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RESUMO

A curcumina é um polifenol cristalino presente na curcuma (utilizado em medicina
tradicional, corante de alimento e tempero em alguns paises) que possui algumas
atividades benéficas aos ser humano, como atividades antibacterianas, antioxidantes
e anti-inflamatdrias, mas possui algumas limitagées por causa de sua estrutura ser
hidrofdbica, termicamente instavel entre outros fatores. Como modo de potencializar
as atividades benéficas da curcumina, objetivou-se adicionar o grupo nitro em sua
estrutura. A nitragdo de compostos aromaticos € uma reagao conhecida e utilizada na
quimica industrial. Desse modo, esta pesquisa teve como objetivo comparar a
atividade antioxidante e anti-inflamatéria da curcumina pura e nitrada, com o intuito de
auxiliar pesquisas relacionadas a utilizagdo de curcumina como tratamento e redugéo
do estresse oxidativo. Inicialmente, foi realizada a reagao de substitui¢cao eletrofilica
aromatica para realizar a nitragdo da curcumina. Para confirmar o produto desejado,
foram realizadas analise de cromatografia em camada delgada, bem como analises
de IV e UV-Vis. Em seguida a curcumina pura e nitrada foram encapsuladas para
melhorar o desempenho dos curcumindides, pois ficam solUveis em agua, melhorando
sua dispersdao e bioatividade. Também foram realizadas analises com os
encapsulados através de MEV, DSC e eficiéncia de encapsulagdo. Apds a
encapsulacdo, foi avaliado o efeito da reducdo do estresse oxidativo através da
avaliagao do percentual de atividade antioxidante com solugdo metandlica de DPPH,
a avaliagédo da capacidade de inibicado da peroxidagao lipidica do homogenato obtido
da gema de ovo e a analise da atividade anti-inflamatéria pela desnaturagdo da
ovalbumina, cujos resultados foram analisados estatisticamente. Como resultado da
sintese foram observados picos caracteristicos da formagao do grupo nitro no produto
(curcumina nitrada) no espectro IV e mudanga na leitura do espectro UV-Vis, bem
como na analise cromatografica em camada delgada. A encapsulacao foi feita de
maneira satisfatoria resultando em alta porcentagem de encapsulagao. Além disso, o
desempenho das curcuminas (pura e nitrada) nas analises de redugao do estresse
oxidativo por DPPH, peroxidacdo lipidica e desnaturacdo da ovalbumina
demonstraram que ambas as moléculas possuem desempenho similares. Com isso,
pode-se dizer que a curcumina teve seu desempenho melhorado pelo processo de
encapsulacdo e pode ser utilizada como tratamento alternativo para redugcédo do
estresse oxidativo, além de apresentar atividade antioxidante e anti-inflamatéria que
contribui para pesquisas envolvendo o mesmo tema no futuro.

Palavras-chave: curcumina; encapsulagao; estresse oxidativo; nitragao.



ABSTRACT

Curcumin is a crystalline polyphenol present in turmeric (used in traditional medicine,
food coloring and seasoning in some countries) that has some beneficial activities for
humans, such as antibacterial, antioxidant and anti-inflammatory activities, but has
some limitations because of its structure is hydrophobic, thermally unstable, among
other factors. As a way to enhance the beneficial activities of curcumin, the aim was to
add the nitro group to its structure. The nitration of aromatic compounds is a known
reaction used in industrial chemistry. Therefore, this research aimed to compare the
antioxidant and anti-inflammatory activity of pure and nitrated curcumin, with the aim
of assisting research related to the use of curcumin as a treatment and reduction of
oxidative stress. Initially, the electrophilic aromatic substitution reaction was carried out
to carry out the nitration of curcumin. To confirm the desired product, thin layer
chromatography analysis was performed, as well as IR and UV-Vis analyses. Then,
pure and nitrated curcumin were encapsulated to improve the performance of
curcuminoids, as they are soluble in water, improving their dispersion and bioactivity.
Analyzes were also carried out with the encapsulated materials using SEM, DSC and
encapsulation efficiency. After encapsulation, the effect of reducing oxidative stress
was evaluated by evaluating the percentage of antioxidant activity with methanolic
DPPH solution, evaluating the ability to inhibit lipid peroxidation of the homogenate
obtained from egg yolk and analyzing the anti-oxidation activity. inflammatory process
due to the denaturation of ovalbumin, the results of which were statistically analyzed.
As a result of the synthesis, characteristic peaks of the formation of the nitro group in
the product (nitrated curcumin) were observed in the IR spectrum and a change in the
reading of the UV-Vis spectrum, as well as in the thin layer chromatographic analysis.
Encapsulation was performed satisfactorily, resulting in a high percentage of
encapsulation. Furthermore, the performance of curcumins (pure and nitrated) in the
analyzes of oxidative stress reduction by DPPH, lipid peroxidation and ovalbumin
denaturation demonstrated that both molecules have similar performance. Therefore,
it can be said that curcumin's performance was improved by the encapsulation process
and can be used as an alternative treatment to reduce oxidative stress, in addition to
presenting antioxidant and anti-inflammatory activity that contributes to research
involving the same topic in the future.

Keywords: curcumin; encapsulation; oxidative stress; nitration.
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1 INTRODUGAO

A curcumina € um polifenol hidrofobico cristalino originado da curcuma
(Curcuma longa) utilizada em medicinas tradicionais, corante alimenticio e temperos
utilizados em paises asiaticos como China, india e Jap&o (Santos, 2015).

A curcumina apresenta propriedades antimicrobianas, além de atividades
antioxidantes e anti-inflamatérias e capacidade de modular a acdo de enzimas
importantes como a que esta envolvida no equilibrio colinérgico (Ravindran, 2007). A
curcumina € capaz de inibir a produgao de mediadores inflamatdrios e regular as vias
de sinalizacao inflamatéria, apresentando resultados significativos em pesquisas pré-
clinicas/clinicas sobre artrite, psoriase, depressédo e COVID-19 (Peng et al., 2021).
Todas estas propriedades demonstram o grande potencial de uso farmacologico.

A atividade antioxidante da curcumina € atribuida a presenga dos dois
grupamentos fendlicos em sua estrutura, sendo considerada, portanto, um polifenol.
Os polifendis sédo divididos em quatro classes principais sendo a curcumina
pertencente a classe flavonoide (Manach et al., 2004).

Especificamente os flavondides possuem estrutura ideal para sequestro de
radicais em razdo de fatores como estabilidade do radical flavonil formado,
interrompimento do processo de oxidagao, e por funcionarem como doador de
hidrogénio e elétron, etc. (Barreiros; David; David, 2006; Sousa et al., 2007).

Na literatura s&o publicados artigos abordando a atividade da curcumina e de
analogos curcuminodides. A titulo de exemplo, observa-se que foram encontradas em
trés bases de dados, no periodo de 2010 a 2013, 107 publicagdes que se referem a
tratamentos alternativos a base de Curcuma longa devido as suas atividades
anticarcinogénica e antidiabética (Marmitt et al., 2016).

Algumas pesquisas tém se debrucado sobre o efeito da modificagdo da
estrutura da curcumina nas propriedades bioativas. Hahm et al., (2002), por exemplo,
em sua pesquisa comparativa entre derivados da curcumina, cita uma molécula de
curcumina contendo o grupo nitro ligado ao anel aromatico de sua estrutura, e que
apresentou um desempenho 90 vezes superior a curcumina padrao em relacédo a
inibicdo do complexo fos-jun-DNA, agindo como agente quimioterapico.

Nesta pesquisa, foi realizado o processo de nitracdo da curcumina para a
unido do grupo NO2 com a molécula de curcumina e avaliagdo das atividades anti-

inflamatdria e antioxidante. A nitracdo de compostos aromaticos € uma reacgao
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quimica organica classica e ja possui utilidade na produgdao de produtos
farmacéuticos, entre os quais destacamos o paracetamol e a fenacetina (Imamura,
2000). Neste sentido, esta pesquisa teve como objetivo avaliar se a presenga do grupo
nitro € capaz de potencializar o desempenho da molécula.

Com relagao a atividade anti-inflamatoria, nesta pesquisa utilizou-se como base
a inibicao da desnaturagao da obvalbumina (Rocha, 2021).

Uma vez que o processo inflamatorio também esta relacionado ao estresse
oxidativo devido ao acumulo de espécies reativas que aumentam a inflamacao por
causa da ativacao de fatores de transcricdo que estao relacionados ao processo
inflamatodrio (Peng et al., 2021), é de fundamental importancia a avaliacéo da atividade
antioxidante.

Com relagdo a atividade antioxidante, moléculas bioativas realizam tal
processo através da abstracao de hidrogénio ou/e pela transferéncia de elétron. Nesta
pesquisa, foram utilizados métodos de avaliacdo de atividade antioxidante que se
baseiam em técnicas in vitro através da reagdo com 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
e por meio da determinagdo da oxidag&do de uma molécula alvo (lipidios) (Lima, 2008).

A determinagao da atividade antioxidante pela reagdo com DPPH é muito
utilizada por ser uma metodologia de alta confiabilidade, rapidez no processo e
estabilidade na auséncia de luz, baseando a sua reagao na descoloragédo da solugao
de DPPH (Sucupira et al., 2012; Pires et al., 2017).

A analise por peroxidacéao lipidica pode ser descrita como um processo em
que espécies quimicas oxidantes, radicais livres ou ndo, atacam acidos graxos poli-
insaturados, resultando na formacgao de radicais peroxila e hidroperdxidos lipidicos,
sendo um deles o malondialdeido (Barrera et al., 2018). O malondialdeido (MDA)
formado nesta reacdo é utilizado como biomarcador na avaliagdo do estresse
oxidativo no método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Neste
método, a intensidade da coloracao avermelhada/résea é proporcional a peroxidagao
lipidica (Arnhold; Heck, 2014; Sucupira et al., 2012). Logo, a analise foi feita por meio
da reducédo da peroxidacéo lipidica, em que tal aduto MDA-TBA nao é formado.

Todas as analises bioativas da curcumina gerada no processo de nitragcao
foram realizadas apds o processo de encapsulagdo da mesma em matrizes de poli
(vinil pirrolidona) PVP. Este processo é de fundamental importancia visto que apesar
de todas as propriedades bioativas da curcumina ha algumas limitagdes de uso devido

a insolubilidade em agua, instabilidade térmica e degradacédo a luz (Feldhaus, 2018;
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Santos, 2015). A encapsulagao, além de permitir a suspensao do farmaco em meio
aquoso — o que facilita a aplicagdo e a biodisponibilidade do principios ativos (Hu et
al., 2015; Li et al., 2013; Meng et al., 2015; Rawat et al., 2006) — , também potencializa
o desempenho das propriedades bioativas (Li et al., 2013; Martins et al., 2013; Yang
etal., 2017).

Os resultados das analises realizadas demonstraram que a curcumina pura e
nitrada apresentam atividades anti-inflamatérias e antioxidantes. Com pouca variancia
significativa de resultado quando comparado a curcumina pura e a que passou pelo
processo de nitracdo, a presenga do grupo nitro foi capaz de potencializar a
capacidade de inibigdo da peroxidagao lipidica da curcumina quando observado os
resultados obtidos.

Além disso, os resultados obtidos auxiliam de maneira positiva pesquisas
relacionadas a atividade antioxidante e anti-inflamatdria da curcumina e sua utilizagao

como tratamento/farmaco alternativo e redugao do estresse oxidativo.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Esta pesquisa teve como objetivo, por meio da comparagao das atividades
antioxidantes e anti-inflamatérias da curcumina nitrada com a curcumina normal,
auxiliar as pesquisas relacionadas a utilizagdo da curcumina como tratamento para

reducao do estresse-oxidativo.

2.2 Objetivo Especifico

Encapsular as curcuminas para melhor desempenho nas analises;
Comparar a atividade antioxidante e anti-inflamatoéria entre a curcumina nitrada

€ a curcumina padréo.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 Curcumina

A curcumina é um polifenol hidrofébico cristalino obtido da curcuma (Curcuma
longa) que é utilizada como tempero, corante para alimentos e medicina tradicional
em paises asiaticos, como Jap3o, india e China, por exemplo. A curcumina é
encontrada na curcuma em abundancia, pois representa cerca de 60% da composi¢ao
(Santos, 2015).

A estrutura de curcumina se trata de um derivado dos flavondides e tem como
sua nomenclatura (1E,6E)-1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenol)-hepta-1,6-dieno-3,5-
diona, conhecida também como diferuloilmetano e férmula molecular C21H200s, que
possui tautomerismo ceto-enol, a forma ceto sendo formada predominantemente em
meio acido e neutro e a forma enol em meio alcalino (Wang et al., 1997 apud Feldhaus,
2018). Sua estrutura na forma ceténica e endlica pode ser observada na figura a

sequir:

Figura 1 — Forma cetonica e forma endlica da curcumina

Forma Ceténica Forma Endlica
GCH: CH3z| CH= CHs
| o o] | | o OH |
(o] (9] ) o
g N [G O L & Q
HO OH |HO OH

Fonte: Adaptado de Feldhaus (2018).

De acordo com Santos (2015), a presenga de insaturagdes conjugadas, como
as duplas ligagdes da parte alceno, bem como presenga das hidroxilas dos anéis
aromaticos na estrutura da curcumina, conferem a mesma efeitos benéficos para o
ser humano, como atividades antioxidantes, anti-inflamatérias e antibacterianas.

Mas, baseando-nos no postulado de Cecilio-filho et al. (2000 apud Feldhaus,
2018), é possivel afirmarmos que a curcumina possui algumas limitagées em fungéo
de sua estrutura ser hidrofdbica, instavel a temperaturas superiores a 180°C, sofrer
fotodegradacao e ser pouco absorvida pelo organismo humano, o que a caracteriza
como um composto bioativo de baixa disponibilidade.
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3.2 Atividades biolégicas da curcumina

Utilizando trés bases de dados no periodo de 2010 a 2013, Marmitt et al., (2016)
desenvolveu uma pesquisa na qual encontrou 107 publicagdes que se referem ao uso
da Curcuma longa para tratamentos alternativos de patologias anticarcinogénica e
antidiabética.

Selvi (2015), em sua pesquisa, analisou se a curcumina atenua o estresse
oxidativo e ativa quinases sensiveis ao processo redox em ratos da raga Wistar com
dieta contendo alto teor de gordura e frutose. Foram observados resultados
satisfatorios, contribuindo na exploragédo do potencial da curcumina no manejo do
estresse oxidativo induzido pela dieta e como um agente adjuvante terapéutico contra
complicagdes relacionadas a diabete e obesidade.

Smith et al., (2010) analisou a capacidade da curcumina inibir efeitos relativos
a fibrose em fibroblastos de fibrose pulmonar idiopatica (FPI), em que foi observado
que a curcumina intraperitoneal reduziu a progressao da fibrose, o que contribuiu e
encorajou para que mais estudos da curcumina como uma alternativa de tratamento
da FPI surgissem.

Hahm et al., (2002) fez uma comparagao entre derivados da curcumina obtidos
em seu experimento, no qual é citado um derivado curcumindide que possui em sua
estrutura o grupo nitro ligado ao anel aromatico com desempenho de inibicdo do
complexo fos-jun-DNA, 90 vezes superior a curcumina padrao, agindo assim como

um possivel agente quimioterapico.

3.3 Processo de nitragao

Observando os resultados de Hahm et al., (2002) e o analogo da curcumina
que possui o grupo NO2 ligado em sua estrutura, objetivou-se, nesta pesquisa, o
estudo da relagcdo entre tal estrutura e o estresse oxidativo e a avaliagdo do
desempenho como agente antioxidante e anti-inflamataério.

O processo de nitragcdo de compostos aromaticos (Figura 2) consiste
inicialmente na ativagao do grupo nitro (que ocorre a partir da mistura de acido nitrico
e acido sulfurico), e posterior ataque nucledfilo do anel aromatico, o que resulta em
um carbocation intermediario (ion arénio) e entao finalizagdo com a desprotonagao
por uma base fraca, para que se restaure a aromaticidade do composto (Ashenhurst,
2022).
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Figura 2 — Nitracao de anel aromatico

Formacéo do ion nitronio
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Fonte: Adaptado de Ashenhurst (2022).

As reacgdes quimicas de nitragao tém grande importancia na quimica industrial,
pois sao utilizadas para a preparagao de intermediarios moleculares para as industrias
de corantes/tintas e para produtos da industria farmacéutica que estao relacionados

com a estrutura do paracetamol, acido picrico, fenacetina, etc (Imamura, 2000).

3.4 Processos inflamatorios e estresse oxidativo

Os processos inflamatérios sdo uma resposta fisiolégica do organismo perante
algumas doencas como infeccao viral/microbiana, alteracbes genéticas e estresse,
sendo classificadas como inflamacgdes crbnicas e agudas (Conte et al., 2017).

A via inflamatdria consiste em quatro partes: sensores, indutores, mediadores
e efetores (Peng et al., 2021). Os mecanismos patoldgicos e fisioldgicos da inflamagao
sdo causados por diferentes gatilhos inflamatérios e nao foram padronizadas, mas,

em geral, os efeitos das drogas incluem agao nos receptores e vias sinalizadoras,
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regulando a resposta dos tecidos-alvo aos mediadores inflamatérios (Peng et al.,
2021).

O tratamento para febre, dores e inflamagdes geralmente é feito pelo uso de
anti-inflamatérios n&o-esterdides (AINE), em que o farmaco mais popular € o
diclofenaco, aprovado para uso em 120 paises desde 1975, ao passo que nos Estados
Unidos esta na 30° posicdao entre os 200 principais medicamentos receitados
(Bandarage et al., 2000).

Porém, Bandarage et al., (2000) comenta que o uso crénico de AINEs pode
provocar alguns efeitos colaterais, tais como nauseas, dor abdominal, vomitos e
diarreia. Conte et al., (2017) complementa que o uso continuo de AINEs causa
problemas como faléncia renal, dores de cabeca e irritagdo gastrica.

Pesquisas mostram que ocorrem mais de 70.000 hospitalizacées e 7.000
mortes anuais somente nos Estados Unidos por causa dos efeitos adversos dos
AINEs (Bandarage et al., 2000).

Neste sentido, o uso da curcumina para tratamento de doencas inflamatérias
apresenta vantagem quando comparado aos AINEs por ser uma molécula bioativa
nao toxica e com atividade potencializada (Bandarage et al., 2000).

Peng et al., (2021) comenta que a curcumina exerce efeitos anti-inflamatorios
por meio da inibicdo da producao de mediadores inflamatdrios e na regulagao das vias
de sinalizagdo inflamatéria, apresentando resultados significativos em um grande
numero de pesquisas pré-clinicas/clinicas realizadas sobre seu efeito em doengas
inflamatoérias como artrite, psoriase, depressdo, COVID-19 e doenga inflamatodria
intestinal.

O processo inflamatério também esta relacionado ao estresse oxidativo, pois
com o acumulo de espécies reativas, aumenta a inflamacao por causa da ativagao de
fatores de transcricdo que estao relacionados ao processo inflamatério (Peng et al.,
2021).

A curcumina possui a capacidade de diminuir a producao de espécies reativas
de oxigénio causados pelo estresse oxidativo por causa de sua atividade antioxidante
(Peng et al., 2021).

Conforme pontuam Barbosa et al., (2010), o estresse oxidativo é caracterizado
pelo desequilibrio de compostos oxidantes e antioxidantes, em que se favorece a
formacgao excessiva de radicais livres ou a velocidade de remogao destes radicais fica

comprometida. Essa situagao contribui para que as biomoléculas se oxidem e percam
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funcdes bioldgicas ou entdo ocasione o desequilibrio homeostatico manifestado em
danos em células e tecidos.

De acordo com Silva (2018), quando ocorre a injuria tecidual o organismo,
visando o tratamento da injuria, desencadeia os processos de inflamacéo, estresse
oxidativo e regulagdo da degradagcdo, e a expressdo da matriz extracelular.
Geralmente apds a injuria ser tratada, ocorre a inibigdo da expressao da matriz
extracelular e o tecido consegue restabelecer sua homeostasia, fazendo um reparo

adaptativo.

3.5 Analise de atividade antioxidante

A atividade antioxidante da curcumina pode ser atribuida ao fato de ser um
polifenol, pois apresenta os dois anéis aromaticos ligados a hidroxila. Os polifendis
sao divididos em quatro classes principais (acido fendlico, lignanas, flavondides e
estilbenos), sendo a curcumina pertencente a classe flavonoide (Manach et al., 2004).

Especificamente os flavondides possuem estrutura ideal para sequestro de
radicais, tornando-os por isso mais eficientes que a vitamina C e E, em razao de cinco
fatores: (1) estabilidade do radical flavonil formado, (ll) reatividade quando esta na
presenca de outro antioxidante, (lll) funciona como doador de hidrogénio e elétron
(consequentemente interrompendo o processo de oxidagéo), (IV) interagcdo com
membranas e (V) capacidade de quelar metais de transigao (Barreiros; David; David,
2006; Sousa et al., 2007).

As moléculas que atuam como antioxidantes realizam tal processo através da
abstracao de hidrogénio ou pela transferéncia de elétron. A curcumina em sua forma
endlica tem em sua estrutura trés sitios ativos que podem sofrer oxidacao pelos dois
modos, porém pesquisas sugerem que o hidrogénio de maior facilidade para extragéao
da curcumina pertence ao grupo fendlico, resultando na formagao do radical fenoxil
(muito estavel e menos reativo) (Borges et al., 2019). A formacao deste radical pode

ser observada a seguir:
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Figura 3 — Formagao do radical fenoxil da curcumina
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2015).

Existem varios métodos de determinacdo da atividade antioxidante em
sistemas biolégicos e alimentos, tendo como semelhangca em todos os casos a
presenca de um substrato adequado, um agente oxidante e a medida do ponto final
(Lima, 2008).

Lima (2008) comenta que tais métodos se dividem em dois grupos. O primeiro
deles é baseado na captura de radicais livres por meio da técnica analitica de
Espectrometria de Ressonancia de spin de elétrons (ESR) que ndo é muito utilizado
por causa do alto custo dos instrumentos. Ja o outro grupo se baseia em técnicas in
vitro por meio da determinagéo da oxidagado de uma molécula alvo (lipidios e proteinas
por exemplo), formando grupos carbonila e detectados espectrofotometricamente.

A determinagéo espectrofotométrica da atividade antioxidante pela reagao com
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) é muito utilizada por causa de fatores positivos, tais
como a alta confiabilidade, rapidez no processo e estabilidade na auséncia de luz.
Esta reagdo se baseia na descoloragdo da solugédo de DPPH (radical organico de
nitrogénio estavel e livre por causa dos elétrons desemparelhados) (Sucupira et al.,
2012; Pires et al., 2017), cuja estrutura molecular pode ser observada na figura a

segquir:
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Figura 4 — Estrutura molecular do DPPH
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2015).

Quando é adicionado uma substancia doadora de atomos de hidrogénio em
uma solucédo de DPPH, ocorre a mudancga da coloracao de purpura para violeta claro
ou amarelo palido por causa da redugdo da forma radicalar do DPPH para a néao-
radicalar, reduzindo-o e formando assim a hidrazina (Alves et al., 2010; Sucupira et

al., 2012). As estruturas nao-radicalar e radicalar da molécula de DPPH podem ser
observadas na figura 5:

Figura 5 — Estrutura radicalar e nao-radicalar do DPPH
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2015).
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O mecanismo de reacao para determinagao da capacidade antioxidante de um
composto envolve a transferéncia de um atomo de hidrogénio para a redugao ou

neutralizagéo de radical livre relacionado ao DPPH, conforme demonstrado a seguir:

DPPH x + AH = DPPH —H + A » (1)

Por causa da coloragao observada na solugdo de DPPH ser purpura ou violeta,
a leitura da absorgao deve ser feita na regidao de 515 a 528 nm (Alves et al., 2010).

De acordo com Oliveira (2015), a solugdo geralmente é feita com solvente
organico e em meio alcodlico, pois dessa maneira a transferéncia de atomo de
hidrogénio para o nitrogénio do DPPH ligado aos dois anéis benzénicos é facilitada.

O monitoramento da analise deve ser feito no escuro, pois a luz interfere
diretamente na reacao do radical DPPH causando a perda de aproximadamente 20%
a 35% da absorbancia entre a solucdo de DPPH e o antioxidante, e,
consequentemente, interferindo no resultado final do experimento (Oliveira, 2015).

Outro modo de determinacao de atividade antioxidante € por meio do método
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), sendo utilizado na avaliagédo
de dano causado pelo estresse oxidativo. O método consiste na quantificacdo de
malondialdeido (MDA), que é originado por meio da peroxidagdo de acidos graxos
poliinsaturados ou lipoperoxidacdo (LPO) do material estudado, através do uso de
agente oxidante especifico (Arnhold; Heck, 2014; Barrera et al., 2018).

A peroxidacgao lipidica pode ser descrita como um processo em que espécies
quimicas oxidantes, radicais livres ou nao radicais, atacam lipidios que possuem uma
ou mais ligacao dupla entre carbonos. Neste ataque ocorre a abstragao do hidrogénio
de um atomo de carbono e, ao se inserir oxigénio (meio oxidante), consequentemente,
ha a formacgéo de radicais peroxila e hidroperdxidos lipidicos (Barrera et al., 2018),

conforme pode ser observado a seguir:
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Figura 6 — Formagao do MDA a partir do acido graxo poliinsaturado
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Fonte: Adaptado de Barrera et al., (2018).

Neste processo o malondialdeido (produto secundario da peroxidagao lipidica
de acidos graxos polinsaturados) formado reage com o acido tiobarbiturico (TBA),
resultando em uma solugé&o com coloragao avermelhada/résea (aduto MDA-TBA) com
absor¢cao maxima entre 532-535 nm (Arnhold; Heck, 2014; Sucupira et al., 2012). A

reacao entre o MDA e o TBA pode ser observada na figura a seguir:

Figura 7 — Reacédo entre MDA e TBA
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Fonte: Adaptado de Silva (2023).

O teste TBARS é um marcador da extensdo da oxidacao lipidica de

fundamental importancia, mas que nido deve ser utilizado para a quantificagcédo de MDA
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presente na amostra, uma vez que nao é seletivo ao MDA, reagindo também com

outros componentes que sao formados no meio reacional (Bertolin et al., 2011).

3.6 Nanoencapsulagao

Considerando a estrutura e as propriedades da curcumina € necessario que as
limitacbes de uso, devido a insolubilidade em agua, instabilidade térmica e
degradagao a luz (Feldhaus, 2018; Santos, 2015), ndo interfiram na aplicacdo da
mesma devido a baixa absorgao e biodisponibilidade.

Compostos fitoquimicos, como a curcumina, apresentam baixa absorgéo e
biodisponibilidade em razdo do grande tamanho molecular e alteragao
farmacocinética (em caso de medicamento oral). Para contornar estas limitacdes &
possivel utilizar formulagdes com curcumina nanoparticulada aumentando de maneira
significativa a biodisponibilidade e bioatividade (Yallapu; Jaggi; Chauhan, 2012).

A nanotecnologia tem sido utilizada para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de compostos bioativos e dispositivos que aumentam a eficacia terapéutica
de moléculas bioativas. Estes sistemas de liberagdo possuem a capacidade de
aumentar a biodisponibilidade farmacoldgica possibilitando a atuagdo em sitios
especificos, além de reduzir efeitos toxicoldgicos (Yallapu; Jaggi; Chauhan, 2012).

Os sistemas de liberagao podem ser obtidos de varios materiais, a exemplo dos
sistemas nanoparticulados compostos por polimeros, que apresentam grande
eficiéncia e versatilidade, podendo originar nanoparticulas, nanocapsulas e micela, as
quais atuam como reservatorio carreadores de compostos bioativos (Silva et al.,
2017).

Por meio da encapsulacao é conferido ao material encapsulado estabilidade a
variagdo de pH, temperatura, luz e umidade, permitindo também a liberagao
controlada de farmacos e compostos bioativos no organismo humano. Logo, as
substancias com propriedades de interesse (no caso desta pesquisa, a curcumina)
sdo transportadas por meio de nanoparticulas que evitam sua degradagao ao longo
do percurso e facilitam sua absor¢ao no organismo e, consequentemente, aumentam
sua biodisponibilidade (Li et al., 2013; Martins et al., 2013; Yang et al., 2017).

Uma das técnicas de encapsulacdo de compostos bioativos consiste na
formacdo de dispersdo (nanodispersdo), em que o composto e o polimero séo
adicionados em um solvente que solubiliza ambas substancias de maneira

simultadnea, através do processo de sonicagao, em que € induzido a interagao entre o
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polimero e as moléculas encapsuladas, cujo processo finaliza com a evaporagao do
solvente (Ezhilarasi et al., 2013).

Karavas et al., (2006) comenta que o modo de agéo da curcumina depende do
sistema de liberagcdo que é utilizado, podendo exibir mecanismos de toxicidades
diferentes e reduzir transporte de elétrons. O material encapsulante influencia
diretamente na afinidade da curcumina pela agua em dispersao solida, em que
estudos in vivo mostraram aumentos de solubilidade em agua em até 5 (cinco) vezes
(Seo et al., 2012).

Um dos polimeros mais utilizados como material encapsulante € o poli (vinil
pirrolidona) (PVP) (Bajpai; Chand; Ahuja, 2015; Shlar et al., 2017; Silva et al., 2017,

Yen et al., 2010). Sua estrutura pode ser observada na Figura 8:

Figura 8 — Estrutura molecular da poli (vinil pirrolidona)

G

Fonte: Autoria prépria (2023).

Tal polimero tem destaque por caracteristicas como: boa solubilidade em agua
e em solventes organicos convencionais, alta biocompatibilidade, adesividade e por
estabelecer ligacbes quimicas com diversos compostos de maneira eficiente
(Shpotyuk et al., 2016). Outro fator que faz o PVP ser um material promissor em
aplicagdes industriais e biotecnolégicas vem de sua ndo toxicidade, o que permite a
utilizacdo do mesmo como estabilizante na industria alimenticia (Gupta; Chen; Lee,
2015).

Paradkar et al., (2004) e Seo et al., (2012) utilizaram o PVP para a produgao
de dispersao sélida de curcumina, em que foi observado o aumento na afinidade da
curcumina pela agua, em comparagao com encapsulante derivado de celulose, o que
resultou em maior concentragdo de curcumina em fase aquosa.

Neste sentido, esta pesquisa tem como objetivo o uso de PVP como
encapsulante da curcumina e da curcumina nitrada para posterior avaliacdo das

propriedades bioativas em experimentos in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Desenvolvimento e caracterizagao da curcumina nitrada

4.1.1 Processo de nitragao da curcumina

A sintese da curcumina nitrada foi realizada conforme metodologia proposta
por Liu (2019), com adaptagdes. Utilizando um erlenmeyer de 50 mL, foi preparado
uma solugédo de curcumina dissolvida em diclorometano 2%(m/V) sobre a qual foi
gotejado lentamente uma mistura reacional composta por acido nitrico e acido
sulfurico 50% (v/v) na propor¢ao de 6 equivalentes molares em relagdo a massa de
curcumina (1E, 6E)-1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenol)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona. Uma
vez que a reagao € exotérmica, a mistura foi mantida em banho de gelo (temperatura

entre 10°e 15°C), conforme figura a seguir:

Figura 9 — Reagao para a sintese da curcumina nitrada

Fonte: Autoria prépria (2023).

Em seguida, o produto foi neutralizado através de lavagem com solugao
aquosa supersaturada de bicarbonato de sodio, seguido de filtragdo sob presséao

reduzida utilizando trap de seguranga. Vejamos:
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Figura 10 — Filtragao a vacuo da reagao

Fonte: Autoria prépria (2023).

Em seguida, o residuo solido da filtragem foi seco em estufa a 37° C por 24
horas. Com relagdo a nitrocurcumina, a comprovacao da nitragao foi realizada por

cromatografia em camada delgada durante o processo.

4.1.1.1 Caracterizacao estrutural por cromatografia em camada delgada

Para a analise de cromatografia de camada delgada foi utilizado como fase
movel uma solugdo de acetato de etila e diclorometano (50% v/v) e placa de
cromatografia em camada delgada e silica G/ UV254 (0,20 mm) como fase

estacionaria sendo calculado o fator de retencéo por meio da seguinte equacéo:

Rf = dc/ds (2)

Em que Rf é o fator de retencéo, dc a distancia percorrida pela substancia e ds

a distancia percorrida pela fase movel.

4.1.2 Caracterizagao estrutural e fisico-quimica dos compostos sintetizados

A caracterizacao estrutural e fisico-quimica dos compostos sintetizados nesta
pesquisa foi realizada através da avaliagdo espectroscopica (IV e UV-VIS) e
determinacao do ponto de fusao.
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4.1.2.1 Espectroscopia de IV e UV-Vis

Uma pequena amostra do produto obtido da nitragdo e da curcumina padrao
foi pastilhada separadamente em KBr sob pressao de 6 Ton e entdo avaliada entre
400 e 4000 cm-" utilizando o aparelho IRAffinity-1 da marca Shimadzu localizado no
laboratério do Programa de P6s-Graduagao em Tecnologia de Alimentos (PPGTA) na
Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR) — Campus Campo Mouréo.

Realizou-se a analise no espectrofotometro UV-Vis de ambas (curcumina
padrdo e nitrada) em que foi utilizado como solvente o etanol em concentragdo de
0,05 g/L, sendo realizada a varredura de 200 a 650 nm no aparelho Red Tide USB-
650-UV-VIS que esta localizado no laboratério do Programa de Pés-Graduagdo em
Tecnologia de Alimentos (PPGTA) na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

(UTFPR) — Campus de Campo Mouréo.

4.1.2.2 Ponto de fusao

Realizou-se a analise do ponto de fusdo da curcumina nitrada e padrdo por
meio do aparelho PF1500 FARMA da marca Gehaka localizado no laboratério G001
da UTFPR do Campus de Campo Mourao, na qual a amostra foi macerada e colocada

em capilares para a leitura no aparelho.

4.1.3 Processo de encapsulagao

A encapsulacédo do curcumindide foi executada de acordo com a metodologia
descrita por Almeida et al. (2018), em que uma solucgao etandlica de polivinilpirrolidona
(PVP) com a curcumina nitrada (ou curcumina padrao) na propor¢ao massica de 1/10
foi agitada em um ultra turrax (3 (trés) vezes por 3 (trés) minutos, com intervalos de 1
(um) minuto entre cada agitagcéo). Apds, o solvente foi evaporado em estufa para
obtencao do encapsulado, o qual foi particulado por moagem para armazenamento (-
10°C) e posterior caracterizagao térmica, morfolégica e bioativa.

4.1.3.1 Caracterizacdo dos encapsulados

Os encapsulados foram caracterizados através de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) e eficiéncia de

encapsulacio.
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A analise por MEV foi feita utilizando o microscépio eletrénico VEGA3 da marca
Tescan com detector SE e filamento de tungsténio a 20kV e WD de 10 a 15 mm. As
imagens foram obtidas pelo Grupo de Pesquisa em Eletroquimica na Universidade
Estadual do Centro Oeste — UNICENTRO, localizada na cidade de Guarapuava.

A analise de DSC foi realizada na Central de Analise localizada na UTFPR -
Campus Pato Branco. Adaptando a metodologia de Silva (2016), as amostras de
curcumina padrao e nitrada (encapsuladas) foram colocadas em cadinhos de aluminio
e fechadas, sendo analisada as transi¢cdes térmicas devido ao aquecimento entre
25°C e 200°C (20°C.min") e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min"'. O aparelho utilizado
foi o modelo Q20, da TA instruments.

A eficiéncia de encapsulacédo (EE%) foi analisada a partir da metodologia de
Buzanello (2013), com adaptagdes. Em tubos eppendorf a curcumina padrao
encapsulada e curcumina nitrada encapsulada foram dissolvidas separadamente em
etanol e acetona (concentragao de ~4,60 g/L) e agitadas manualmente 10 (dez) vezes.
Em seguida, as amostras foram analisadas no espectrofotometro (Modelo IL-226-NM-
Bl da marca Kasuaki localizado no laboratério G001 da UTFPR do Campus de Campo
Mourao) em 420 nm para as amostras dissolvidas com acetona e 427 nm para as
dissolvidas em etanol. O experimento foi realizado em triplicata, sendo realizada a
construcao de curva de calibragcédo para obtencéo dos valores das concentragdes das
solugdes avaliadas. As amostras dissolvidas em acetona foram utilizadas para
determinar a quantidade de curcumina que nao foi encapsulada, enquanto que as
amostras dissolvidas em etanol foram utilizadas para determinacdo do total de
curcumina que foi encapsulada. Com isto, o calculo para saber a EE% foi feito a partir

da seguinte equacéo:

EEY% = (MEncap—Miivre) (3)

MEncap

Sendo mencap @ massa calculada do total de curcumina padrao/nitrada que foi
encapsulada e mivre @ massa da curcumina que dissolveu com a acetona e estava

livre de encapsulagao.
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4.2 Avaliacao da reducao do estresse oxidativo

4.2.1 Avaliagao do percentual de atividade antioxidante (AA%)

O procedimento foi feito de acordo com Nascimento et al., (2011) com algumas
adaptacgdes, utilizando 4 concentragdes diferentes para a curcumina padréo e para a
curcumina nitrada (0,2 g/L; 0,15 g/L; 0,11 g/L e 0,0082 g/L) as quais foram misturadas
com solug&o metanolica de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (0,003%, m/V).

A mistura ficou em repouso no escuro por 30 (trinta) minutos e em seguida foi
avaliada espectrofotometricamente em 515nm.

Um fluxograma desta analise pode ser observado na figura a seguir:

Figura 11 — Fluxograma da analise de dpph

v

X 30 '““‘@ 515 nm

)
I it Espectrofotdometro UV-Vis
Curcumina Padréo Encap + Solugio Metandlica de DPPH 0,003%
Curcumina Nitrada Encap + Solugdo Metandlica de DPPH 0,003%

Fonte: Autoria prépria (2023).

A capacidade de eliminar o radical DPPH tem como intuito determinar a
porcentagem de atividade antioxidante (AA %), calculada através da seguinte

equacao:

AA% = 100 x Acontrole=Aamostra “

Acontrole

Sendo Acontrole @ absorbancia da solucdo de DPPH sem a amostra € Aamostra @
absorbancia da amostra com o DPPH.

Os dados obtidos foram tratados por analise de variancia (ANOVA).
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4.2.2 Avaliagao da capacidade de inibicdo da peroxidacao lipidica

O método foi adaptado de acordo com a metodologia proposta por Rocha
(2021), que teve como referéncia Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). O método consiste
na avaliagao espectrofotométrica da capacidade de inibicdo da peroxidacgao lipidica
em solugao de fosfolipidio de gema de ovo.

Para isto, inicialmente o fosfolipidio da gema do ovo foi extraido utilizando uma
mistura de hexano e alcool isopropilico com a proporgao de 3:2 (v/v). O extrato foi
filtrado utilizando algodao como meio filtrante, sendo o filtrado colocado em uma placa

de Petri para secar por 24h, no escuro, em capela de exaustédo (Figura 12):

Figura 12 — Solugao de fosfolipidio da gema do ovo secando

S L

Fonte: Autoria prépria (2023).

O residuo obtido na placa foi dissolvido em agua destilada (1% m/v), formando
um homogenato que foi mantido protegido da luz para ndo haver oxidagao.

Para a avaliacdo da capacidade de inibicdo da peroxidacao lipidica da
curcumina nitrada e da curcumina padrao, foram avaliadas trés concentragdes

diferentes da amostra, conforme pode ser observado no Quadro 1:

Quadro 1 - Diferentes concentragées feitas para cada tipo de curcumina

Analises H20 [ Homogenato | FeSO4/ | Amostra
(uL) | (ML) x mol/L) | (pL)
(bL)
Curcumina Concentragao 1 120 80 10 200
Padrao (5 mg/mL)
Concentragao 2 220 80 10 100
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(1,05 mg/mL)
Concentragao 3 270 80 10 50
(0,22 mg/mL)
Curcumina Concentragao 1 120 80 10 200
nitrada (5 mg/mL)
Concentragao 2 220 80 10 100
(1,05 mg/mL)
Concentragao 3 270 80 10 50
(0,22 mg/mL)
Controles Negativo 1 330 80 - -
Negativo 2 130 80 - 200
Positivo 320 80 10 -

Fonte: Autoria propria (2023).

Todas as misturas foram preparadas em triplicata e entao foram incubadas com

o0 homogenato da membrana de ovo a 37 °C por uma hora. Apos este periodo de

incubacéo foi adicionado em todos os tubos 400 uL de acido acético (20% com pH 3)

e 400 pL de solugao aquosa de acido tiobarbiturico (TBA, 0,6% m/v) e novamente

incubados em banho maria a 95°C por uma hora. Na etapa final, ap6s a segunda

incubacao, foi adicionado 400 uL de butanol em todas as amostras as quais foram

entdo centrifugadas a 2000 rpm por 2 (dois) minutos e em seguida analisadas

espectrofotometricamente em 532 nm.

O fluxograma de como foi feito a analise pode ser observado na Figura 13:

Figura 13 — Fluxograma da analise de inibigcao da peroxidacao lipidica
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Fonte: Autoria prépria (2023).
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Para o calculo da atividade antioxidante foi utilizado a seguinte equacgao:

% = 100 — [(Sramestra) 5 100] (5)

controle

Em que % é o percentual de inibicdo da peroxidagao lipidica, CEcontrole
concentracao equivalente de malondialdeido presente no controle do ensaio (em que
ocorreu 100% da peroxidagdo) e CEamostta @ concentragdo equivalente de
malondialdeido presente nas amostras.

Os valores das concentragdes equivalentes de malondialdeido foram obtidos
através da construgcdo de uma curva padrdo de concentragdes conhecidas de
malondialdeido (0,05 a 0,5 mmol/L), em que foi realizado o mesmo procedimento
experimental, porém substituindo o homogenato e a solu¢do de FeSOs pelo
malondialdeido.

Os dados obtidos foram tratados por analise de variancia (ANOVA).

4.2.3 Anadlise da atividade anti-inflamatéria in vitro por meio da desnaturagdao da

ovalbumina

A analise da atividade anti-inflamatdria foi realizada de acordo com Rocha
(2021) que teve como referéncia a metodologia criada por Singh e Patra (2018),
modificada pelo Neto et al., (2020). Iniciou-se o processo preparando a solucéao de
ovalbumina solubilizando a clara de ovo fresco em uma solugdo tampido PBS
(concentragao de 5% e pH proximo de 6). Em seguida, foi realizada a analise em

diferentes concentragcbes, como é possivel observar no Quadro 2:

Quadro 2 — Concentragaées de curcuminas feitas para a analise da atividade anti-inflamatéria

Analises Solugao de | PBS (uL) | Amostra
Ovalbumina (mL)
(Clara + PBS)
(uL)
Curcumina Concentracgao 1 750 100 150
Padrao 20 mg/mL
Concentragao 2 750 150 100
5 mg/mL
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Concentragao 3 750 200 50
1,05 mg/mL
Nitro Concentragao 1 750 100 150
Curcumina 20 mg/mL
Concentracgao 2 750 150 100
5 mg/mL
Concentragao 3 750 200 50
1,05 mg/mL
Controles Negativo 750 250 -
Positivo 750 100 150
(Cetoprofeno)

Fonte: Autoria prépria (2023).

Todas as analises foram feitas em triplicata. Apos a mistura, todos os tubos

foram incubados a 37 °C em banho-maria por 20 (vinte) minutos e entdo aquecidos a

70 °C por 5 (cinco) minutos. Apos este periodo as amostras foram deixadas esfriar e

entao foi medida a absorbancia em 660 nm no espectrofotdmetro.

O fluxograma desta analise pode ser observado na seguinte imagem:

Figura 14 — Fluxograma da analise de atividade anti-inflamatéria

@ Clara
+

ICurcumina Encap/ . Solugdo de Ovalbumina
/Curcumina NO Encap/ PBS
/Cetoprofeno/

Solugdo
tampéo PBS

E

Sulu;;:—de Espectrofotometro UV-Vis

Ovalbumina

Aquecimento

Fonte: Autoria prépria (2023).

Para o calculo de determinacdo do percentual de inibicdo atividade anti-

inflamatdria in vitro como resultado da desnaturacido de proteina foi utilizada a

seguinte equacao:
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%inibicdo = 100 x (Ac — At)/Ac (6)

Em que At é a absorbancia das amostras analisadas e Ac a absorbancia do
controle (Alhakmani et al., 2014).
Os dados obtidos foram tratados por ANOVA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Desenvolvimento e caracterizagao da curcumina nitrada

5.1.1 Curcumina nitrada

A Nitragdo da curcumina ocorreu através da seguinte reacéo:

Figura 15 — Formagao do ion nitrénio

)/\W zs -

1,7-bis-(hidroxi-3-metoxifenol)-1,6-heptadieno-3,5-diona 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxi-5-nitrofenil)hepta-1-en-3,5-diona

o—2

+H,0
HO

o ('::)\OO AL

Fonte: Autoria prépria (2023).
Para que a reagao ocorra € necessario que haja inicialmente a formagao do ion

nitrbnio através da reacdo entre o acido nitrico e o acido sulfurico, conforme

demonstrado na Figura 16:

Figura 16 — Formagao do eletréfilo nitronio

o |
0—|S| =0H

0

f )
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ond < Op” BH S I g

Acido Sulfirico 0
Acido nitrico fon Nitrdnio

Fonte: Adaptado de Ashenhurst (2022).

Em seguida, o ion nitrbnio é atacado por um par de elétrons pi do anel
aromatico da curcumina formando um carbocation intermediario, em que origina a
ligagdo C - N e ocorre a quebra da ligagao C - C (pi) do anel aromatico e N-O (pi) do
ion nitrénio. Apos a etapa da formacao da ligagcdo C - N, acontece a reagao acido-
base, em que uma base fraca (neste caso, a agua ou o ion HSOg4 liberados apods a

etapa de protonagao do acido nitrico) remove um préton do carbono que possui 0
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grupo nitro, causando a quebra da ligagdo C - H e reconstruindo a ligacéo C - C (pi)
do anel aromatico, restaurando entdo a aromaticidade da curcumina (Ashenhurst,

2022). A etapas descritas podem ser observadas na figura a seguir:

Figura 17 — Etapas de substituigdo eletrofilica aromatica e desprotonacgio

+ HSO,

Fonte: Adaptado de Ashenhurst (2022).

Como ha o grupo OH (doador de elétrons) ligado aos anéis aromaticos da
curcumina, a nitragao sera orientada em posicao orto ou para. Como a posi¢ao para
ja esta ocupada na estrutura da curcumina, o grupo nitro ira se ligar na posigao orto
em relagdo ao carbono com OH. Formando assim a molécula 1,7-bis(4-hidroxi-3-
metoxi-5-nitrofenil)hepta-1-en-3,5-diona. Durante a etapa de adicdo da mistura
reacional de acido nitrico e acido sulfurico, é perceptivel uma mudanga na coloragao
do composto (Figura 18), a qual pode ser atribuida ao processo de nitragado de um
composto curcumindide. O mesmo resultado foi obtido por Hahm et al., (2002), em
que um dos compostos que possuem em sua estrutura o grupo funcional nitro

apresentou a coloragdo marrom-avermelhado caracteristica.
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Figura 18 — Mudanc¢a da coloragao da curcumina dissolvida durante os processos de nitragao

| C Curcumina
\Curcumina . Nitrada

Fonte: Autoria prépria (2023).

A possivel estrutura do produto formado e da curcuminas padrao, bem como a
coloracdo dos compostos na fase solida e das solugdes etandlicas, podem ser

observadas na figura 19:

Figura 19 — Curcumina nitrada e padrao e representacao de suas estruturas

Estrutura da Curcumina Nitrada Estrutura da Curcumina Padrdo

Curcumina Nitrada  Curcumina Padrao

Fonte: Autoria prépria (2023).

A presenca de produto formado pode ser verificada por meio da comparagao

das manchas reveladas na cromatografia em camada delgada, devido a diferenga
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observada entre os fatores de retencdo da curcumina padrdao e curcumina nitrada
(Figura 20).

Figura 20 — Cromatografia em camada delgada da curcumina padréao e nitrada

- .
| Curcumina Curcumina |
o Padrio Nitrada ]

Fonte: Autoria prépria (2023).

Sendo o fator de retengao da curcumina padréao:

Rf = dc/ds
Rf = 2,0/2,3 (7)
Rf = 0,869

E o fator de retencdo da curcumina nitrada sendo:

Rf = 1,0/2,3 (8)
Rf = 0,434

Estes resultados demonstram que houve mudanca na estrutura da curcumina
nitrada, pois a curcumina pura foi mais facilmente arrastada pela fase movel enquanto
que a curcumina nitrada ficou mais retida pela placa de cromatografia. Isso se da por
causa do grupo nitro adicionado em sua estrutura que aumentou sua polaridade e,

consequentemente, melhorou sua interagao com a fase estacionaria.
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5.1.2 Caracterizacao estrutural e fisico-quimica dos compostos sintetizados.

5.1.2.1 Espectroscopia de IV e UV-Vis

Por meio da avaliacdo por espectrofotometria de IV (Figura 21) pode-se

observar algumas diferengas entre o produto de sintese (nitrada, linha preta) e a

curcumina padrao (padrao, linha vermelha).

Figura 21 — Espectro infravermelho da curcumina padrao e nitrada
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Para fins de comparacao, foi utilizado um espectro de infravermelho obtido por

Gonzalez-Albadalejo et al., (2015) em que sdo demonstrados os picos caracteristicos

da curcumina padrao (Figura 22):

Figura 22 — Espectro infravermelho da curcumina padrao

3000 2000 1500 1000
em1

Fonte: Gonzalez-Albadejo et al., (2015).
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No Quadro 3 é possivel comparar os picos caracteristicos da curcumina nitrada.

Quadro 3 — Sinais Observados no espectro IV da curcumina nitrada

Localizagao dos picos
no comprimento de

Significado do sinal
caracteristico

Localizagao no espectro
IV da curcumina que

onda (cm™) passou pelo processo
de nitragao
Banda entre 3508 a 3400 -OH ~3400 cm-’
Pico em ~1597 Anel benzeno ~1559 cm-!

Pico em ~1509 -C=C Pequeno pico em
~1507cm™’
Estiramento em ~1278 -C-O em anel aromatico ~1272 cm™’

Pico em ~1737

C=0

Descolado em ~1630cm™!

Fonte: Contini et al., (2015).

Contini et al., (2015) caracteriza em seu artigo os sinais do grupo NO2 quando

observado o espectro infravermelho da nitroglicerina (Figura 23), em que os picos séo

especificados no Quadro 4.

Figura 23 — Espectro infravermelho da nitroglicerina
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Fonte: Contini et al., (2015).
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Quadro 4 - Sinais no espectro infravermelho que caracterizam o grupo funcional NO;

Localizagao dos picos no | Grupo Funcional
comprimento de onda (cm™)

1631 -NOz2 Pico assimétrico
1457 -NOz2 Pico assimétrico
1293 -NOz2 Pico assimétrico
1264 -NOz2 Pico assimétrico

Fonte: Contini et al., (2015).

Pavia et al., (2010) comenta que os sinais caracteristicos do grupo funcional
NO2 podem estar presentes nos seguintes intervalos de comprimento de onda: 1550
a 1490 cm’ e 1355 a 1315 cm™.

Tendo como base os sinais do espectro e os intervalos em que podem
aparecer os sinais caracteristicos do grupo funcional NOz2, foi possivel observar que
0s mesmos estdo presentes no espectro de infravermelho das curcuminas que
passaram no processo de nitragcéo (Figura 21).

Os picos observados nao estdo com a mesma intensidade dos observados
no artigo, porém, entende-se que foi originado a curcumina nitrada.

Com relacéo a avaliagao espectrofotométrica de UV/VIS, os resultados obtidos

podem ser observados na Figura 24:
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Figura 24 — Espectro UV-Vis da curcumina padrao e a curcumina nitrada
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F L, —— nitrada
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Pode-se observar nitida alteragdo do comportamento de absor¢cdo entre as
moléculas de curcumina padrdo e nitrada devido a presenga do grupamento NOo-.
Como pode ser observado na figura 24, tanto para a curcumina padrao (curva preta)
quanto para a curcumina nitrada (curva vermelha), existe a presenca de uma banda
primaria referente ao anel aromatico (transigéo p-p* para C=C) acima de 200 nm.

Entretanto, devido a presenca do cromdéforo nitro (NO2) ligado ao anel, ocorre
deslocamento batocromico de 210 nm (referente a grupamento fendlico) para 216 nm,
0 que confirma a mudanca estrutural da molécula com adigdo do grupo nitro no anel
aromatico, provavelmente na posi¢ao orto em relagao a hidroxila. A presenca deste
grupamento causa efeito batocrémico na regido de absorgéao referente a transigdes n-
p* (257 para 273 nm) bem como hipercromia em que a intensidade caracteristica da

banda secundaria € aumentada.

5.1.2.2 Ponto de fusdo

Foi realizada a analise do ponto de fusdo da curcumina padrao e da curcumina
nitrada no aparelho PF1500 FARMA da marca Gehaka, utilizando capilares com a

amostra de cada um:
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Figura 25 — Capilares com as amostras da curcumina padréo e nitrada

] 5 | e e -
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Fonte: Autoria prépria (2023).

O ponto de fusdao obtido para as amostras de curcumina padrao foi de
aproximadamente 170,5°C enquanto que para a curcumina nitrada o ponto de fusao
foi de aproximadamente 102°C. Com esta mudanca no ponto de fusao, percebe-se
que a curcumina que passou pelo processo de nitracdo mudou sua composigao, se
liquefazendo em uma temperatura menor que a da curcumina padrao.

Entretanto, o ponto de fusdo observado nao condiz com o resultado
observado por Hamh et al., (2002) de 220 °C para um curcuminodide com estrutura
similar. O aumento do ponto de fusdo é explicado pela adigcdo do grupo nitro na

estrutura da molécula, o que favorece a ressonancia do composto/resisténcia.
5.1.3 Processo de Encapsulagao

Para comparagdo dos encapsulados foram observadas por microscopia
eletrébnica de varredura (MEV) o PVP puro, a curcumina pura encapsulada e a

curcumina nitrada encapsulada.
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Os resultados das analises de MEV podem ser observados na Figura a seguir.

Figura 26 — MEV dos encapsulados de PVP, curcumina padrao e curcumina nitrada

Curcumina
nitrada

E
SEM HV: 30.0kV WD: 16.40 mm L VEGA3 TESCAN  SEM HV: 30.0 kV WD: 16.70 mm | VEGA3 TESCAN  SEM HV: 30.0 kV WD: 16.32 mm VEGA3 TESCAN
View field: 208 pm Det: SE 50 ym View field: 415 ym Det: SE 100 pm View field: 208 pm Det: SE E
SEM MAG: 1.00 kx BI: 16.00 AMBIOTEC/GPEL - UNICENTRO SEM MAG: 500 X BI: 16.00 AMBIOTECIGPEL - UNICENTRO SEM MAG: 1.00 kx BI: 16.00 AMBIOTEC/GPEL - UNICENTRG

Fonte: Autoria prépria (2023).

Percebe-se que a estrutura da curcumina nitrada e padrdo encapsuladas
ficaram semelhante ao PVP puro, e que durante o processo de secagem as amostras
encapsuladas se agruparam resultando em um “filme” ao invés de ficarem separadas,
sem, contudo, afetar a encapsulagao.

Em relagdo a analise do DSC, por meio dos graficos obtidos da curcumina
padrao e nitrada que foram encapsuladas, quando comparado ao PVP analisado por
Santos (2018), pode-se deduzir que ambas as moléculas apresentam-se na forma
cristalina dentro da matriz polimérica, visto que o sinal caracteristico da fusao destes
compostos (pico em ~180 °C para o curcumindide e pico alargado entre ~50 a ~100°C
para o PVP) estdo presentes, respectivamente, para a curcumina pura e nitrada
(Figura 27).
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Figura 27 — Comparacao das analises de DSC
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Fonte: Adaptado de Santos (2018).

No calculo de eficiéncia de encapsulagao foram obtidos valores de 89,27% e
94,80% para a curcumina nitrada e curcumina padrdo, respectivamente,
demonstrando assim que o processo de encapsulagado utilizado apresenta alta

eficiéncia para ambas as moléculas.
5.2 Avaliagao da reducao do estresse oxidativo
5.2.1 Avaliagéo do percentual de atividade antioxidante (AA%)
O resultado dos calculos referente a avaliacdo da reacao entre o DPPH e as
curcuminas encapsuladas obtido pode ser observado na Figura 28, e indicam que

tanto a curcumina pura quanto a que passou pelo processo de nitracdo possuem

propriedades antioxidantes.
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Figura 28 — Grafico da porcentagem de redugido de DPPH das andlises
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Com resultado de todas as concentragdes variando entre 60% e 65%,
independente da concentragao e de acordo com o fator F calculado com os resultados
obtidos (3,77) por ser menor que o F critico (5,98), entende-se que a variancia do
resultado nao foi significativa quando comparados os resultados lidos da curcumina

padrao e os da curcumina nitrada.
5.2.2 Avaliagao da capacidade de inibicdo da peroxidacao lipidica

A avaliagdo da inibicdo da peroxidacao lipidica foi baseada na inibicdo da
formacao de MDA (produto originado da oxidagao de acido graxo poli-insaturado) que
reage com o TBA, sendo possivel sua visualizagao pela formagdo de um cromoforo

rosado (Oliveira et al., 2015), conforme segue:

Figura 29 — Reagao para formagao do croméforo rosado
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Fonte: Adaptado de Silva (2023).
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Logo, a curcumina agindo como agente antioxidante tem como objetivo reduzir

a quantidade de MDA originado da peroxidagao e, portanto, reduzir a coloragdo da

amostra. A proporcionalidade da reagao pode ser comprovada através da construgao

da curva de calibragdo do malondialdeido conforme pode ser observado na figura a

sequir:

Figura 30 — Curva de calibragdo do malondialdeido
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Fonte: Autoria prépria (2023).

O resultado obtido para a analise de peroxidacdo pode ser observado na

imagem abaixo:

Peroxidagdo Lipidica (%)

Figura 31 — Grafico da inibigao da peroxidagao lipidica
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Fonte: Autoria prépria (2023).
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Percebe-se que em todas as concentragdes a curcumina nitrada teve uma
porcentagem maior de inibicdo da peroxidagao lipidica. Porém, quando foram
analisados os dados por ANOVA, observou-se que a variagao da curcumina padrao e
nitrada nao foi significativa para a concentracdo de 5mg/mL. Com o F critico de 5,79
e o0 F calculado de 8,55, para as menores concentragdes, entende-se que houve
variagao significativa nos resultados, sendo graficamente visivel quando comparado
o0 desempenho da curcumina nitrada e a padréo.

Tal diferenca pode estar relacionada com a curcumina padréo, por se tratar de
um composto fendlico (hidrogénio de maior facilidade para extragdo da curcumina)
que em baixas concentracbes atua como agente pro-oxidativo auxiliando a
peroxidacao lipidica, porém, o efeito se inverte com o aumento de concentracao
(Borges et al., 2019; Rocha, 2021).

5.2.3 Andlise da atividade anti-inflamatéria in vitro por meio da desnaturagao da

ovalbumina

A atividade anti-inflamatéria determinada por analise esta relacionada a
desnaturacao da ovalbumina que € evidenciada pelo aumento da turbidez da solugao
depois de aquecido, causando a coagulagao (Rocha, 2021).

O grafico da comparagao do percentual de redugao da inflamagao obtido neste

procedimento pode ser visto na figura abaixo:

Figura 32 — Grafico do percentual de redugao da inflamagao
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Fonte: Autoria prépria (2023).



48

Observou-se que o desempenho das curcuminas foi préximo ao obtido no
controle positivo.

Por meio do grafico percebe-se que a curcumina padrdo em concentragao
maior (5 mg/mL) teve um maior percentual de redugcdo quando comparado a
curcumina nitrada, todavia, em concentragdes menores, a curcumina nitrada teve
maior percentual de redugao que a curcumina padrao.

Por meio da analises dos dados por ANOVA, foi possivel observar que quando
ambas comparadas ao controle positivo (cetoprofeno) houve variagdo significativa
(sendo o F critico 5,14 e o F calculado 20,14); contudo, quando comparado entre a
curcumina padrdo e a curcumina nitrada, ndo foi significativo (F critico: 7,708; F
calculado: 0,044).

Os resultados sugerem que independentemente da concentracdo dos
compostos analisadas n&o ha influéncia no desempenho anti-inflamatdrio,
demonstrando que a nitracido do anel nao interfere na atividade da curcumina nas
condigdes experimentais testadas.

Contudo, é possivel observar que tanto a curcumina pura quanto a nitrada
possuem atividade anti-inflamatéria, contribuindo em pesquisas que objetivam a

utilizacado como métodos alternativos de tratamento de processos inflamatorios.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Pode-se concluir que o processo de encapsulagdo empregado foi capaz
garantir alta eficiéncia de encapsulacao, permitindo a realizagcao das analises em meio
aquoso.

Além disso, foi observado que tanto a curcumina nitrada quanto a curcumina
padrdao possuem atividade antioxidante e anti-inflamatéria como citado em nossa
fundamentacéo, porém nao foi observado variagdo de resultados tao significativa
quando comparadas. Tal resultado pode estar relacionado a diversos fatores, como a
pequena margem de variagdo da concentragdo utilizada nos experimentos, por
exemplo.

Ademais, em relacdo a nitragdo da curcumina, o produto pode ter o
desempenho melhorado com a adigdo de alguma etapa de recristalizagdo para
remocao de possiveis impurezas presentes no produto da sintese.

Foi observado que ambas, curcumina pura e a curcumina nitrada, inibiram a
peroxidacao lipidica, e que, portanto, podem auxiliar no tratamento/reducdo do
estresse oxidativo.

Tais resultados obtidos de atividade antioxidante e anti-inflamatoria
contribuem de maneira positiva para pesquisas futuras envolvendo o curcumindide.
Logo, pode-se afirmar que a curcumina possui potencial para ser utilizada em

tratamentos que envolvem depuracgao tecidual e para redugao do estresse oxidativo.
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