  Estados 

Unidos  e  América  Central  e  é  consumido  em  todas  as  regiões  do  mundo.  Sua 

produção  está  estimada  (safra  2019/2020)  em  1,102  bilhão  de  toneladas 

(CROPLIFEBRASIL, 2020). 

No  entanto,  ele  é  considerado  de  baixa  qualidade  por  ser  deficiente  em  dois 

aminoácidos    lisina  e  triptofano,  essenciais  na  alimentação  humana,  pois  tanto  o 
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homem  quanto  outros  monogástricos  –  suínos,  aves  e  camundongos  –  não 

conseguem sintetizálos, tendo que obtêlos diretamente pela alimentação (SILVA et 

al., 2007). Por isso, cerca de 70% de sua produção mundial é utilizado na alimentação 

animal;  no  Brasil,  essa  porcentagem  varia  entre  60 e  80%,  dependendo  do ano  e 

apenas 15% destinase ao consumo humano (PAES, 2006). 

A zeína (CAS Reg. No. 9010666) é um dos polímeros naturais mais amplamente 

usados  e  é  responsável  por  4550%  da  proteína  do  milho  (LUO  &  WANG,  2014). 

Presente predominantemente no endosperma dos grãos de milho e pertencente ao 

grupo das prolaminas, tem sido o foco da pesquisa atual sobre o encapsulamento de 

compostos bioativos (LIU et al., 2019).  

De acordo com o FDA (Food and Drug Administration) a pureza da zeína deve ser 

adequada  ao  uso  a  que  se  destina  e  como  ingrediente,  em  alimentos,  não  tem 

nenhuma  limitação  além  das  atuais  boas  práticas  de  fabricação.  É  considerada 

“GRAS” (geralmente reconhecido como seguro) e ingrediente de qualidade alimentar 

pelo FDA (ELZOGHBY, SAMY & ELGINDY, 2012b; PALIWAL & PALAKURTHI, 2014). 

A zeína é constituída por 17 aminoácidos e apresenta um peso molecular de cerca 

de 40 kDa. Devido ao grande número de resíduos de aminoácidos sem carga, a zeína  

é insolúvel em água e solúvel em álcool, acetona e acetil acetona (LAI & GUO, 2011). 

A  zeína  contém  75%  de  resíduos  aminoácidos  lipofílicos  e  25%  de  aminoácidos 

hidrofílicos (PRASANNA et al., 2015). 

A zeína é uma mistura de pelo menos quatro tipos de proteínas: alfa, beta, gama 

e  delta  zeína,  cada  uma  com  uma  sequência  de  aminoácidos,  peso  molecular  e 

solubilidade diferentes (ZHONG & JIN, 2009). A alfa zeína (19 kDa e 22 kDa) é rica 

em aminoácidos hidrofóbicos (alanina, leucina e prolina); a beta zeína (16 kDa e 14 

kDa)  e  a  delta  zeína  (10  kDa)  possui  alta  quantidade  de  aminoácidos  sulfurados, 

portanto  com  perfil  de  solubilidade  semelhante  e  a  gama  zeína  (27  kDa)  contém 

resíduos  de  prolina  (LARKINS,  CRAIG  &  WALLACE,  1993).  A  tipo  alfa  hélices  é 

responsável por aproximadamente 3560% da estrutura secundária da zeína e é o tipo 

disponível comercialmente (CABRA et al., 2006; PALIWAL & PALAKURTHI, 2014). 

A  Figura  13  mostra  um  possível  modelo  da  proteína  zeína.  (a)  Os  pequenos 

círculos são segmentos de resíduo polar de ligação de hidrogênio. As nove hélices 

unidas em figura plana, sendo “up” a direção do término NH2 para COOH da cadeia 

dos aminoácidos, enquanto  “Dn” indica a direção oposta. (b) Arranjo das proteínas 

através  do  empilhamento  dos  planos  por  interações  de  resíduos  de  glutamina 
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(ARGOS et al., 1982). 

 
Figura 13: Possível modelo estrutural da proteína zeína 

 
Fonte: Argos et al. (1982) 

 
 

O processo de produção da zeína comercialmente disponível é feito da seguinte 

maneira: separação da farinha de glúten de milho, um coproduto da moagem úmida 

de  milho  (ZHONG  &  JIN,  2009),  com  álcool  isopropílico  aquoso  alcalino  contendo 

hidróxido de sódio. O extrato é então resfriado,  fazendo com que a zeína precipite 

(CFR  Code of Federal Regulations Title 21). 

Para  a  produção  das  nanopartículas  de  zeína,  existem  muitas  metodologias 

descritas na literatura usadas para carreamento com diferentes compostos bioativos 

incluindo  nano  precipitação,  dispersão  líquidolíquido,  separação  de  fases  e  eletro 

pulverização (PASCOLI, LIMA & FRACETO, 2018).  

A  técnica de nano precipitação antissolvente para a síntese de nanopartículas 

tem sido amplamente descrita na literatura e baseiase nas diferenças de solubilidade 

de uma proteína em diferentes solventes, em função do pH, força iônica e eletrólitos. 

O  método  envolve  a  adição  de  um  não  solvente  a  uma  solução  para  induzir  a 

supersaturação, levando à precipitação do soluto e à formação de nanopartículas. É 

importante selecionar um solvente e um antissolvente adequados, considerando sua 

miscibilidade na faixa de concentração em que serão utilizados (LI et al., 2013). 
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Nesta  metodologia,  as  nanopartículas  formadas  são  dependentes  da  taxa  de 

injeção da fase orgânica na fase aquosa, da velocidade de agitação e da razão de 

volume.  Não  há  necessidade  de  um  emulsificante  para  a  formação  de  partículas, 

embora  sua  natureza  e  concentração  possam  influenciar  o  tamanho  das 

nanopartículas (RAO & GECKELER, 2011). 

Luis et al. (2020), utilizou o método de precipitação antissolvente para preparar 

os sistemas e encontrou resultados de alta eficiência de encapsulação (>90%) para 

agentes ativos, indicando boa interação com a matriz de proteína (LUIS et al., 2020). 

Mais  da  metade  dos  aminoácidos  hidrofóbicos  estão  presentes  na  zeína, 

permitindo que menos proteínas presentes na natureza sejam dissolvidas em uma 

fração  de  volume  específico  da  solução  de  etanol  (6090%),  no  entanto  eles  são 

insolúveis em água (DONG, PADUA & WANG, 2013). Devido a essa característica de 

hidrofobicidade, associada com uma alta proporção de aminoácidos catiônicos, ele é 

solúvel  em  solventes  binários  contendo  álcool  que  podem  ser  explorados  para  a 

preparação de nanopartículas (HU & MCCLEMENTS, 2015). 

O  interesse  científico  na  zeína  devese,  entre  outros,  à  sua  capacidade  para 

formar  filmes  biodegradáveis,  flexíveis,  de  baixo  custo  e  resistentes  revestimentos 

hidrofóbicos,  que  fornecem  proteção  contra  ataques  microbianos,  indicando  sua 

eficácia para a produção de micro/nanopartículas usadas como sistemas de entrega 

de nutrientes e drogas (LUO & WANG, 2014; SHUKLA & CHERYAN, 2001). 

É  um  biomaterial  utilizado  em  aplicações  industriais,  como  na  agricultura,  na 

cosmética, na de embalagens e na indústria farmacêutica (PALIWAL & PALAKURTHI, 

2014).  Por  ser  uma  proteína  natural,  natureza  hidrofílica  e  lipofílica,  biocompatível 

(SONG et al., 2022) e biodegradável, além de ser econômica, atua como um agente 

encapsulante eficaz e está sendo de grande interesse para uso humano (PALIWAL & 

PALAKURTHI, 2014). A zeína apresenta baixos valores de absorção de água, alta 

resistência térmica e boas propriedades mecânicas (ZHONG & JIN, 2009). 

Os nano carreadores de zeína são produzidos por um processo instantâneo de 

encapsulamento; este processo é contínuo, escalonável e de baixo custo, permitindo 

a encapsulação de composto muito hidrofóbicos e a produção de nano carreadores 

com uma distribuição de tamanho estreita (WEISSMUELLER et al., 2016).  

A estrutura de polímero anfifílico da zeína permite que ela apresente pequenos 

glóbulos com diâmetros entre 150 e 550 nm em solução aquosa de etanol. A molécula 

tem forma de um tijolo e, assim, permite que ela transporte outras moléculas dentro 
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dela (ELZOGHBY, SAMY & ELGINDY, 2012b; LAI & GUO, 2011). Um exemplo é o 

medicamento digitálico “gitoxina”, em que a zeína promoveu o encapsulamento e 

liberação sustentada do ativo (ZHONG & JIN, 2009). 

A zeína tem um alto ponto isoelétrico (pI = 6) o que resulta em uma tendência a 

agregar cadeias de proteínas em formulações com pH neutro/ básico (PATEL et al., 

2012).  Por  esse  motivo  são  utilizados  comumente  agentes  estabilizadores  nas 

nanopartículas de zeína. 

Estudos demonstram que nanopartículas de zeína estabilizadas com caseinato 

de  sódio  e  alginato  de  sódio  apresentam  uma  melhora  na  solubilidade  em  água, 

estabilidade fotoquímica e atividade antioxidante (LIU et al., 2019). Os estabilizadores 

levam  a  um  aumento  gradual  no  tamanho  da  nanopartícula  e  uma  diminuição  na 

hidrofobicidade da superfície (LIU et al., 2020). Os testes reológicos mostram que os 

materiais  de  revestimento  levam  a  um  aumento  na  viscosidade  aparente  das 

nanopartículas. E a análise de estabilidade indica que os revestimentos apresentam 

ótima estabilidade de pH, solução de sal e armazenamento e ótimas características 

de  digestão  de  fluidos  antigastrointestinais,  prevenindo  a  desintegração  da 

nanopartícula  devido  à  forte  repulsão  eletrostática  e  estérica,  quando  comparados 

com nanopartículas de proteína pura (LIU et al., 2020). 

Estudos realizados por Luis et al. (2020), mostraram estabilidade variável para as 

formulações das nanopartículas ao longo do tempo analisado (90 dias). Formulações 

contendo  compostos  botânicos  apresentaram  maior  estabilidade  em  relação  às 

nanopartículas  controle.  As  nanopartículas  protegeram  os  compostos  ativos  da 

degradação  durante  o  armazenamento.  Concluíram  também  que  a  utilização  da 

tecnologia  em  nanopartículas  reduz  a  quantidade  dos  agentes  ativos  e  melhora  a 

estabilidade dos compostos naturais (LUIS et al., 2020). 

Apesar de apresentar características de muco adesividade e capacidade de se 

sustentar no ambiente gástrico, a zeína é muito sensível à degradação enzimática no 

aparelho digestivo devido à rápida liberação de compostos bioativos hidrofóbicos no 

estômago  (ELZOGHBY,  SAMY  &  ELGINDY,  2012b).  Pesquisas  recentes  tem 

acrescentado  um  revestimento  de  biopolímero  nas  nanopartículas  de  zeína,  como 

quitosana, a  fim de melhorar a resistência ao pH ácido, além da carga positiva da 

quitosana que permite interação eletrostática com a carga negativa do ácido siálico 

presente na mucina, componente do muco intestinal (PAULUK et al., 2019). 

Lai & Guo (2011), demonstraram um direcionamento eficiente de nanopartículas 
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de zeína, carregadas com 5fluorouracil para o fígado, quando injetadas intravenosa, 

permanecendo na corrente sanguínea por pelo menos 24 horas (LAI & GUO, 2011). 

Outro estudo, com nanopartículas de zeína carregadas com doxorrubicina, mostrou a 

liberação  do  fármaco  por  4  dias  em  células  de  mama  resistentes  à  doxorrubicina. 

Assim,  o  nano  encapsulamento  em  partículas  de  zeína  pode  ser  considerado  um 

sistema eficaz de entrega para a quimioterapia do câncer (DONG et al., 2016). 

A  nano encapsulação melhora  a  solubilidade  em  água  da  curcumina,  fazendo 

com  que  sua  estrutura  cristalina  mude  para  um  estado  amorfo.  Existe  relatos  na 

literatura    que  indica  que  a  curcumina  se  liga  à  zeína  por  meio  de  ligações  de 

hidrogênio (LIU et al., 2020). 

 

2.6.2.2  Caseinato de sódio 
 

O caseinato de sódio, uma mistura de várias caseínas diferentes (αs1, αs2, β e 

κ) é uma proteína do leite solúvel em água (50 mg mL1). As caseínas  tensoativas 

contêm  substâncias  hidrofílicas  e  grupos  hidrofóbicos  em  várias  sequências  e 

proporções. Atua como um emulsificante e estabilizador natural devido à combinação 

de  estabilização  eletrostática  e  estérica  para  preparar  nanopartículas  de  zeína 

redispersíveis em água na faixa de 100 a 200 nm (DICKINSON, 1997; LUO, TENG & 

WANG, 2012; PATEL, BOUWENS & VELIKOV, 2010). O caseinato de sódio é natural, 

não é tóxico, tem sabor suave e amplamente disponível (MCCLEMENTS, 2012). 

É GRAS e classificado como ingrediente de grau alimentício pela FDA (LI et al., 

2013).  

Como  um  surfactante  altamente  eficaz,  o  caseinato  de  sódio  não  só  pode 

melhorar  a  solubilidade  em  água  das  nanopartículas  de  zeína,  mas  também  pode 

impedir que as nanopartículas de zeína se agreguem e precipitem em solução de pH 

quase neutro e em ambientes de alta força iônica. Em muitos trabalhos vem sendo 

realizado um duplo revestimento em nanopartículas de zeína, devido ao fato de que a 

zeína e o caseinato de sódio são muito sensíveis à pepsina e pancreatina nos fluidos 

digestivos  e  com  isso  a  curcumina  é  rapidamente  liberada  das  nanopartículas 

desintegradas no trato digestivo (LIU et al., 2019; PATEL, BOUWENS & VELIKOV, 

2010; PATEL et al., 2012). 

Li et al.  (2013)  fabricaram  filmes antimicrobianos à base de nanopartículas de 

zeína revestidas com caseinato de sódio como estabilizador. Os resultados mostraram 
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que o caseinato foi capaz de melhorar a estabilidade do sistema coloidal e evitar a 

floculação durante a formação do filme (LI et al., 2013). 

 

2.6.2.3  Quitosana 
 

A  quitosana  é  um  mucopolissacarídeo  derivado  da  natureza,  intimamente 

relacionado à celulose com grupo anacetilamino no  lugar de um grupo hidroxila na 

posição C2. É obtida por desacetilação da quitina, um dos principais componentes 

dos exoesqueletos de insetos, crustáceos (como camarões) e paredes celulares de 

fungos. A quitina é um polímero de β(1,4)  NacetilDglucosamina que a partir da 

desacetilação,  em  um  ambiente  alcalino,  produz  a  quitosana,  um  polímero  com 

unidades de Nacetilglucosamina e Dglucosamina (GARG et al., 2019).  

A presença do grupo amino na posição C2 da unidade de glucosamina fortalece 

as propriedades funcionais e estruturais da quitosana. Este grupo amino representa 

sua  natureza  catiônica  em  meio  ácido  e  confere  propriedades  inerentes  de 

cicatrização  de  feridas,  atividade  antimicrobiana  e,  mais  importante, 

mucoadesividade, tornandoo um bom material carreador em sistemas de liberação 

de  fármacos. Tem um pKa de 6,5, é  insolúvel em água, mas solúvel em soluções 

ácidas.  É  de  natureza  protonada  e  policatiônica  e  forma  complexos  com  diversos 

ânions como lipídeos, proteínas, DNA, alginato, pectina e poli (ácido acrílico), sendo 

degradada por enzimas como lisozimas, algumas lipases e proteases (GARG et al., 

2019). 

As propriedades  físicomecânicas  (solubilidade,  toxicidade, hidrofobicidade) da 

quitosana  dependem  do  grau  de  desacetilação  e  do  peso  molecular  da  quitosana, 

dependendo  da  fonte  de  quitina  (BELLICH  et  al.,  2016;  ROY  et  al.,  2018).  A 

atratividade da quitosana está no fato de ser biodegradável, biocompatível, simples, 

estável,  não  tóxica  e  um  polímero  intensamente  pesquisado  considerando  a 

magnitude dos papéis disponíveis na funcionalização e aplicações da quitosana em 

diversos setores. Derivados seletivos de quitosana Omodificados são obtidos usando 

ácidos como H2SO4 ou MeSO3H. O ácido protona o grupo amina deixando o grupo 

hidroxila livre para sofrer a reação e derivados Nmodificados são obtidos protegendo 

o grupo funcional hidroxila (RIZEQ et al., 2019). 

A  quitosana  pode  interagir  eletrostaticamente  com  o  muco  ou  superfícies 

celulares carregadas negativamente. Esta qualidade proporciona um maior tempo de 
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contato dos  ativos  através  da membrana  da  célula  e  beneficia  a  absorção  celular,  

prolongando o tempo de residência dos sistemas de entrega nos locais de absorção 

e tem a capacidade de abrir as junções herméticas das membranas celulares (MA et 

al., 2018; ROLDO et al., 2004). 

A deposição eletrostática camada por camada de polieletrólitos em superfícies de 

cargas opostas foi relatado para efetivamente gerar emulsões de óleo em água com 

revestimentos multicomponentes interfaciais (CALERO et al., 2013; MUN, DECKER & 

MCCLEMENTS,  2006).  As  interfaces  de  dupla  camada  formadas  relativamente 

espessas e altamente carregadas podem aumentar a repulsão eletrostática e estérica 

entre as gotículas da emulsão, o que pode aumentar a estabilidade das partículas 

contra as tensões ambientais (ZHANG et al., 2014). 

De  posse das  informações  obtidas,  no  presente  trabalho  foi  realizada  a  dupla 

deposição  eletrostática  das  nanopartículas  de  zeínas  com  caseinato  de  sódio  e 

quitosana  a  fim  de  se  obter  uma  melhor  funcionalidade  e  estabilidade  das 

nanopartículas. 

 

2.7  Uso clínico dos antioxidantes naturais  
 

Atualmente, o uso de antioxidantes tem sido proposto para diversas aplicações na 

área da saúde, principalmente como anticâncer, para prevenção de doenças crônico

degenerativas e prevenção do envelhecimento prematuro. 

 

2.7.1  Anticâncer 
 

Uma área de interesse para o tratamento do câncer ou neoplasias hematológicas 

são os compostos fenólicos. Os compostos fenólicos são capazes de reduzir diversas 

doenças comprovadas por estudos clínicos e préclínicos e atuam em vários alvos que 

agem de forma protetora diferente e mais útil que a terapia anticâncer (KELKEL et al., 

2010; NEHA et al., 2019). 

Resveratrol e curcumina têm alto potencial para  leucemia como agentes quimio 

preventivos. Kelkel et al. (2010) sugeriram que o estresse oxidativo está relacionado 

com a patogênese da leucemia, especialmente em caso de leucemia recorrente após 

quimioterapia. Por causa da pobre biodisponibilidade, os pesquisadores sintetizaram 
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novos derivados de ambos os antioxidantes eficazes em baixa concentração (KELKEL 

et al., 2010; KON et al., 2020). A curcumina é um importante antioxidante porque atua 

como potencializador imunológico e bloqueia o estroma para evitar o câncer. Estroma 

é um tecido conjuntivo vascularizado que forma o tecido nutritivo e de sustentação de 

um órgão, glândula ou de estruturas patológicas, como um tumor maligno. No entanto, 

a baixa biodisponibilidade da curcumina devido ao metabolismo e absorção após a 

administração limita seu uso como agente anticâncer (NEHA et al., 2019). 

Asensi  et  al.  (2011),  discutiram  sobre  as  formulações,  sistemas  de  entrega, 

combinações de fármacos e alterações estruturais gerais de polifenóis para melhorar 

a biodisponibilidade e compararam a atividade  in vivo com a biodisponibilidade e a 

toxicidade dos compostos. A administração  intravenosa de polifenóis é preferível à 

administração  oral  para  evitar  seu  metabolismo.  Quando  tomados  por  via  oral,  os 

polifenóis sofrem conjugação no trato intestinal e se tornam menos absorvíveis. No 

entanto, o sangue contém enzimas hidrolíticas que  liberam polifenóis  livres, mas é 

inadequado para atingir o efeito desejado. A combinação de dois polifenóis e sistema 

de entrega apropriado aumentaram sua biodisponibilidade (ASENSI et al., 2011). 

Gorrini, Harris & Mak (2013) discutiram a cadência do estresse oxidativo como um 

aspecto  central para  o  desenvolvimento  do  tumor.  ERO  promovem  a  formação  de 

tumor  por  mutação  de  DNA,  irregularidade  no  sinal  e  processo  metabólico.  Os 

pesquisadores  forneceram  um  relatório  sobre  a  influência  das  ERO  e  do 

desenvolvimento do tumor de acordo com as terapias anticâncer. O metabolismo do 

GSH protege as células tumorais e, para isso, os inibidores de GSH são administrados 

com radioterapia para matar as células anticâncer (GORRINI, HARRIS & MAK, 2013). 

Uma adaptação comum de estresse oxidativo é mostrada pelos oncogenes e se uma 

molécula pode alterar tais adaptações, então é o próximo alvo para a descoberta de 

fármacos (NEHA et al., 2019). 

 

2.7.2  Neuroprotetivo 
 

A  autofagia  é  um  processo  de  degradação  celular  altamente  conservado  que 

envolve  a  degradação  lisossomal  para  a  renovação  de  proteínas,  complexos  de 

proteínas  e  organelas.  Defeitos  na  autofagia  produzem  comunicação  intercelular 

prejudicada e, subsequentemente foi demonstrado que estão associados à condições 

patológicas,  incluindo  doenças  neurodegenerativas,  como  doença  de  Parkinson, 
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doença de Alzheimer e esclerose  lateral amiotrófica  (FOROUZANFAR et al., 2020; 

NEHA et al., 2019).  

Há evidências crescentes na literatura de que a curcumina, polifenol encontrado 

na  Curcuma  longa,  apresenta  benefícios  à  saúde  e  pode  modular  a  autofagia  e 

fornecer  efeitos  neuroprotetores.  Pesquisas  demonstraram  que  a  curcumina  tem 

como alvo vários estágios da via de sinalização da autofagia (Figura  15),  incluindo 

LC3II, mTOR e Beclin1, para restaurar a função normal autofagia. Foi demonstrado 

que a curcumina aumenta os níveis de proteínas de Beclin1 e LC3II em TCE e lesão 

de nervo periférico. Por outro lado, a curva diminuiu os níveis das proteínas LC3II e 

p62  no  diabetes  mellitus.  A  curcumina  melhora  a  patologia  neurodegenerativa  da 

doença  de  Parkinson  por  meio  da  regulação  negativa  da  sinalização  de 

mTOR/p10S6K. Por outro lado, aumenta pAkt e pmTOR, enquanto diminui os níveis 

de  CL3II/LC3I,  p38  e  pp38  no  acidente  vascular  cerebral  isquêmico 

(FOROUZANFAR et al., 2020). 

 
Figura 14: Diagrama esquemático que descreve a via pela qual a curcumina ativa a autofagia. A 

curcumina ativa a AMPK, que é um ativador de ULK1. ULK1 está diretamente envolvida na 
ativação da autofagia 

 
Fonte: Adaptado de Forouzanfar et al. (2020) 
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2.8  Câncer 
 

O câncer é um termo genérico para um grande grupo de doenças que podem afetar 

qualquer parte do corpo. Outros termos usados são tumores malignos e neoplasias. 

Uma característica definidora do câncer é a rápida criação de células anormais que 

crescem além de seus limites usuais e que podem então invadir partes adjacentes do 

corpo e se espalhar para outros órgãos; o último processo é referido como metástase. 

Metástases generalizadas são a principal causa de morte por câncer (WHO, 2022). 

Um  diagnóstico  correto  do  câncer  é  essencial  para  um  tratamento  adequado  e 

eficaz,  pois  cada  tipo  de  câncer  requer  um  regime  de  tratamento  específico.  O 

tratamento  geralmente  inclui  cirurgia,  radioterapia  e/ou  terapia  sistêmica 

(quimioterapia, tratamentos hormonais, terapias biológicas direcionadas). A seleção 

adequada de um regime de tratamento leva em consideração tanto o câncer quanto o 

indivíduo  que está  sendo  tratado.  A  conclusão  do  protocolo  de  tratamento em  um 

período de tempo definido é importante para alcançar o resultado terapêutico previsto 

(WHO, 2020; WHO, 2022). 

Alguns dos tipos de câncer mais comuns, como câncer de mama, câncer de colo 

do útero, câncer oral e câncer colorretal,  têm altas probabilidades de cura quando 

detectados  precocemente  e  tratados  de  acordo  com  as  melhores  práticas.  Alguns 

tipos de câncer, como seminoma testicular e diferentes tipos de leucemia e linfoma 

em crianças, também apresentam altas taxas de cura se o tratamento adequado for 

realizado, mesmo quando células cancerígenas estão presentes em outras áreas do 

corpo (WHO, 2020; WHO, 2022). 

  O câncer renal é caracterizado pelo desenvolvimento desordenado e acelerado 

de  células  tumorais  em  um  dos  rins.  É  o  terceiro  mais  frequente  do  aparelho 

genitourinário e representa aproximadamente 3% das doenças malignas do adulto. 

De acordo com as estatísticas da Organização Mundial da Saúde, um a cada dois 

casos  da  doença  resultam  em  óbito.  O  câncer  de  rim  é  também  conhecido  como 

hipernefroma ou adenocarcinoma renal. O mais frequente é o câncer renal de células 

claras, sendo responsável por 85% dos tumores diagnosticados. Geralmente acomete 

indivíduos entre  os  50  e  70  anos  de  idade, sendo duas  vezes  mais  frequente  nos 

homens que nas mulheres (SBCO, 2022; SÍRIO LIBANÊS, 2022). 

  Aproximadamente  54%  dos  tumores  renais  diagnosticados  hoje  estão 

confinados ao rim, 20% são localmente avançados (acometendo gânglios regionais 
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próximos  ao  rim)  e  25%  já  apresentam  metástases  da  doença,  principalmente  os 

pulmões, fígado e ossos. São conhecidos alguns fatores de risco para o câncer renal, 

dentre eles: tabagismo, obesidade, hipertensão, histórico familiar da doença, doença 

de Von HippelLindau e diálise (SÍRIO LIBANÊS, 2022). 

A  cirurgia/nefrectomia  radical  é o  único  tratamento  curativo definitivo  para o 

câncer de rim e consiste na retirada em bloco do rim com seus revestimentos (fascia 

de gerota), glândula adrenal (somente em grandes tumores ou no polo superior do 

rim) e linfonodos regionais. Em alguns casos, achados de pequenas massas renais, 

a nefrectomia parcial é indicada e consiste na retirada do tumor com pequena margem 

de  segurança,  preservandose  desta  forma  o  restante  do  parênquima  renal.  Um 

método novo que pode ser aplicado com os mesmos índices de cura da cirurgia aberta 

é a nefrectomia radical laparoscópica, que apresenta como vantagem o fato de ser 

menos  invasiva,  com  menor  morbidade,  menor  tempo  de  internação  e  vantagem 

estética,  por  realizar  apenas  pequenos  furos.  Há  ainda  tratamento  que  leva  à 

destruição  tumoral  por  meio  do  congelamento  (crioterapia)  ou  do  calor 

(radiofrequência).  Em  casos  de  doença  avançada,  com  metástases  à  distância, 

existem formas de tratamento sistêmico com imunoterapia (interferon ou interleucina) 

ou com o uso de drogas inibidoras da angiogênese. O tumor de rim não responde bem 

aos  tratamentos  quimioterápicos  e  à  radioterapia  (SBCO,  2022;  SÍRIO  LIBANÊS, 

2022). 

Os tumores malignos de fígado podem ser de dois tipos: primário (que começa 

no próprio órgão) e secundário ou metastático (tem origem em outro órgão e, com a 

evolução  da  doença,  atinge  também  o  fígado).  O  tipo  secundário  é  mais 

frequentemente  decorrente  de  um  tumor  maligno  no  intestino  grosso  ou  no  reto. 

Dentre  os  tumores  iniciados  no  fígado,  o  mais  comum  é  o  hepatocarcinoma  ou 

carcinoma  hepatocelular.  Agressivo,  ocorre  em  mais  de  80%  dos  casos.  Existem 

também  o  colangiocarcinoma  (originado  nos  dutos  biliares  do  fígado),  o 

angiossarcoma  (câncer  raro  que  se  origina  nos  vasos  sanguíneos  do  fígado)  e  o 

hepatoblastoma,  tumor  maligno  raro  que  atinge  recémnascidos  e  crianças  nos 

primeiros anos de vida (EINSTEIN, 2022; BRASIL, 2022). 

A  remoção  cirúrgica  (ressecção)  do  câncer  é  o  tratamento  mais  indicado 

quando o tumor está restrito a uma parte do fígado (tumor primário) e também nos 

tumores hepáticos metastáticos em que a lesão primária foi ressecada ou é passível 

de ser ressecada de maneira curativa (EINSTEIN, 2022; BRASIL, 2022). 
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4 OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivos gerais 
 

Encapsular os compostos bioativos presentes no extrato do açafrãodaterra em 

nanopartículas de zeína pelo método tradicional de precipitação antisolvente, a fim de 

uma possível aplicação como agente citotóxico/antiproliferativo em células tumorais 

humanas de rim e fígado. 

 

4.2 Objetivos específicos  
 

•  Extrair os compostos bioativos do açafrãodaterra com solvente etanol: água 

(95:5, v/v) pela técnica da maceração dinâmica; 

•  Determinar a capacidade antioxidante do extrato, em termos de sequestro dos 

radicais DPPH e ABTS e habilidade quelante de Ferro (II);  

•  Quantificar os compostos fenólicos e flavonoides do extrato; 

•  Incorporar  o  extrato  em  nanopartículas  de  zeína  pelo  método  tradicional  de 

precipitação antisolvente e analisar a melhor condição de produção; 

•  Caracterizar  as  nanopartículas  sintetizadas  e  avaliar  a  eficiência  de 

encapsulação; 

•  Avaliar o potencial citotóxico/antiproliferativo em células tumorais humanas de 

rim  e  fígado  do  extrato  incorporado  nas  nanopartículas  e  comparar  com  o 

extrato livre. 
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5  METODOLOGIA 
 

5.1  Preparo da amostra  Amostragem 
 

Os rizomas do açafrãodaterra foram obtidos  in natura no comércio local, “Feira 

do Produtor”, na cidade de Apucarana  PR. Foram lavados, cortados em fatias finas 

e secos em estufa com circulação e renovação de ar (Solab SL102) na temperatura 

de 40 ºC, por cerca de 24 h. Após a secagem, os rizomas foram triturados em um mini 

processador  (Black  &  Decker)  para  formação  de  pó,  embalado  e  mantido  sob 

refrigeração (2 – 8 ºC) e isolado da interferência de luz para análises posteriores. 

 

5.2  Umidade 
 

O teor de umidade das amostras in natura de açafrãodaterra foi determinado por 

aquecimento em estufa a 105 °C por 3 h até peso constante, conforme a metodologia 

descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (1985). Os ensaios de umidade foram realizados em 

seis replicatas. 

 

5.3  Preparação do Extrato 
 

O  extrato  foi  preparado  com  etanol:água  (95:5,  v/v)  utilizandose  100  mL  do 

solvente extrator com 1,0000 g do pó do rizoma em agitação magnética ao abrigo da 

luz. Após 4 h de agitação, o extrato foi filtrado com papel filtro qualitativo (gramatura 

80  g  m2),  transferido  para  um  balão  volumétrico  de  100  mL  e  armazenado  sob 

refrigeração em frasco âmbar. O extrato foi preparado em duplicata. 

 

5.4  Compostos bioativos 
 

5.4.1  Quantificação de compostos fenólicos 
 

O conteúdo de fenóis  totais dos extratos  foi determinado usando o reagente de 

FolinCiocalteau de acordo com a metodologia descrita por Minussi et al. (2003). A um 

tudo de ensaio com tampa rosqueável foram adicionados 250 µL do extrato diluído 2:3 
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(v/v)  em  etanol,  250  µL  do  reagente  FolinCiocalteau  diluído  1:1  (v/v)  em  água 

destilada,  500  µL  de  uma  solução  saturada  de  carbonato  de  sódio  (0,35  g  mL1 

Na2CO3) e 4,0 mL de água destilada.  

Os tubos foram agitados e mantidos em temperatura ambiente, sob proteção da 

luz,  por  25  min.  Após  este  tempo  foram  centrifugados  por  10  min  a 3000  rpm.  As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 

UVVIS) na absorbância de 725 nm. Foi conduzido um branco nas mesmas condições, 

substituindo a amostra por 250 µL do solvente extrator. As análises foram realizadas 

em triplicata. 

Para a quantificação dos fenóis totais foi construída uma curva padrão de ácido 

gálico  nas  concentrações  de  25,  50,  100,  150  e  200  mg  L1  (y=0,0052x+0,0047, 

R2=0,9993) e os resultados foram expressos em mg EAG 100 g1 de amostra, sendo 

EAG representa o equivalente em ácido gálico. 

 

5.4.2  Quantificação de flavonoides totais 
 

Os  flavonoides  totais  foram determinados segundo a adaptação da metodologia 

descrita por Funari & Ferro (2006). A um tudo de ensaio foram adicionados 500 µL do 

extrato de concentração 10 µL mL1 (0,1 mg mL1), 250 µL de solução metanólica de 

cloreto de alumínio 5% e 3,2 mL de metanol. A mistura foi agitada e permaneceu em 

temperatura  ambiente  por  30  min.  Após  esse  tempo  foi  realizada  a  leitura  em 

espectrofotômetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UVVIS) no comprimento de 

onda de 425 nm. As análises foram realizadas em triplicata. 

Para a quantificação dos  flavonoides  totais  foi  construída uma curva padrão de 

rutina em metanol nas concentrações de 10, 20, 40, 80, 100 e 200 mg L1 (y=0,0054x

0,0151,  R2=0,9960).  Os  resultados  foram  expressos  em  mg  de  rutina  100  g1  de 

amostra. 

 

5.5  Atividade antioxidante 
 

5.5.1  Determinação da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical 
livre DPPH 

 

O método envolvendo a captura do radical livre DPPH foi realizado de acordo com 
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BrandWilliams, Cuvelier & Berset (1995), com modificações (BOROSKI et al., 2015), 

no qual a atividade antioxidante é determinada através do consumo de DPPH livre 

nas amostras pelo decaimento da absorbância. 

O radical livre DPPH (0,1192 mmol L1) foi preparado a partir da dissolução de 4,7 

mg de DPPH em 100 mL de metanol HPLC sob proteção da luz. Para cada extrato 

fezse um branco contendo 1,0 mL da amostra e 2,0 mL de etanol. As replicatas foram 

preparadas a partir da mistura de 1,0 mL da amostra, diluída 1:1 (v/v) em etanol e 2,0 

mL da solução DPPH e como controle 1,0 mL de etanol e 2,0 mL de DPPH. Após 30 

min  foram  realizadas  as  leituras  em  um  espectrofotômetro  (Agilent  Technologies, 

modelo  Cary  60  UVVis),  a  517  nm.  As  análises  foram  realizadas  em  triplicata.  A 

atividade antioxidante foi expressa em porcentagem de inibição do controle, conforme 

a Equação 1, sendo Ac = absorbância do controle, Aa = absorbância da amostra, Ab 

= absorbância do branco: 

 

%𝐴𝐴 = 
𝐴𝑐−(𝐴𝑎−𝐴𝑏)

𝐴𝑐
∗ 100               (1) 

 

5.5.2  Determinação da atividade antioxidante pelo método ABTS•+ 
 

A metodologia abordada para a realização do teste de sequestro do radical ABTS 

foi  descrita  por  Rufino  et  al.  (2007),  com modificações  (BOROSKI  et  al.,  2015).  O 

princípio  desta  técnica  está  em  avaliar  a  capacidade  antioxidante  da  amostra  em 

estabilizar o cátion radicalar ABTS•+ presente na solução, retornando ao seu estado 

mais estável. 

Inicialmente formouse o cátion radicalar ABTS•+ a partir da reação de 5,0 mL da 

solução estoque de ABTS  (7,0 mmol L1) com 88 μL da solução de perssulfato de 

potássio (140 mmol L1), essa mistura foi mantida em frasco âmbar em temperatura 

ambiente por 16 h antes do uso. Após esse período, 1,0 mL do cátion  formado foi 

diluído  em  etanol  (aproximadamente  55,0  mL),  até  obterse  uma  solução  com 

absorbância de 0,700 ± 0,050, em 734 nm. 

Para as análises, foram realizadas as seguintes composições: 33,0 μL de etanol 

em 3,0 mL da solução estoque de ABTS•+  (controle), para cada branco 33,0 μL da 

amostra e 3,0 mL de etanol e as replicatas foram preparadas adicionado 33,0 μL da 

amostra  e  3,0  mL  da  solução  estoque  de  ABTS•+,  em  seguida  as  misturas  foram 
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homogeneizadas  e  após  15  min  de  repouso  determinouse  a  absorbância  em 

espectrofotômetro  (Agilent  Technologies,  modelo  Cary  60  UVVis)  a  734  nm.  A 

atividade antioxidante foi expressa em porcentagem de inibição do controle, conforme 

Equação 01. 

 

5.5.3  Determinação da Habilidade Quelante do íon Ferro (II) 
 

A  atividade  antioxidante  pelo  método  de  habilidade  quelante  de  Ferro  (II),  foi 

determinada  através  da  metodologia  desenvolvida  por  Stookey  (1970),  com 

modificações (BOROSKI et al., 2015).   

Para  esta  análise,  foram  preparadas  soluções  de  FeCl2.4H2O  (2,0  mmol  L1)  e 

ferrozina (5,0 mmol L1), dissolvendo, respectivamente, 0,0040 g e 0,0250 g em 10,0 

mL de água para cada reagente. 

A análise foi realizada com a adição de 3,7 mL do extrato e 0,1 mL de FeCl2 a um 

tubo de ensaio, o mesmo procedimento foi realizado para o branco, com 3,7 mL do 

solvente  (Ab)  em  substituição  das  amostras.  A  leitura  (A0)  foi  realizada  em 

espectrofotômetro  (Agilent Technologies, modelo Cary 60 UVVis) em 562 nm. Foi 

adicionado a esta solução 0,2 mL de ferrozina e depois de 10 min a leitura foi realizada 

no  mesmo  comprimento  de  onda  (A1).  O  cálculo  da  porcentagem  da  habilidade 

quelante de  ferro  (II) do extrato  foi obtido a partir da Equação  2  (BOROSKI et al., 

2015). 

%ℎ𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑒𝑙𝑎𝑛𝑡𝑒 =
𝐴𝑏−(𝐴1−𝐴0)

𝐴𝑏
∗ 100              (2) 

 

5.6  Produção das nanopartículas de zeína 
 
As  nanopartículas  de  zeína  foram  produzidas  pelo  método  tradicional  de 

precipitação antisolvente, baseado em Liu et al. (2019), Liu et al. (2020) e Zhang & 

Han (2018), com modificações.  

 

5.6.1  Produção das nanopartículas de zeína estabilizadas com caseinato de sódio 
 
A zeína foi dissolvida em etanol:água (85:15, v/v) na concentração de 20 mg mL1, 

mantida em agitação magnética por cerca de 1 h e posteriormente filtrada. 
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Foi  preparada  separadamente  uma  solução  aquosa  de  caseinato  de  sódio  de 

concentração 0,0053 g mL1, mantida em agitação por cerca de 45 min para uma boa 

solubilidade.  

Retirouse  uma  alíquota  da  solução  de  zeína  e  foi  realizado  o  gotejamento 

(aproximadamente 1 mL min1) em frações da solução aquosa de caseinato de sódio, 

obtendose assim as proporções de zeína/caseinato de sódio de 1:0, 1:0,6, 1:0,8 e 1:1 

(m/m). Após gotejamento, a solução foi mantida em agitação magnética, afim de obter 

as  nanopartículas  de  zeína  estabilizadas  com  caseinato  de  sódio.  Após  2  h  de 

agitação,  foi  realizada  a  rotaevaporação  do  etanol  residual,  em  seguida  a 

centrifugação por 20 min. 

Para a concentração de zeína:caseinato de sódio 1:1 (m/m), foi realizado também, 

concomitante a essas análises, o teste para verificar o melhor método para produção 

das nanopartículas: adição gota a gota ou adição  rápida da zeína no caseinato de 

sódio  e  viceversa.  Também  foi  realizado  o  teste  para  o  melhor  tempo  de 

centrifugação:  leitura do material  sem centrifugação, com 10 min e com 20 min de 

centrifugação. 

 

5.6.2  Produção das nanopartículas de zeína estabilizadas com caseinato de sódio 
e carregadas com extrato do açafrãodaterra 

 

A zeína foi dissolvida em etanol:água (85:15, v/v) na concentração de 20 mg mL1, 

juntamente com o extrato do açafrãodaterra, mantidos em agitação magnética por 

cerca de 1 h e posteriormente filtrados para retirar os grumos de zeína que não se 

solubilizaram. 

Como  no  item  anterior,  preparouse  uma  solução  de  caseinato  de  sódio  para 

coacervar as nanopartículas. 

Retirouse  uma  alíquota  da  solução  de  zeínaaçafrãodaterra  e  foi  realizado  o 

gotejamento (aproximadamente 1 mL min1) na fração da solução aquosa de caseinato 

de sódio, obtendose assim a proporção de 1:0,8 (m/m) de zeína:caseinato de sódio 

e as proporções de 40:1 (2,5%), 20:1 (5,0%), 10:1 (10,0%) e 5:1 (20,0%) para zeína

caseinato  de  sódio/extrato  do  açafrãodaterra.  Após  gotejamento,  a  solução  foi 

mantida em agitação magnética, com o objetivo de obter as nanopartículas ZeCsA. 

Após 2 h de agitação, foi realizada a rotaevaporação do etanol residual e centrifugação 

por 20 min para que precipitasse os reagentes que não formaram as nanopartículas. 
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5.6.3  Produção das nanopartículas de zeína estabilizadas com caseinato de sódio 
e quitosana e carregadas com extrato do açafrãodaterra 

 

A  partir  das  nanopartículas  preparadas  no  item  anterior  foi  realizado  o 

procedimento de revestimento com quitosana (Figura 15). 

Soluções de quitosana diluídas em 1% de ácido acético, nas concentrações de 

0,1%,  0,25%  e  0,50%,  foram  deixadas  em agitação  por  cerca  de  6  h para melhor 

solubilização  e  incorporação.  Uma  alíquota  das  nanopartículas  preparadas 

previamente,  contendo  mesmo  volume  da  solução  de  quitosana  foi  gotejada 

(aproximadamente 1,0 mL min1) na solução de quitosana e posteriormente mantidos 

em agitação por cerca de 1 h. 

 
Figura 15: Princípio do processo de precipitação antisolvente 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

5.6.4  Caracterização das nanopartículas 
 

As nanopartículas sintetizadas foram caracterizadas quanto ao potencial zeta, o 

diâmetro  hidrodinâmico  e  índice  de  polidispersidade  através  do  equipamento  DLS 

(Dynamic Light Scattering) Litesizer 500 (Anton Paar), na temperatura de 25 °C. As 

amostras foram preparadas em triplicata. 

 

5.6.5  Eficiência de encapsulação e capacidade de carregamento 
 

A eficiência de encapsulação foi realizada com as amostras das nanopartículas de 

zeínacaseinato  de  sódio  carregadas  com  extrato  recentemente  preparadas, 

conforme a metodologia Liu et al. (2019), com modificações.  

Devido à intensa coloração do extrato do açafrãodaterra e também para que as 
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nanopartículas de zeínacaseinato de sódio se abrissem e  liberassem o extrato  foi 

realizada diluição de uma alíquota em etanol das concentrações de extrato de 2,50%, 

5,00%,  10,00%  e  20,00%,  utilizando  fator  de  diluição  de  5,  10,  20  e  40, 

respectivamente. Posteriormente foi realizada agitação vigorosa em vórtex por cerca 

de 2 min.  

Na  sequência,  as  amostras  foram  centrifugadas  por  cerca  de  10 min  para  que 

houvesse a precipitação dos reagentes. Então, foi medida a absorbância a 428 nm 

utilizando um espectrofotômetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UVVIS). Este 

comprimento de onda foi definido baseado na curcumina que apresenta uma banda 

de absorção em 428nm. 

O teor de extrato do açafrãodaterra foi expresso em µg mL1 através de uma curva 

de  calibração  com  concentrações  de  5,  10,  20,  30,  40,  50  e  60  µg  mL1 

(y=0,0565x+0,1122,  R2=0,9965).  As  leituras  foram  realizadas  em  espectrofotômetro 

(Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UVVIS), em comprimento de onda de 428 nm 

em duplicata. A eficiência de encapsulação (EE) e a capacidade de carregamento (LC) 

foi calculada utilizandose a Equação 3 e 4.  

 

𝐸𝐸 (%) =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑛𝑎𝑠 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜 
∗ 100% (3) 

 

𝐿𝐶 (%) =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑛𝑎𝑠 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑧𝑒í𝑛𝑎 𝑛𝑎𝑠 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠
∗ 100% (4) 

 

5.7   Avaliação da atividade citotóxica/antiproliferativa dos extratos de 
açafrãodaterra e suas nanopartículas 

 

O extrato puro, as nanopartículas incorporadas com o extrato (zeína/caseinato 

e  zeína/caseinato/quitosana) e  as nanopartículas  sem  o  extrato  (zeína/caseinato  e 

zeína/caseinato/quitosana),  foram  enviados  liofilizados  (SL404,  Solab)  para 

avaliação  da  atividade  citotóxica/antitumoral  frente  à  linhagem  de  células  tumorais 

renais  (7860)  e  hepáticas  (HUH7.5),  o  qual  foi  realizado  pela  Sala  de  Cultura  de 

Células  do  Laboratório  de  Bioprocessos,  sob  responsabilidade  da  Professora 

Elisângela  Dusman,  da  Universidade  Tecnológica  Federal  do  Paraná  –  campus 

Francisco Beltrão. 
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5.7.1  Solução tratamento 
 

As  amostras  foram  diluídas  em  1000  µL  de  meio  de  cultura.  Após,  foram 

realizadas as diluições com meio de cultura suplementado com soro bovino fetal nas 

seguintes concentrações: 5; 10; 50; 100; 200; 300; 400; 500 e 1000 µg mL1. 

 

5.7.2  Teste de citotoxidade do MTT 
 

As células tumorais renais (7860) e hepáticas (HUH7.5) foram cultivadas em 

frascos de cultura de 25 cm2 contendo 10 mL de meio de cultura Eagle modificado por 

Dulbecco  (DMEM),  suplementado  com  10%  de  soro  bovino  fetal  (Invitrogen  – 

Carlsbad,  CA,  EUA)  e  incubadas  em  estufa  tipo  BOD  com  5%  de  CO2,  95%  de 

umidade e controle de temperatura à 37 oC.  

A realização do ensaio de citotoxicidade do MTT [3(4,5Dimetiltiazol2il)2,5

difenil brometo de tetrazolina] foi realizado como descrito por Mosmann (1983), com 

modificações. Foram utilizadas placas de cultura de 96 poços, onde foram semeadas 

1,0  x  104  células  7860 ou  HUH7.5,  com  exceção  do  poço  de  controle  sem  célula 

(branco). Após 24 h, para permitir a estabilização, o meio de cultura foi descartado e 

adicionouse 100 µL de meio completo para os grupos: controle negativo (CO)(meio 

de cultura),  controle positivo  (CO+)  com o agente citotóxico metil metanossulfanato 

(MMS – 500 µM) e os  tratamentos com as diferentes concentrações das soluções 

tratamento. 

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 h e, após esse tempo, o meio de 

cultura foi substituído por 100 μL de meio de cultura não suplementado, acrescido de 

MTT  (0,167  mg  mL1).  A  placa  foi  incubada  novamente  por  mais  4  horas  e,  na 

sequência, foi descartado o meio contendo MTT e aos poços foram adicionados 100 

μL de dimetilsulfóxido (DMSO) para solubilização dos cristais de formazan. A leitura 

das absorbâncias foi realizada em uma leitora de microplaca (Thermo Plate) a 560 nm 

utilizando a espectrofotômetro UVVis.  

Os valores percentuais de viabilidade celular  (VC) (%)  foram estimados pela 

razão entre a absorbância do tratamento (ABST) e a absorbância do controle negativo 

(ABSco), como mostrado na Equação 5. 

 

𝑉𝐶 =
𝐴𝐵𝑆𝑇

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜−
∙ 100                              (5) 
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5.8  Análise estatística 
 

As  análises  estatísticas  das  nanopartículas  foram  realizadas  utilizandose  o 

sistema  computacional  de  análise  estatística  SISVAR®.  Os  resultados  foram 

avaliados através do teste de Tukey (p < 0,05).  

Os  resultados  para  atividade  citotóxica/antiproliferativa  foram  apresentados 

como média e desvio padrão das absorbâncias e submetidos à análise de variância 

(one way ANOVA), seguido do teste de Dunnet, com o uso do programa Action Stat. 

As  diferenças  foram  consideradas  sendo  estatisticamente  significativas  quando  o 

valor de p foi menor que 0,05. 
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6  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Primeiramente  é  importante  destacar  a  inovação  do  presente  trabalho.  Não  há 

estudos, até o momento, para aplicação em células  tumorais humanas utilizando o 

extrato do açafrãodaterra. Os estudos encontrados são principalmente voltados para 

a utilização da curcumina  isolada, principal composto ativo extraído do açafrãoda

terra.  Destacase  aqui  a  hipótese  de  sinergia  entre  todos  os  compostos  ativos 

presentes no açafrãodaterra, possivelmente potencializando as ações in vivo. 

 

6.1  Umidade 
 

O teor de umidade obtido dos rizomas frescos do açafrãodaterra foi elevado, de 

95,0650±0,1153%. Este resultado está de acordo com dados da literatura encontrados 

por Sabião et al. (2019) de 88,65%. De acordo com as determinações de umidade do 

Brasil  (2003),  o  alimento  pode  ter  até  no  máximo  13%  de  umidade  para 

armazenamento. Fontes (2018) estudando amostras comerciais de rizomasfilhos de 

açafrãodaterra, encontrou valores de umidade variando de 3,1 a 10,0% (em base 

seca). Já Maia et al. (1995) ao avaliar os rizomas secos por radiação observaram valor 

de 13,1% de umidade. As possíveis diferenças se dão em função do cultivo, local de 

plantio,  práticas  agrícolas,  uso  de  fertilizantes,  maturidade  dos  rizomas,  além  do 

processamento final usado para a sua comercialização (FONTES, 2018). 

 

6.2  Avaliação da capacidade antioxidante  
 

  Neste trabalho a condição escolhida para a secagem do açafrãodaterra foi de 

40 °C e etanol:água (95:5, v/v) como solvente extrator. Estas condições foram devido 

a  experimentos  anteriores  realizados  em  nosso  grupo  de  pesquisa  e  revisões 

bibliográficas  consultadas.  Além  do  intuito  do  grupo  em  utilizar  solventes  com 

alternativa verde e que sejam menos tóxicos para uso humano e ambiental. Tonin et 

al.  (2021),  encontraram  melhores  respostas  de  atividade  antioxidante  para  essa 

condição (TONIN et al., 2021). 

Os  resultados  da  capacidade  antioxidante  e  a  quantificação  dos  compostos 



59 
 

 

fenólicos e flavonoides obtidos para o rizoma do açafrãodaterra estão apresentados 

na Tabela 1.  

 
Tabela 1: Resultados da capacidade antioxidante e quantificação dos compostos fenólicos 

e flavonoides obtidos para o rizoma do açafrãodaterra 

HQ Fe (II): Habilidade Quelante de Fe (II) 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Analisando os resultados é possível observar uma melhor resposta para o DPPH 

(94,15%), em uma concentração de amostra de 5 mg mL1. Esse resultado apresenta 

similaridade  ao  encontrado  por  Tonin  et  al.  (2021),  de  96,06±0,11%  para  uma 

concentração  de  amostra  de  10  mg  mL1,  mantendo  as  mesmas  condições  de 

secagem e solvente extrator.  

Nahak  &  Sahu  (2011)  avaliaram  o  ensaio  antirradical  DPPH  do  extrato 

hidroetanólico de Curcuma longa e as pesquisas mostraram que entre os extratos e 

frações  avaliadas,  a  fração  etanólica  apresentou  maior  atividade  sequestrante  de 

radicais livres contabilizando 74,61±0,02% devido à presença de grande quantidade 

de  curcumina.  Trabalhos  anteriores  realizados  por  Tonin  et  al.  (2021),  também 

obtiveram extrato hidroetanólico como um dos mais promissores. 

A atividade antioxidante pelo método DPPH também foi testada por Sabir et al. 

(2021).  A  solução  etanólica  do  radical  livre  DPPH  é  reduzida  no  tratamento  com 

antioxidantes presentes no extrato. No ensaio DPPH, a Curcuma  longa apresentou 

atividade  de  sequestro  contra  o  radical.  Os  antioxidantes  atuam  em  diferentes 

estágios  (prevenção,  interceptação  e  reparo)  e  por  diferentes  mecanismos  como 

agentes redutores, doando hidrogênio, extinguindo o oxigênio singlete e agindo como 

quelantes e capturando radicais livres (DEVASAGAYAM et al., 2004). A alta atividade 

de  eliminação  de  radicais  DPPH  da  Curcuma  longa  sugere  o  uso  contra  doenças 

decorrentes do ataque de radicais livres (SABIR et al., 2021). 

Os resultados para ABTS concordam com trabalhos anteriores encontrados por 

Tonin et al. (2021), na mesma condição de concentração da amostra, temperatura e 

solvente extrator (64,24±1,85%).  

Análise  DPPH %  ABTS %  HQ Fe (II) % 
Fenólicos 
Totais (mg 

EAG 100 g1) 

Flavonoides 
Totais (mg rutina 

100 g1) 

Resultados  94,15 ± 0,08  82,46 ± 0,17  57,05 ± 0,19  1737,13 ± 36,57  5548,77 ± 99,51 
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MartinezCorrea et al. (2017), demonstraram que o uso do etanol proporcionou ao 

extrato  maior  atividade  antioxidante  para  ABTS,  quando  comparado  ao  extrato 

aquoso.  Também  relataram  a  influência  do  solvente  na  extração  de  compostos 

antioxidantes bioativos do açafrãodaterra. O solvente hidroetanólico propicia uma 

melhor extração dos compostos bioativos do açafrãodaterra, devido à sua estrutura 

que apresenta ponte de hidrogênio – polar e ligações dipolodipolo – apolares. 

A  resposta  para  o  teste  de  habilidade  quelante  foi  de  57,05%  para  uma 

concentração  de  amostra  de  1,9  mg  mL1,  demonstrando  uma  capacidade  dos 

compostos bioativos do açafrãodaterra em se quelar a íons metálicos.  

A  habilidade  quelante  do  açafrãodaterra  se  dá  principalmente  devido  à 

curcumina, como demonstra trabalhos anteriores realizados por Mary, Vijayakumar & 

Shankar (2018), que estudaram a capacidade quelante de metal da curcumina para 

os  íons  Mn+2,  Fe+2  e  Zn+2  e  suas  propriedades  antioxidantes  usando  a  teoria  da 

densidade  funcional  e  fases  do  solvente  DMSO  (dimetilsulfóxido),  um  solvente 

aprótico altamente polar. O estudo confirma que a interação entre os íons metálicos e 

a curcumina deve ser eletrostática dominante e que o mecanismo antioxidante é mais 

reativo  para  complexos  metálicos  do  que  a  curcumina  isolada.  Assim,  Mary, 

Vijayakumar  &  Shankar  (2018),  concluíram  que  a  curcumina  possui  propriedade 

quelante e antioxidante de metais e pode ser usada em terapia de quelação para a 

cura da doença de Alzheimer. 

Os  principais  constituintes  do  açafrãodaterra  são  compostos  polifenólicos 

hidrofóbicos, com baixa polaridade e solubilidade em água, portanto a eficiência de 

extração  dos  curcuminóides  aumenta  com  a  solubilidade  desses  compostos  no 

solvente de extração, o que enfatiza a importância da polaridade do solvente e suas 

interações adicionais, como ligações de hidrogênio com solutos (BENER et al., 2016). 

Portanto, o efeito do solvente e a temperatura de secagem influenciam na quantidade 

de extração dos compostos fenólicos. 

O teor de fenóis totais baseado no poder redutor do extrato do açafrãodaterra foi 

de 1737,13 ± 36,57 mg EAG 100 g1, para uma concentração de amostra de 4 mg mL

1.  

Estes  resultados  se  apresentam  superiores  a  trabalhos  anteriores  obtidos  por 

Tonin et al. (2021) de 906,56±44,12 mg EAG 100 g1 e concentração de 10 mg mL1, 

mantendo as mesmas condições de secagem e extração do açafrãodaterra. Esta 

diferença pode ser devido ao fato de que diferentes épocas de colheita do açafrãoda
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terra influenciam na quantidade de compostos fenólicos. 

Chumroenphat  et  al.  (2021),  identificaram  três  principais  curcuminóides  no 

açafrãodaterra:  bisdemetoxicurcumina,  demetoxicurcumina  e  curcumina  e  os 

estudos indicaram que o conteúdo total de curcuminóides foi afetado por diferentes 

métodos de secagem. A curcumina é o curcuminóide predominante e mais sensível 

ao calor, seguido pela demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina, respectivamente. 

Outro destaque no trabalho é para o teor de flavonoides totais obtido do extrato 

do açafrãodaterra de 5548,77±99,51 mg ERU 100 g1, para uma concentração de 

amostra de 0,1 mg mL1. 

Tonin  et  al.  (2021)  encontraram  valores  de  teor  de  flavonoides  totais  bastante 

inferiores  aos  obtidos,  mantendo  as  mesmas  condições  de  extração  e  secagem 

(688,33 ± 66,04 mg ERU 100 g1). 

Akter et al. (2019) secaram a Curcuma longa, variedade Ryudai gold, em estufa a 

50°C por 72 h, extraíram com metanol e também encontraram resultados inferiores 

para o teor de flavonoides (1089,50 mg ERU g1 do extrato) e de fenóis totais (157,40 

mg  GAE  g1  do  extrato).  Os  fenólicos,  incluindo  flavonoides  são  os  metabólitos 

secundários  que  contribuem  para  a  cor  e  sabor  e  têm  papéis  significativos  como 

captadores de radicais livres, doadores de hidrogênio, agentes redutores e inibidores 

de  oxigênio  singlete.  Portanto,  para  combater  os  riscos  potenciais  de  danos 

oxidativos,  o  consumo  dietético  de  antioxidantes  fenólicos  e  flavonoides  pode  ser 

considerado  primeira  linha  de  defesa  contra  tóxicos  altamente  reativos  (DENRE, 

2014). 

Além dos  já discutidos compostos  fenólicos e  flavonoides, Santos et al.  (2017), 

também encontraram outros constituintes químicos majoritários no açafrãodaterra, 

como  taninos,  cumarinas,  esteróides,  triterpenos,  óleos  essenciais  e  açúcares 

redutores. 

Majolo et al., (2014) fizeram a determinação dos constituintes químicos presentes 

no  óleo  essencial  de  Curcuma  longa  e  encontraram  como  predominantes  o 

sesquiterpeno  Artumerona (17,9%), αTumerona  (14,6%)  e  1,8Cineol  (14,2%). 

Outros  compostos  químicos  encontrados  pelos  pesquisadores  foram o αPineno, 

Mirceno, αFelandreno, δ3Careno, ρCimeno, Limoneno+Silvestreno, γTerpineno, 

Terpinoleno,  Terpinen4ol, αTerpineol,  ArCurcumeno, αZingibereno, β

Sesquifelandreno, ArTumerol,  βAtlantol e 6S,7RBisaboleno. 

Sendo  assim,  de  acordo  com  os  resultados  todas  as  análises  se  mostraram 
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coerentes com a literatura e podese confirmar a presença de compostos bioativos no 

açafrãodaterra,  principalmente  flavonoides  e  compostos  fenólicos,  sugerindo  a 

presença dos constituintes curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina, 

compostos majoritários presentes no açafrãodaterra descritos na literatura, os quais 

são bem conhecidos por suas propriedades antioxidantes. 

 

6.3  Produção das nanopartículas de zeína estabilizadas com caseinato de 
sódio 

 

A escolha inicial da concentração de zeína (20 mg mL1) e do solvente etanol:água 

(85:15, v/v) foi baseada em análise literária (LIU et al., 2019, LIU et al., 2020 e ZHANG 

&  HAN,  2018).  No  entanto,  as  nanopartículas  de  zeína,  produzidas  pelo  método 

antissolvente,  possuem  característica  hidrofóbica  de  modo  que  partículas  maiores 

precipitam facilmente após serem dispersas em uma solução aquosa ou redispersas 

em  uma  fase  aquosa  (ELZOGHBY,  SAMY  &  ELGINDY,  2012b).  O  parâmetro  foi 

observado  no  trabalho,  portanto  a  zeína  se  não  manipulada  com  o  solvente 

corretamente  e  sem  filtração  antes  dos  próximos  passos  favorece  a  precipitação, 

conforme observado também por Luis et al. (2020). 

Ademais,  a  zeína  é  uma  proteína,  portanto  muito  sensível  à  degradação 

enzimática  no  sistema  digestivo  devido  à  rápida  liberação  de  compostos  bioativos 

hidrofóbicos encapsulados no estômago (ELZOGHBY, SAMY & ELGINDY, 2012b).  

Pesquisas  confirmam  que  a  adição  de  um  revestimento  de  biopolímero  em 

nanopartículas de zeína, via deposição eletrostática, podem melhorar eficazmente a 

solubilidade e estabilidade em água em simulação de sucos gástricos (CHANG et al., 

2017; ZOU et al., 2016).  

Com isso, neste estudo, foi realizada uma deposição da zeína com caseinato de 

sódio, um reticulante altamente eficaz, que pode não só melhorar a solubilidade em 

água das nanopartículas de zeína, mas também pode impedir que as nanopartículas 

se agreguem e precipitem em solução de pH de aproximadamente 7 e em ambientes 

de alta força iônica (LIU et al., 2019).  

Baseado  nos  resultados,  apresentados  na  Tabela  2,  foi  possível  observar  que 

após  a  adição  de  caseinato  de  sódio  o  diâmetro  hidrodinâmico  aumentou 

consideravelmente em comparação com as nanopartículas não revestidas. 
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Tabela 2: Efeito do caseinato de sódio nas nanopartículas de zeína com relação a diâmetro 
hidrodinâmico, potencial zeta e índice de polidispersidade* 

zeína/ caseinato 
(m m1)  Dh (nm)  ζ (mV)  PDI (%) 

1:0,0  90,50 ± 0,91 d  23,83 ± 0,31 a  18,17 ± 1,22 a 
1:0,6  221,53 ± 3,07 b  26,03 ± 0,46 b  15,00 ± 5,10 c 
1:0,8  183,53 ± 3,48 c  27,70 ± 0,44 c  15,27 ± 6,30 b 
1:1,0  285,30 ± 15,00 a  32,13 ± 0,90 d  14,17 ± 1,56 d 

Dh: diâmetro hidrodinâmico, ζ:  potencial Zeta. Os dados  representam a média das amostras  (n=3). 
*Zeína  (20  mg  mL1)  diluída  em  etanol:água  (85:15,  v  v1)  e  caseinato  de  sódio  (6,67  mg  mL1)  em 
solução aquosa. 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 

Diâmetro hidrodinâmico (Dh), índice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta (ζ) 

são características físicoquímicas que dão informações sobre a estabilidade de um 

sistema coloidal. O Dh além de apresentar um  impacto direto sobre a estabilidade 

física das dispersões coloidais é também um parâmetro muito importante durante a 

otimização das formulações (SILVA et al., 2011; MEHNERT & MADER, 2001).  

De modo geral, o PDI apresenta a distribuição de tamanho das nanopartículas e, 

frequentemente,  suspensões  coloidais  com  valores  de  até  20%  são  consideradas 

como bons indicadores de homogeneidade (CHANG et al., 2017; LEMARCHAND et 

al., 2004). O PDI pode ser apresentado em escala de 0 – 1 ou em porcentagem de 0 

– 100%. 

Já o potencial zeta (ζ) é um parâmetro que indica a carga superficial das partículas 

e,  geralmente,  valores  (em  módulo)  acima  de  30  mV  evidenciam  estabilidade  em 

suspensão,  já  que  a  carga  superficial  impede  a  agregação  de  partículas  (CHEN, 

MOHANRAJ & PARKIN, 2003). 

 É possível verificar ainda que houve inversão do potencial zeta de positivo para 

negativo, mesmo que a zeína esteja presente em maior quantidade que o caseinato 

de sódio na solução. De acordo com a literatura, a zeína em solução possui potencial 

zeta positivo e o caseinato negativo, a interação eletrostática que pode ocorrer entre 

as  cargas  destes  dois  polímeros,  pode  levar  à  conversão  de  potencial  zeta  das 

nanopartículas e aumento do diâmetro hidrodinâmico, ou seja, o caseinato de sódio 

carregado negativamente  em  solução  aquosa  pode  ser  adsorvido  na  superfície  de 

partículas coloidais carregadas positivamente (PATEL et al., 2012). 

Em  concordância  com  o  encontrado  por  Silva  et  al.,  (2018),  embora  fossem 

obtidas  partículas  em  ordem  nanométrica  em  todos  os  casos  avaliados,  as 

formulações com menores concentrações de caseinato de sódio (reticulante) levaram 
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a  maiores  valores  de  PDI,  reafirmando  a  questão  de  que  a  zeína  não  revestida 

favorece  a  agregação  e  precipitação das  partículas.  Sendo  assim,  combinando  os 

resultados encontrados na Tabela 2, foi escolhido a proporção 1:0,8 como a melhor 

proporção de zeína/caseinato de sódio (m/m), considerando o diâmetro reduzido das 

nanopartículas e o objetivo do trabalho de possível aplicação em células humanas.  

Considerando  a  produção  de  nanopartículas  pelo  método  escolhido:  adição 

lenta/gota a gota, da zeína no caseinato de sódio, adicionalmente avaliouse o método 

de adição da zeína no caseinato vertido rápido e viceversa (Tabela 3).  

A  zeína  e  o  caseinato  de  sódio  são  polieletrólitos  complexos,  portanto  a 

velocidade de adição das soluções influencia nos resultados de tamanho obtidos. A 

Tabela 3 mostra um aumento no diâmetro hidrodinâmico. As soluções contendo as 

cadeias poliméricas precisam de um certo tempo para que ocorra a autoorganização 

do sistema coloidal e podese sugerir que a rápida adição de uma solução na outra 

provocou uma formação mais desorganizada do sistema coloidal.  

Por esse motivo, consideramos o melhor método como sendo a adição gota a 

gota, por homogeneizar melhor e quase por completo os constituintes, bem como a 

adição da zeína sobre o caseinato de sódio. Sendo assim, as considerações deste 

trabalho estão de acordo com trabalhos da literatura realizados por Silva et al. (2018), 

em  que  também  prepararam  as  nanopartículas  sob  agitação,  executando  um 

gotejamento lento da fase orgânica sobre a fase aquosa.  

 
Tabela 3: Efeito do método de adição do caseinato de sódio e zeína para formação das 

partículas com relação a tamanho, potencial zeta e índice de polidispersidade 

Ordem de adição  Dh (nm)  ζ (mV)  PDI (%) 
vertido rápido/zeína no 

caseinato 
311,07 ± 17,17 b  30,77 ± 0,40 b  10,77 ± 2,87 a 

vertido rápido/caseinato na 
zeína 

353,25 ± 11,75 a  27,87 ± 0,42 a  5,20 ± 5,67 b 

*Proporção de massa zeína:caseinato de sódio (m m1) 1:1,0. Dh: diâmetro hidrodinâmico; ζ: potencial 
Zeta. Os dados representam a média das amostras (n=3).  

Fonte: Autoria própria (2022) 
 

Por fim, foi avaliado o tempo de centrifugação que, além de apresentar diferença 

significativa, ainda se notou deposição de corpo de fundo e precipitação de material 

(Tabela 4).  
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Tabela 4: Efeito da centrifugação para as nanopartículas com relação a diâmetro 
hidrodinâmico, potencial zeta e índice de polidispersidade 

Proporção 
zeína/caseinato (m m1) 1:1,0 

Diâmetro 
Hidrodinâmico (nm) 

Potencial Zeta 
(mV) 

PDI (%) 

Sem centrifugar  220,30 ± 0,75 b  25,63 ± 0,55 a  15,23 ± 4,76 a 
Com 10 min de 

centrifugação 
216,90 ± 2,33 c  26,53 ± 0,29 b  11,20 ± 5,17 c 

Com 20 min de 
centrifugação 

285,30 ± 15,00 a  32,13 ± 0,90 c  14,17 ± 1,56 b 

Dh: diâmetro hidrodinâmico; ζ: potencial Zeta. Os dados representam a média das amostras (n=3).  
Fonte: Autoria própria (2022) 

 
Apesar do maior diâmetro hidrodinâmico obtido para as nanopartículas com 20 min 

de centrifugação, possivelmente devido à redução na estabilidade das nanopartículas, 

consideramos  este  tempo,  ao  final  do  processo,  como  o  mais  vantajoso  para  o 

trabalho. Na prática, observamos homogeneidade nas repetições da leitura no DLS e 

no espectrofotômetro para o teste da eficiência de encapsulação, dois equipamentos 

extremamente sensíveis. Na literatura há divergências na elaboração do método com 

relação  ao  processo  de  centrifugação;  os  autores  adotam  diferentes  tempos  de 

centrifugação e, por vezes, não o realizam (Liu et al., 2019; Liu et al., 2020; Luis et al., 

2020).  Baseado  nessas  observações,  concluise  que  novas  análises  devem  ser 

realizadas para maior precisão dos resultados. 
 

6.4  Produção das nanopartículas de zeína / caseinato de sódio carregadas com 
extrato  de  açafrãodaterra,  eficiência  de  encapsulação  e  capacidade  de 
carregamento 

 

As  proporções  de  massa  do  extrato  do  açafrãodaterra  encapsulado  em 

nanopartículas de zeína revestidas por caseinato de sódio com relação ao diâmetro 

hidrodinâmico,  potencial  zeta,  PDI,  eficiência  de  encapsulação  e  capacidade  de 

carregamento influenciam as propriedades físico químicas das nanopartículas (LIU et 

al., 2019) e são apresentados na Tabela 5. 
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Tabela 5: Efeito da proporção de massa zeína/extrato do açafrãodaterra para as 
nanopartículas com relação ao diâmetro hidrodinâmico, potencial zeta, índice de 

polidispersidade, eficiência de encapsulação e capacidade de carregamento 

Proporção 
zeína/extrato (m m1)  Dh (nm)  ζ (mV)  PDI (%)  EF (%)  LC (%) 

0  207,95 ± 9,99 c  24,05 ± 1,36 a  18,14 ± 5,50 a     

2,50% (40:1)  215,83 ± 6,40 b,c  24,52 ± 0,77 a  13,00 ± 2,59 a  33,23 ± 1,19 d  0,84 ± 0,02 d 

5,00% (20:1)  292,88 ± 20,18 a  26,01 ± 2,56 a  15,84 ± 9,61 a  55,45 ± 0,85 c  2,90 ± 0,06 c 

10,00% (10:1)  229,32 ± 19,08 
b,c  27,14 ± 3,90 a  15,07 ± 1,73 a  66,15 ± 1,94 a  6,63 ± 0,03 b 

20,00% (5:1)  250,85 ± 13,60 b  25,68 ± 1,56 a  16,46 ± 4,51 a  60,39 ± 1,72 b  12,34 ± 0,13 a 

Dh:  diâmetro  hidrodinâmico; ζ:  potencial  Zeta; EF:  Eficiência  de  encapsulação;  LC:  Capacidade  de 
carregamento. Análise em triplicata (n=3). 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 

Após a adição do extrato do açafrãodaterra, o diâmetro hidrodinâmico teve uma 

alteração  significativa.  As  concentrações  de  2,50%  e  10,00%  não  apresentaram 

diferença significativa. Uma possível  justificativa para isso é que o extrato do açafrão

daterra  é  encapsulado  pela  nanopartícula  que  tem  uma  influência  limitada  na 

formação e nas propriedades superficiais das partículas (LIU et al., 2019). 

No  trabalho,  as  nanopartículas  obtidas  sem  o  extrato  apresentaram  diâmetro 

hidrodinâmico  de  207,95  nm.  Chang  et  al.  (2017)  também  encontraram  dados 

similares, em torno de 250 nm, em que estudou a pectina como revestimento. 

O tamanho de partícula de zeína sem o extrato foi anteriormente atribuído por Hu 

et al. (2016) e Xu et al. (2011) ao efeito de cristais de carbonato de sódio pré formados 

atuando  como  sítios  de  nucleação  heterogêneos,  o  que  impediu  a  formação  de 

grandes partículas durante o processo de dispersão. 

De  acordo  com  trabalhos  anteriores,  todos  os  PDIs  das  nanopartículas  foram 

menores que 20 e não foram significativamente afetados pela proporção de massa do 

extrato, indicando uma distribuição homogênea e estreita (LIU et al., 2019). De acordo 

com Chang et al. (2017), como não foi observada diferença no potencial zeta entre 

nanopartículas  com  e  sem  extrato,  deduzse  que  o  impacto  da  força  iônica  foi 

insignificante,  o  que  foi  em  parte  devido  à  pequena  quantidade  adicionada  à 

formulação.  Os  dados  obtidos  apontam  que  o  extrato  do  açafrãodaterra  foi 

encapsulado sem desvantagem às características das nanopartículas. 

A adição do extrato do açafrãodaterra causou um aumento no potencial negativo 

das nanopartículas, passando de 24,05 mV nas partículas sem o extrato até o mínimo 

de 27,14 mV para partículas com 10,00% de extrato do açafrãodaterra. O dado está 

condizente ao encontrado por Liu et al. (2019), que obteve um potencial zeta de 23,23 
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mV para partículas sem extrato e 27,03 mV para partículas carregadas.  

Para  verificar  a  quantidade  de  extrato  de  açafrãodaterra  efetivamente 

incorporado nas nanopartículas em função da concentração de extrato adicionado à 

solução, a eficiência de encapsulação (EE) e a capacidade de carregamento (LC) dos 

sistemas  foram  calculados  (GómezMascaraque  et  al.,  2017).  A  eficiência  de 

encapsulação determina o grau de proteção do ativo, no caso o extrato do açafrão

daterra no  interior das partículas e pode ser  influenciado por vários  fatores, como 

material  encapsulante,  relação  núcleo:material  de  parede  e  teor  de  sólidos  totais 

(TOSONI & RODRIGUES, 2013). 

No  trabalho,  a  eficiência  de  encapsulação  das  nanopartículas  foi  baixa  para  a 

proporção  de  2,50%  e  aumentou  consideravelmente  para  a  proporção  de  10,00% 

(66,15% do ativo incorporado ao polímero). Além disso, os resultados mostram que a 

eficiência de encapsulação diminui com a quantidade de extrato de açafrãodaterra 

adicionado às nanopartículas.  

Os  dados  estão  de  acordo  com  Liu  et  al.  (2019),  que  obtiveram  eficiência  de 

encapsulação de nanopartículas em curcumina significativamente reduzida conforme 

houve um aumento nas razões de massa de curcumina para zeína (de 76,06% em 

1:200 para 36,10% em 1:10)  quando estudaram a encapsulação da curcumina em 

nanopartículas  de  zeína,  caseinato  de  sódio  e  alginato  de  sódio.  Outros  trabalhos 

encontraram fenômenos semelhantes ao estudar encapsulamento, como com retinol 

(PARK, PARK & KIM, 2015), αtocoferol (LUO et al., 2011) e vitamina E (LIU & PARK, 

2009).  

Foram observadas diferenças significativas na capacidade de carregamento das 

amostras e concluise que uma carga máxima de cerca de 12% (m/m) em relação à 

massa de zeína pode ser efetivamente incorporada às nanopartículas. O excesso de 

extrato seria então excluído da estrutura das nanopartículas e, portanto, diminuindo a 

eficiência  de  encapsulação  acima  da  capacidade  de  carga  mencionada.  Gómez

Mascaraque et al. (2017), encontraram uma carga máxima de curcumina de cerca de 

1,5% (p/p) quando estudaram o carregamento da curcumina incorporada em vesículas 

lipídicas. 

Tendo  em  vista  as  observações  consideradas,  a  proporção  de  massa  ZeCsA 

escolhida para os objetivos do trabalho foi a 10,00% (10:1). 
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6.5   Produção das nanopartículas de zeína estabilizadas com caseinato de 
sódio e quitosana e carregadas com extrato do açafrãodaterra 

 

O  caseinato  de  sódio  atua  como  um  revestimento  e  estabilizante  em 

nanopartículas  de  zeína  proporcionando  maior  solubilidade  em  meio  aquoso.  No 

entanto,  em  pH  estomacal  ácido,  quando  utilizados  por  via  oral,  podem  ser 

degradados  por  enzimas  digestivas.  O  caseinato  de  sódio  e  a  zeína  são  muito 

sensíveis à pepsina e pancreatina nos  fluidos digestivos e o extrato de açafrãoda

terra é rapidamente liberado das nanopartículas desintegradas no trato digestivo (LIU 

et al., 2019). Por este motivo neste trabalho foi feito a adição de mais um revestimento, 

a quitosana. 

Os efeitos da adição da quitosana nas nanopartículas de zeína/caseinato/extrato 

do açafrãodaterra com relação a diâmetro hidrodinâmico, potencial zeta e índice de 

polidispersidade são apresentados na Tabela 6. 

A  quitosana  é  um  polímero  policatiônico  atóxico  e  biocompatível  com 

mucoadesividade  favorável,  podendo  interagir  eletrostaticamente  com  muco  ou 

superfícies  celulares  carregadas  negativamente.  Essa  qualidade  proporciona  um 

maior tempo de contato para o transporte de ativos através da membrana celular e 

potencialmente beneficia a absorção celular (MA et al., 2018). Observações anteriores 

apoiam  que  interações  eletrostáticas  entre  quitosana  e  proteínas  melhoraram  as 

propriedades físicoquímicas e a estabilidade dos sistemas de emulsão (YUAN et al., 

2013).  
Tabela 6: Efeito da adição da quitosana nas nanopartículas de zeínacaseinato/10% (10:1) 

extrato do açafrãodaterra com relação ao diâmetro hidrodinâmico, potencial zeta e índice de 
polidispersidade 

Quitosana 
(m v1)  Dh (nm)  ζ (mV)  PDI (%)  Condutividade 

(mS cm1) 

 

0,000 %  229,32 ± 19,08 c  27,14 ± 3,90 d  15,07 ± 1,73 d  0,02 ± 0,01 b   

0,025 %  273,77 ± 20,00 b  40,12 ± 1,35 b  18,20 ± 0,81 c  0,05 ± 0,01 a   

0,050%  226,51 ± 1,19 d  40,26 ± 1,58 a  22,03 ± 1,30 a  0,05 ± 0,01 a   

0,100 %  308,44 ± 22,51 a  9,46 ± 0,55 c  18,73 ± 3,17 b  0,02 ± 6,10 b   
Dh: diâmetro hidrodinâmico; ζ: potencial Zeta. Os dados representam a média das amostras (n=2). 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 

  Um  fato  observado  também  por  Zhang  et  al.  (2014)  é  que  sem  adição  de 

quitosana, a dispersão de nanopartículas apresentouse homogênea e branca leitosa. 
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Após, foram observados agregados durante o experimento os quais eram claramente 

visíveis, o que pode ser explicado pelo  fato de que a carga total da superfície das 

nanopartículas  caiu  drasticamente  com  o  revestimento  de  quitosana  e  não  houve 

forças repulsivas suficientes para estabilizar as nanopartículas (ZHANG et al., 2014). 

O  tamanho  de  partícula  é  uma  característica  chave  para  veículos  de  entrega 

biopoliméricos  (MA  et  al.,  2018).  De  acordo  com  análise  estatística  e  estudos 

anteriores (HIDALGO et al., 2017; PAULUK et al., 2019), neste trabalho as partículas 

também tiveram um aumento significativo no diâmetro após a adição da quitosana. 

Este  aumento  ocorre  desde  que  a  quitosana  seja  aplicada  após  a  formação  das 

nanopartículas (HIDALGO  et al., 2017) e conforme se aumenta a concentração de 

quitosana  utilizada  há  à  deposição  de  camadas  mais  espessas  das  partículas 

catiônicas, conferindo maior estabilidade ao sistema. 

O PDI para todas as formulações foi inferior a 22%, indicando uma distribuição 

estreita do tamanho das partículas. Os dados estão condizentes com os pesquisados 

por MA et al. (2018), em que obtiveram valores de PDI menores que 35%, quando 

encapsularam a quercetina. 

A quitosana se dissolve em soluções aquosa ácidas e carrega uma forte carga 

positiva (ZHANG et al., 2014). Neste  trabalho, sem o revestimento de quitosana, o 

potencial zeta das nanopartículas estabilizadas com caseinato de sódio foi de 27,14 

mV e, após a adição da quitosana, ocorreu a reversão do potencial zeta negativo para 

positivo,  uma  vez  que  a  quitosana  de  carga  positiva  foi  atraída  para  a  superfície 

negativa das nanopartículas por meio de  interações eletrostáticas (LI  et al., 2016). 

Essa  mudança  de  negativo  para  positivo  ocorre  devido  aos  grupos  amino  da 

quitosana.  Isso  pode  resultar  em  vantagens  farmacocinéticas  porque  as 

nanopartículas  carregadas  positivamente  interagem  melhor  com  a  carga  negativa 

geral das membranas celulares (KAMEL et al., 2017). 

Portanto, conforme encontrado também por MA et al. (2018), as cargas positivas 

do  potencial  zeta  quando  revestido  com  quitosana,  combinadas  com  a 

mucoadesividade da quitosana potencialmente dotaram a partícula composta com a 

adesividade efetiva na superfície celular, facilitando a captação celular. 

De acordo com Pauluk et al.  (2019), o potencial zeta  também está relacionado 

com a estabilidade da suspensão das nanopartículas. Valores acima de ± 30mV, para 

nanopartículas  de  quitosana,  indicam  maior  estabilidade,  devido  à  maior  repulsão 

entre  as  partículas,  consequentemente  reduzindo  a  agregação  entre  elas.  Neste 
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trabalho,  as  concentrações  de  quitosana  que  possivelmente  se  apresentam  mais 

estáveis são as de 0,025 % e 0,050 %. 

Apesar  de  os  trabalhos  não  fazerem  associação  entre  a  caracterização  de 

nanopartículas e a condutividade, observase a possível influência da condutividade 

no  potencial  zeta. Maiores  valores  de  condutividade,  conferem maiores  valores  de 

potencial zeta. Um destaque aqui ao tratamento com 0,1% de quitosana, em que foi 

obtido  menor  valor  de  potencial  zeta  (aproximadamente  9,5  mV)  e  menor 

condutividade  (0,02  mS  cm1).  Baseado  nessas  observações  experimentais  são 

necessárias mais pesquisas a fim de se obter resultados precisos. 

Com base na literatura e pesquisas realizadas, adotouse para este trabalho como 

concentração  ótima  de  quitosana  a  0,050%.  Assim,  a  quitosana  proporciona  uma 

maior  estabilidade  ao  sistema  e  mantem  o  diâmetro  das  partículas  em  escala 

nanométrica atendendo ao objetivo proposto. 

 

6.6  Avaliação da atividade citotóxica/antiproliferativa dos extratos de açafrão
daterra e suas nanopartículas 

 

Após testadas as condições desenvolvidas para a produção de nanopartículas, as 

amostras (extrato do açafrão da terra, nanopartículas de zeína/caseinato com e sem 

extrato  e  nanopartículas  de  zeína/caseinato/quitosana  com  e  sem  extrato)  foram 

enviadas para  o  Laboratório  de  Bioprocessos  da  UTFPR   Francisco  Beltrão, para 

serem  testadas  quanto  a  atividade  citotóxica/antiproliferativa.  As  amostras  foram 

previamente  liofilizadas  e  uma  alíquota  foi  retirada  para  serem  ressuspendidas  e 

analisadas novamente no DLS. As amostras ressuspendidas se mantiveram com as 

características de nanopartículas. 

Plantas  medicinais  sempre  chamaram  a  atenção  de  pesquisadores  como  uma 

fonte atraente de compostos naturais para a  terapia do câncer,  como é o caso da 

Curcuma longa, uma planta que pode possuir ação contra angiogênese e metástase 

de câncer. Os compostos anticancerígenos destas plantas desempenham um papel 

fundamental como um eliminador de radicais livres e indutor de espécies reativas de 

oxigênio, inibidor de quinase do fuso mitótico, antimitótico,  inibidor de angiogênese, 

inibidor  de  topoisomerase,  indutor  de  apoptose  e,  eventualmente,  verificando  a 

invasão, migração e proliferação do câncer (VARGHESE & DALVI, 2021). 
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A curcumina demonstrou induzir múltiplos efeitos citotóxicos em células tumorais, 

incluindo parada do ciclo celular, apoptose, autofagia, alterações na expressão gênica 

e  interrupção  da  sinalização  molecular  (WALKER  &  MITTAL,  2021).  Além  disso, 

demonstrou potencializar o efeito da radiação nas células cancerígenas, exibindo um 

efeito protetor no tecido normal (WALKER & MITTAL, 2021). 

De acordo com Sultana et al. (2021), os fármacos anticâncer são classificadas em 

diferentes  subgrupos  com  base  em  seu  mecanismo  de  ação  como  agentes 

antiproliferativos, agentes bloqueadores de carcinógenos ou antioxidantes. 

Os dados do Gráfico 1 apresentam os resultados das absorbâncias médias dos 

tratamentos das células  tumorais de rim (A) e  fígado (B) humano com o extrato de 

açafrãodaterra. A análise estatística mostra que a concentração de 1000 μg mL1 

apresentou potencial citotóxico/antiproliferativo nos três tempos de exposição (24, 48 

e  72  h)  para  as  duas  linhagens  celulares  estudadas.  Inclusive,  as  viabilidades 

celulares atingiram 66,54% para as células tumorais renais (1000 μg mL1, 24 h) e 

33,96% para as células tumorais hepáticas (1000 μg mL1, 72 h) (Tabela 7). Para as 

células tumorais hepáticas o efeito antiproliferativo foi mais evidente e foi maior quanto 

maior o tempo de exposição para a concentração de 1000 μg mL1 (Tabela 7). 

 
Tabela 7: Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de rim e fígado humano, tratadas 

com as diferentes concentrações (µg mL1) do extrato de açafrãodaterra, por 24, 48 e 72 h, 
pelo teste do MTT 

Grupos 
Carcinoma Renal  Hepatocarcinoma  

VC [%]  VC [%] 
24 h  48 h  72 h  24 h  48 h  72 h 

CO  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00 
CO+  24,41  11,90  9,97  35,42  18,96  14,07 

5  86,99  104,10  98,81  93,23  99,62  111,06 
10  96,32  101,10  105,49  91,93  96,59  110,27 
50  95,88  103,00  104,10  111,20  112,42  117,88 

100  92,28  88,73  99,38  99,61  97,63  110,77 
200  94,34  95,96  107,40  95,83  88,15  113,28 
300  91,40  104,97  101,57  89,32  88,34  131,08 
400  84,19  113,34  106,92  100,78  87,39  88,37 
500  87,21  105,95  96,18  97,92  95,64  121,18 
1000  66,54  75,85  70,99  77,73  44,17  33,96 

CO: controle negativo. CO+: controle positivo 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Os dados obtidos no presente trabalho estão de acordo com os encontrados na 
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literatura, ou seja, o extrato do açafrãodaterra apresenta um efeito citotóxico frente 

a  células  tumorais.  KhudaBukshs  et  al.  (2008),  quando  pesquisaram  modelos  de 

ratos  induzidos por pDAN e  fenobarbital, encontraram que o extrato etanólico dos 

rizomas de Curcuma longa inibiu a carcinogênese hepática suprimindo a expressão 

hepática de p53 e Bcl2 e preveniu a metástase do câncer por perturbar a atividade 

hepática  de  MMP.  AbdelLateef  et  al.,  (2016),  também  observaram  a  inibição  da 

proliferação de células hepáticas HepG2, pela Curcuma longa, induzindo alterações 

apoptóticas.  
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Gráfico 1: Absorbância média e desviopadrão de células tumorais de rim (A) e fígado (B) humano tratadas por 24, 48 e 72 h com as concentrações 
(µg mL1) do extrato de açafrãodaterra 

 
* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05). 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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O  gráfico 2  apresenta  os  resultados das  absorbâncias médias dos  tratamentos 

com as partículas de zeina/caseinato sem o extrato de açafrãodaterra.  

Neste caso, para as partículas de zeina/caseinato (Tabela 8) as concentrações de 

50 a 500 μg mL1, no tempo de 72 h, foram citotóxicas para as células tumorais renais 

e hepáticas, com viabilidades celulares mínimas de 46,80% (célula tumoral renal) e 

41,13% (célula tumoral hepática) (Tabela 8). Ademais, as concentrações de 10 a 500 

μg mL1 (24 h), 5, 10, 50, 200 e 300 μg mL1 (48 h) e 1000 μg mL1 (72 h), para as 

células tumorais renais, e 100 a 500 μg mL1 (24 h), 5 a 300 μg mL1 (48 h) e 1000 μg 

mL1 (72 h), para as células tumorais hepáticas, resultaram em absorbâncias médias 

estatisticamente maiores que as dos controles negativos, resultando em estímulo da 

proliferação celular, com viabilidades celulares (Tabela 8) maiores que 100%. 

De posse dos dados podese observar que as partículas de zeína/caseinato sem 

extrato apresentam, em algumas concentrações e tempos, atividade citotóxica para 

as células tumorais renais e hepáticas. Essa citotoxicidade pode ser atribuída ao fato 

de  que  foi  utilizado  DMSO  para  solubilização  dos  cristais  de  formazan.  O  DMSO 

apresenta  toxicidade  sistêmica  questionável  e,  de  acorco  com  Brayton  (1986),  o 

composto atua na eliminação de radicais livres. Os questionamentos levantados não 

são conclusivos e novos estudados se fazem necessários acerca do assunto. 

 
Tabela 8: Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de rim e fígado humano, tratadas 
com as diferentes concentrações (µg mL1) das partículas de zeina:caseinato, por 24, 48 e 72 h, 

pelo teste do MTT 

Grupos 
Carcinoma Renal  Hepatocarcinoma  

VC [%]  VC [%] 
24 h  48 h  72 h  24 h  48 h  72 h 

CO  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00 
CO+  21,59  11,25  12,07  27,33  16,49  13,42 

5  111,84  171,78  111,65  87,33  172,51  96,08 
10  118,32  164,49  101,47  107,56  215,97  96,28 
50  134,33  165,25  76,50  186,89  172,60  69,77 

100  143,56  99,48  67,52  150,00  209,95  66,78 
200  134,62  120,00  49,11  273,11  191,10  41,59 
300  138,05  120,52  48,69  205,78  141,01  50,63 
400  125,47  88,75  46,80  218,67  117,63  42,19 
500  160,24  112,19  49,16  227,33  131,76  41,13 

1000  96,43  118,83  160,18  105,78  88,92  127,71 
CO: controle negativo. CO+: controle positivo 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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Gráfico 2: Absorbância média e desviopadrão de células tumorais de rim (A) e fígado (B) humano tratadas por 24, 48 e 72 horas com as 
concentrações (µg mL1) das partículas de zeina:caseinato 

 
* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05). 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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Os dados do Gráfico 3 apresentam os resultados das absorbâncias médias dos 

tratamentos das células tumorais de rim (A) e fígado (B) humano com as partículas de 

zeina/caseinato  e  o  extrato  de  açafrãodaterra.  A  análise  estatística  mostra  que 

novamente a concentração de 1000 μg mL1  apresentou  potencial 

citotóxico/antiproliferativo nos três tempos de exposição (24, 48 e 72 h) para as duas 

linhagens celulares. Entretanto, neste caso, ainda foram citotóxicas as concentrações 

de 400 e 500 μg mL1 (24 e 72 h), 100 e 300 μg mL1 (48 h), para a linhagem tumoral 

renal, e 300 μg mL1 (24 e 48 h), 400 μg mL1 (48 e 72 h) e 500 μg mL1 (24, 48 e 72 

h) para a linhagem tumoral de fígado. Neste caso, as viabilidades celulares atingiram 

60,03% para as células tumorais renais ([1000 μg mL1] 72 h) e 31,24% para as células 

tumorais hepáticas (1000 μg mL1, 72 h) (Tabela 9). Para as células tumorais hepáticas 

novamente o efeito antiproliferativo foi mais evidente e foi maior quanto maior o tempo 

de exposição (Tabela 9) (concentrações > 400 μg mL1). 

Fazendo  um  comparativo  entre  os  dados  obtidos  das  nanopartículas  de 

zeína/caseinato sem e com extrato, podese inferir que na concentração de 1000 μg 

mL1, 72 h para as células tumorais renais e hepáticas que apresentaram viabilidades 

celulares superiores a 100% para as nanopartículas sem extrato, quando adicionou

se  o extrato  houve  uma  redução  significativa  na  viabilidade  celular,  principalmente 

para  as  células  tumorais  hepáticas  (31,24%).  Com  isso,  podese  concluir  que  o 

tratamento com o extrato apresentou efeito em células tumorais hepáticas.  

Ademais podese observar uma redução na viabilidade celular, em comparação 

ao tratamento sem extrato, para as concentrações de 400 e 500 μg mL1, 24h e 300 

μg mL1, 48 h para a linhagem tumoral renal e 300 μg mL1, 24 e 48h e 500 μg mL1, 

24 h, para a linhagem hepática. 
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Tabela 9: Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de rim e fígado humano, tratadas 
com as diferentes concentrações (µg mL1) das partículas de zeina:caseinato e o extrato de 

açafrãodaterra, por 24, 48 e 72 h, pelo teste do MTT 

Grupos 
Carcinoma Renal  Hepatocarcinoma  

VC [%]  VC [%] 
24 h  48 h  72 h  24 h  48 h  72 h 

CO  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00 
CO+  22,25  9,34  10,29  28,82  21,96  16,02 

5  94,84  100,35  93,94  102,75  101,05  115,00 
10  101,83  88,72  94,03  82,73  120,33  111,70 
50  102,71  96,41  101,70  91,75  110,26  107,02 

100  89,42  81,38  98,30  87,57  95,49  120,56 
200  89,96  92,96  94,86  88,89  94,34  93,71 
300  95,18  81,03  86,40  77,12  74,30  87,64 
400  87,31  91,46  84,22  109,35  63,37  53,69 
500  78,49  85,87  81,21  72,83  50,62  35,99 

1000  65,81  68,90  60,03  72,72  44,97  31,24 
CO: controle negativo. CO+: controle positivo 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 

Luiz et al. (2022) estudaram o desenvolvimento e caracterização de lipossomas 

carregados de curcumina modificados com ácido fólico para o tratamento do câncer 

de mama utilizando células MCF7 e observaram que a curcumina nanoencapsulada 

mostrou  um  efeito  de  toxicidade  significativamente  maior  quando  comparado  com 

curcumina  livre.  Portanto,  os  dados  do  trabalho  estão  condizentes  com  os 

encontrados  na  literatura,  indicando  que  o  processo  de  encapsulação  de  ativos 

melhora a eficácia do produto. 
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Gráfico 3: Absorbância média e desviopadrão de células tumorais de rim (A) e fígado (B) humano tratadas por 24, 48 e 72 horas com as 
concentrações (µg mL1) das partículas de zeina:caseinato e o extrato de acafrão 

 
* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05). 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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O  gráfico 4  apresenta  os  resultados das  absorbâncias médias dos  tratamentos 

com as partículas de zeina/caseinato/quitosana sem o extrato de açafrãodaterra. 

Para as partículas de zeina/caseinato/quitosana (Tabela 10) as concentrações de 

200 e 500 μg mL1 (24 e 48 h), 300 e 1000 μg mL1 (24, 48 e 72 h) e 400 μg mL1 (48 

h),  para  as  células  tumorais  hepáticas  (B),  resultaram  em  absorbâncias  médias 

estatisticamente maiores que as dos controles negativos, resultando em estímulo da 

proliferação celular, com viabilidades celulares (Tabela 10) maiores que 100%. 

Com  isso,  podese  inferir  que  o  tratamento  com  as  nanopartículas  de 

zeína/caseinato/quitosana sem o extrato do açafrãodaterra não surtiram efeito para 

células tumorais renais e hepáticas e houve estímulo à proliferação celular 

 
Tabela 10: Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de rim e fígado humano, tratadas 

com as diferentes concentrações (µg mL1) das partículas de zeina:caseinato:quitosana, por 
24, 48 e 72 h, pelo teste do MTT 

Grupos 
Carcinoma Renal  Hepatocarcinoma  

VC [%]  VC [%] 
24 h  48 h  72 h  24 h  48 h  72 h 

CO  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00 
CO+  54,10  25,67  17,45  31,01  21,69  18,27 

5  89,95  86,91  97,33  136,87  90,90  116,77 
10  93,63  96,28  95,90  181,42  103,31  104,06 
50  84,92  100,00  103,47  136,87  97,06  98,50 

100  82,41  96,53  87,71  150,28  118,01  175,11 
200  99,33  92,04  92,16  276,68  282,90  262,84 
300  91,96  101,67  108,19  267,32  317,10  405,12 
400  86,60  99,09  103,74  228,49  254,04  264,43 
500  90,62  91,14  90,83  469,69  303,95  228,60 

1000  94,47  86,65  88,60  442,18  285,29  290,82 
CO: controle negativo. CO+: controle positivo 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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Gráfico 4: Absorbância média e desviopadrão de células tumorais de rim (A) e fígado (B) humano tratadas por 24, 48 e 72 horas com as 
concentrações (µg mL1) das partículas de zeina:caseinato:quitosana 

 
* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05). 

Fonte: Autoria própria (2022)
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Os dados do Gráfico 5 apresentam os resultados das absorbâncias médias dos 

tratamentos das células tumorais de rim (A) e fígado (B) humano com as partículas de 

zeina/caseinato/quitosana e o extrato de açafrãodaterra. Neste caso, a concentração 

de 1000 μg mL1 apresentou potencial citotóxico/antiproliferativo nos três tempos de 

exposição (24, 48 e 72 h) somente para a linhagem celular tumoral renal. Para esta 

linhagem, as concentrações de 100 μg mL1 (48 h), 400 μg mL1 (72 h) e 500 μg mL1 

(24,  48  e  72  h)  também  foram  citotóxicas.  Já  para  a  linhagem  tumoral  hepática 

humana, somente as concentrações de 500 μg mL1 (24 e 48 h) e 1000 μg mL1 (24 h) 

foram citotóxicas. 

As viabilidades celulares (Tabela 11) atingiram 44,80% para as células tumorais 

renais (500 μg mL1, 72 h) e 64,21% para as células tumorais hepáticas (500 μg mL1, 

24 h) (Tabela 11). 

Analisandose  os  dados  e  fazendo  um  comparativo  entre  os  tratamentos  com 

nanopartículas de zeína/caseinato/quitosana sem e com extrato, podese inferir que 

nanopartículas com extrato apresentaram uma redução significativa das viabilidades 

celulares, principalmente em células tumorais hepáticas. Índices superiores a 460 % 

de viabilidade celular foi reduzido para 64,21% (500 μg mL1, 24 h), após tratamento.  

No  entanto,  a  menor  viabilidade  celular  obtida  para  as  nanopartículas  de 

zeína/caseinato/quitosana com extrato foi em células tumorais renais (44,80 %  500 

μg mL1,  72  h).  E,  fazendo  mais  um  comparativo  com  o  extrato  livre  para  a 

concentração de 500 μg mL1, 72 h em células tumorais renais, podese observar que 

o extrato livre apresentou uma viabilidade celular de 96,18 %. 

Um ponto que pode ser sugerido aqui é o fato de o revestimento com quitosana 

proporcionar  um  processo  mais  lento  fazendo  com  que  seja  necessário  as  células 

necessitarem  de  um  tempo  maior que  72  h em  tratamento  com  as  nanopartículas 

revestidas  com  quitosana  para  observarmos  menores  respostas,  ou  seja,  menor 

viabilidade celular. 

Com  isso,  podese  concluir  que  o  tratamento  com  extrato  do  açafrãodaterra 

revestido  em  nanopartículas  de  zeína/caseinato/quitosana  é  efetivo  principalmente 

para  células  tumorais  renais,  além  de  que  o  processo  de  encapsulação  em 

nanopartículas reduz a viabilidade e o estímulo à proliferação celular. 
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Tabela 11: Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de rim e fígado humano, tratadas 
com as diferentes concentrações (µg mL1) das partículas de zeina:caseinato:quitosana e o 

extrato de açafrãodaterra, por 24, 48 e 72 h, pelo teste do MTT 

Grupos 
Carcinoma Renal  Hepatocarcinoma  

VC [%]  VC [%] 
24 h  48 h  72 h  24 h  48 h  72 h 

CO  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00  100,00 
CO+  17,63  11,43  9,23  35,66  14,51  13,91 

5  87,76  91,82  99,46  89,90  94,30  91,33 
10  99,04  84,33  114,34  99,75  77,04  95,57 
50  92,76  107,23  104,12  103,49  116,10  111,79 

100  100,32  76,62  94,98  103,87  91,55  111,23 
200  117,44  109,54  104,12  96,51  113,29  98,07 
300  94,62  98,22  92,29  94,39  73,65  119,71 
400  87,50  102,31  86,74  100,50  71,77  93,01 
500  70,13  59,43  44,80  64,21  65,27  80,91 

1000  73,27  72,01  72,49  68,58  81,01  85,15 
CO: controle negativo. CO+: controle positivo 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 

Baspinar et al. (2018) prepararam nanopartículas de zeína/quitosana carregadas 

com curcumina e piperina com um tamanho médio de partícula de aproximadamente 

500 nm e, o uso de uma concentração de curcumina de 1025 µg mL1, resultou na 

redução de aproximadamente 50% das células de neuroblastoma. Assim, inferese o 

poder do açafrãodaterra, principalmente da curcumina, em células tumorais. 
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Gráfico 5: Absorbância média e desviopadrão de células tumorais de rim (A) e fígado (B) humano tratadas por 24, 48 e 72 horas com as 
concentrações (µg mL1) das partículas de zeina:caseinato:quitosana e o extrato de acafrão 

 
* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05). 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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Sendo assim, podese concluir da análise de atividade citotóxica/antiproliferativa 

que as nanopartículas de zeína contendo o extrato do açafrãodaterra e revestidas 

com caseinato de sódio e/ou quitosana, de uma maneira geral, apresentam melhores 

resultados para tratamentos em células tumorais renais (7860) e hepáticas (HUH7.5) 

quando comparados ao extrato livre do açafrãodaterra.
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7  CONCLUSÃO 
 

No trabalho, o extrato do açafrãodaterra preparado utilizando a temperatura de 

secagem  de  40  °C  e  solvente  extrator  etanol:água  (95:5,  v/v)  foi  utilizado  para  a 

quantificação de  compostos  fenólicos  e  flavonoides  e  na  atividade  antioxidante do 

açafrãodaterra.  Níveis  elevados  de  compostos  fenólicos  e  flavonoides  foram 

quantificados.  A  condição  analisada  apresentou  respostas  para  a  eliminação  dos 

radicais DPPH, ABTS e habilidade quelante do Fe (II), podendo ser indicados como 

fontes de efeitos antioxidantes. 

As  nanopartículas  de  ZeCsA  e  ZeCsQA  foram  desenvolvidas  pelo  método  de 

precipitação antisolvente para encapsular o extrato do açafrãodaterra com o objetivo 

de superar sua menor solubilidade e estabilidade em água e aumentar sua absorção 

celular. ZeCsA e ZeCsQA foram obtidas com diâmetro hidrodinâmico abaixo de 230 

nm.  As  nanopartículas  de  ZeCsA  alcançaram  uma  eficiência  de  encapsulação 

superior a 66%, que diminuiu com o aumento da concentração do extrato, sugerindo 

que sua capacidade máxima de carregamento é em torno de 6,6%.  

O  extrato da  Curcuma  longa  encapsulado  em  partículas  de ZeCsA  e  ZeCsQA 

apresentaram  atividade  citotóxica/antiproliferativa  para  as  células  tumorais  renais 

(7860)  e  hepáticas  (HUH7.5),  podendo  ser  indicados  como  fontes  de  efeitos 

citotóxicos/antiproliferativos para esses tipos de células tumorais e para aplicação em 

indústria farmacêutica. 

Os objetivos propostos ao trabalho foram atingidos. É de grande valia ressaltar a 

importância de novos estudos sobre essa planta medicinal dado os inúmeros relatos 

dos seus benefícios na literatura e no presente trabalho.  
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