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RESUMO

Em sistemas hioldgicos, diversos fatores metabdlicos e ambientais so responsaveis pela
producdo de espécies redtivas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs). Quando a
producdo é exacerbada ou quando ha uma diminuicdo significativa na eficacia das defesas
contra essas espécies, ocorre 0 desequilibrio redox, causando danos a macromoléculas
biolégicas, 0 que estd associado a0 surgimento e progressdo de vérias doengas. Dentre os
antioxidantes exodgenos, os compostos fendlicos de plantas tém se destacado pela capacidade
de sequestrar diversas espécies reativas. Das plantas mais estudadas, a Curcuma longa
apresenta inimeras propriedades benéficas para a salde, que sdo principal mente associadas
aos compostos fendlicos presentes no rizoma, conhecidos como curcuminoides (curcumina,
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina), porém o0s beneficios sdo mais
particularmente atribuidos a curcumina. Dessa forma, 0 objetivo do estudo foi avaiar a
capacidade antioxidante de extratos de C. longa e determinar seus curcuminoides
constituintes, investigando a agdo antioxidante do extrato e de curcuminoides isolados contra
as EROs e ERNSs. A identificacdo e quantificagdo de curcuminoides, o contetido total de
fendis e a capacidade antioxidante, em termos de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH") e pelo método de FRAP (do inglés, ferric reducing antioxidant power),
foram realizados para os extratos metandlico (CM), metandlico desengordurado (CHM),
etandlico (CE), hexénico (CH) e para o extrato comercia (ExtFarC) de C. longa. A
capacidade de eliminacéo das EROs e ERNs foi realizada para o CE e para 0s curcuminoides
(curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina). Os extratos CM, CHM e CE
apresentaram, em suas composi¢des, 0s trés curcuminoides, enquanto o ExtFarC apresentou a
curcumina como componente majoritério. O extrato etandlico (CE) e o ExtFarC apresentaram
maior conteldo total de fendis e atividade antioxidante pelo método de FRAP e menores
vaores de ICs frente ao radical DPPH’. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
com deteccdo espectrofotométrica (DPPH’-CLAE-UV) indicou que a curcumina e a
desmetoxicurcumina apresentaram maior potencial de captura de DPPH", observado pela
reducdo de seus picos em CLAE, em tempos de contato equivalentes. Nos experimentos de
capacidade de eliminacdo das EROs e ERNSs, os curcuminoides apresentaram atividade
semelhante ap controle positivo (querceting) frente ao acido hipocloroso (HOCI), éxido
nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOO ), mostrando-se €ficientes de forma direta contra essas
espécies. O extrato CE, apesar de exibir maiores valores de ICs, para essas espécies, quando
comparado aos compostos isolados, apresentou valores de ICsy inferiores, em comparagao
com extratos de outras plantas estudados pel os mesmos métodos. Apesar de a curcumina ser 0
alvo de estudos com finalidade terapéutica para inimeras doengas, os dados evidenciam que
os trés curcuminoides tém papel potencia contra as EROs e ERNSs, desta forma séo
promissores na prevencao e tratamento de doencas rel acionadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chaves. Curcuma longa. Curcuminoides. Capacidade antioxidante. Espécies
reativas de oxigénio. Espécies reativas de nitrogénio.



ABSTRACT

In biological systems, several metabolic and environmental factors are responsible for the
production of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species. The exacerbated
production of these reactive species or the significant decrease in the effectiveness of the
defenses against them causes the redox imbalance, with consequent damage to biological
macromolecules, which is associated to the emergence and progression of several diseases.
Among the exogenous antioxidants, phenolic compounds of plants have been highlighted by
their ability to scavenge various reactive species. Among the most studied plants, Curcuma
longa has many beneficial properties for health, which are mainly associated with the
phenolic compounds present in the rhizome, known as curcuminoids (curcumin,
demethoxycurcumin and bisdemethoxycurcumin), but the benefits are more particularly
attributed to curcumin. Thus, the objective of this study was to investigate the antioxidant
capacity of C. longa extracts and to determine their contents in curcuminoids, investigating
the antioxidant action of the extract and of each isolated curcuminoid against ROS and RNS.
The identification and quantification of curcuminoids, the total phenols content analysis and
the antioxidant capacity in terms of scavenging of the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical
(DPPH") and the FRAP method (ferric reducing antioxidant power) were carried out for
methanol (CM), defatted methanol (CHM), ethanol (EC) and hexane (CH) extracts, besides
commercia extract (ExtFarC) of C. longa. The elimination capacity of ROS and RNS was
performed for CE and isolated curcuminoids (curcumin, demethoxycurcumin and
bisdemethoxycurcumin). The CM, CHM and CE had shown the three curcuminoids in their
compositions, while, for the ExtFarC, curcumin was the predominant compound. The CE and
ExtFarC had shown the higher total phenols content and antioxidant activity by the FRAP
method, besides the lower 1Csy values for to the DPPH" radical. The use of high performance
liquid chromatography (HPLC) with spectrophotometric detection (DPPH-HPLC-UV)
indicated that curcumin and demethoxycurcumin had the greater potential for capture of
DPPH’, as observed by the reduction of their peaks in HPLC, at equivalent contact time. In
the experiments related to hypochlorous acid (HOCI), nitric oxide ("NO) and peroxynitrite
(ONOQ ), the curcuminoids had shown a direct efficiency toward their elimination, similarly
to the positive control (quercetin). For CE, despite showing higher 1Cs, values against these
species, in comparison to the isolated compounds, it presented lower 1Csy values, when
compared to other plants’ extracts, studied by the same methods. Although curcumin is the
target of many therapeutic studies for a number of diseases, the present data show that the
three curcuminoids can play essential roles against ROS and RNS, and thus, may be
considered promising in the prevention and treatment of diseases related to oxidative stress.

Keywords: Curcuma longa. Curcuminoids. Antioxidant capacity. Reactive oxygen species.
Reactive nitrogen species.
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1INTRODUCAO

Em sistemas biologicos, diversos fatores metabdlicos e ambientais sGo responsaveis
pela producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS). Quando a
producéo é exacerbada ou quando ha uma diminuicdo significativa na eficacia das defesas
contra essas especies, ocorre o0 desequilibrio redox, causando a disfungédo da sinalizagdo redox
e dos mecanismos de controle, com consegquentes danos a macromol éculas biol 6gicas, sendo,
alguns deles, irreversiveis (FREITAS; LIMA; FERNANDES, 2009; RIBEIRO et al., 2013;
SIES, 2015).

O aumento do nivel dessas espécies estd associado ao surgimento e progressdo de
vérias doencas. A geracdo desregulada das EROs causa 0 estresse oxidativo (PRIOR, 2015),
enquanto as ERNs podem agir em conjunto com as EROs, danificando células, causando o
chamado estresse nitrosativo (WINK; MITCHELL, 1998), e que adicionados ao estresse
carbonilico, causado especialmente por metabdlitos a-oxaldeidicos gerados no curso de
reacOes do tipo Maillard (BARBOSA et a., 2016), contribuem para o desenvolvimento de
diversas doencas, como diabetes (AOUACHERI et a., 2015), cancer (AGGARWAL et d.,
2013), doencas gastrointestinais (MOURA et a., 2015), cardiometabdlicas e
neurodegenerativas (HUANG; ZHANG; CHEN, 2016), entre outras.

Os antioxidantes sdo substancias, que, em baixas concentracoes, previnem ou retardam
significativamente a oxidacdo de substratos por agentes oxidantes (SUBRAMANIAN;
SUBBRAMANIYAN; RAJ, 2013). Dessa forma, exercem fungdes importantes na
manutencdo do equilibrio orgéanico redox e de mecanismos fisiol égicos de defesa em combate
aos agentes pré-oxidantes, substancias enddgenas ou exdgenas, que possuem a capacidade de
oxidar moléculas-avo (CERQUEIRA; MEDEIROS;, AUGUSTO, 2007; GARAGUSO;
NARDINI, 2015; WU et a., 2015). Os antioxidantes vegetais naturais podem ser obtidos a
partir de folhas, sementes, cascas e flores de plantas (WU et al., 2015), sendo exemplos os
acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas, lignanas, taninos e carotenoides, ou
podem ser sintetizados, como o butilado de hidroxitolueno (BHT), o butilado de hidroxianisol
(BHA), a terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e o galato de propila (PG) (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).

Ha, atualmente, grande interesse na identificagdo de compostos naturais antioxidantes
eficazes e ndo toxicos. Dentre as plantas mais estudadas e que tem recebido destaque por sua
atividade antioxidante estd o agafréo-da-terra (Curcuma longa). O acafréo-da-terra € um

tubérculo muito utilizado como tempero em preparagdes para conferir cor e sabor aos
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alimentos. A literatura atribui a C. longa inimeras propriedades benéficas para a salide, como
acOes antibacteriana (PARK et al., 2005), anticarcinogénica (ABDEL-LATEEF et al., 2016),
anti-inflamatoria (LANTZ et a., 2005) e antioxidante (DALL’ACQUA et al.,, 2014),
atividades essas que sd0 principalmente associadas aos compostos fendlicos, conhecidos
como curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina), presentes
no rizoma do tubérculo (COUSINS et a., 2007; LIU; NAIR, 2012; THONGCHAI;
LIAWRUANGRATH; LIAWRUANGRATH, 2009).

Em relacdo a atividade antioxidante, a C. longa tem sido descrita como um produto
vegetal biologicamente ativo, devido a sua capacidade de sequestrar radical peroxila (ROO’)
(BARCLAY et a., 2000), peroxido de hidrogénio (H2O,) (COHLY et a., 1998), 6xido nitrico
('NO) (XU et a., 2015), bem como radicais ndo biol égicos tais como o DPPH" (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila) (CAMATARI et a., 2016). Entretanto, apesar de vérios estudos sugerirem as
propriedades terapéuticas da C. longa, particularmente ligada aos curcuminoides presentes
nos rizomas, a atividade antioxidante dos trés curcuminoides de forma direta frente as EROs e
ERNSs ndo esta completamente esclarecida.

Diante do papel gue compostos antioxidantes podem desempenhar frente ao
surgimento e a0  tratamento de  doengas relacionadas a0  estresse
oxidativo/nitrosativo/carbonilico, € de grande importancia o desenvolvimento de estudos que
indiqguem e estabelecam substancias com potencial antioxidante relevante, de ocorréncia
natural e que sejam seguras para a utilizacdo humana. Sendo a C. longa fonte de compostos
fendlicos com grande potencia terapéutico, e, devido a possivel variabilidade quimica, em
vista de fatores ambientais, torna-se relevante a investigagdo da atividade antioxidante do
acafréo oriundo do Centroeste Brasileiro, e de seus extratos, com esclarecimento sobre acéo
dos curcuminoides contra as EROs e ERNS, espécies envolvidas na etiologia de doencas

ligadas ao desequilibrio redox.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espéciesreativas e desequilibrio redox

2.1.1 Definigdo e classificagao

As EROs e as ERNs formadas in vivo sd0 espécies quimicas que apresentam
comportamento fisioldgico duplo (“Janus faced”), sendo benéficas e nocivas, a depender de
sua concentragdo, do local e finalidade de sua geragdo. Elas sdo continuamente produzidas no
corpo humano, pois desempenham papéis importantes em uma variedade de processos
fisiologicos e patoldgicos e so essenciais para o fornecimento de energia, desintoxicacéo,
sinalizacdo quimica e funcdo imunoldgica (ALI et a., 2008; WANG, 2016). Entretanto,
podem também causar danos e morte celular, por meio do chamado estresse oxidativo, um
desequilibrio entre espécies quimicas reativas oxidantes e agentes antioxidantes, responsavel
direta e indiretamente por disturbios na sinalizacéo redox e nos mecanismos de controle, com
consequentes danos a macromol éculas biol égicas (SIES, 2015).

A Figura 1 representa um esguema geral, envolvendo a geragdo, as estruturas das
espécies reativas hioldgicas mais relevantes, seus papéis fisioldgicos e as consequéncias de
suas presencas em restricao e excesso o organismo. As espécies reativas podem ser formadas
a partir do metabolismo mitocondrial, por meio de reagbes enzimaticas ou ndo, ou por meio
da acdo de citocinas; bem como em decorréncia de estimulos e fontes exdgenas, sendo
formadas, principalmente, EROs, ERNSs, espécies reativas de Cl, de carbono (ERCs), mistas e
ainda espécies reativas advindas da reagd0 do tipo Maillard, as denominadas espécies
carbonilicas reativas (ECRS), as quais também podem ter origem enddgena ou exogena. Além
da formacdo endogena, favorecida em condicdes de maior disponibilidade de substratos,
como no diabetes (maiores concentragdes de glicose), as ECRs podem ser absorvidas a partir
da dieta, dos poluentes ambientais e de produtos farmacéuticos (medicamentos e cosméticos).
Para o controle biol6gico frente a todas essas espécies existem as defesas antioxidantes, que
podem ser enzimaticas ou ndo, e também podem ser obtidas de fontes exdgenas ou
enddgenas. Os niveis dessas espécies devem ser controlados de forma a manter um equilibrio
no organismo (a homeostase), pois niveis baixos pregudicam muitas fungdes fisiologicas,
resultando em problemas nas respostas proliferativas, disfuncdo no sistema imunologico e
defeito na vasodilatagéo, ocasionando alteragcbes como a doenca granulomatosa crénica e

agumas doencas auto-imunes (WANG, 2016). Porém, se houver faha nas defesas e/ou
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producdo exacerbada dessas especies, danos a biomol éculas podem ocorrer, com consequente

lesdo local em células, tecidos e sistemas.

Figura 1 - Uma visdo integrada e simplificada dos estresses oxidativo, nitrosativo e

carbonilico: agentes, causas e consequéncias.
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Fonte: adaptado de Barbosa et a. (2016); Finkel; Holbrook (2000); Kalyanaraman (2013); Wondrak et
al. (2002).

Legenda: AGEs = do inglés Advanced Glycation Endproducts, ALEs = do inglés Advanced
Lipoxidation Endproducts, CAT = catalase, COX = Ciclooxigenase, GPx = glutationa peroxidase, GR
= glutationa redutase, NADH = dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido; NADPH =
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido, NOS = éxido nitrico sintase, R-NH,= grupo
amina de aminoacidos, RAGES = Receptores sensiveis a AGESs, SOD = superdxido dismutase, TrX =
tiorredoxina.
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2.1.2 Natureza das espécies reativas

Dentre as EROs podem ser destacados: o radical anion superéxido (O, "), o radica
hidroxila (HO'), o peréxido de hidrogénio (H-O,), o oxigénio singlete (*O,) e o &cido
hipocloroso (HOCI), além dos radicais peroxila (ROQO") e acoxila (RO"). Dentre as ERNs,
destacam-se 0 mondxido de nitrogénio, mais conhecido como 6xido nitrico ("NO) e o
peroxinitrito (ONOQ), entretanto ha também muitas outras ERNs advindas de rearranjo ou
decomposi¢do dessas, como trioxido de dinitrogénio (N»O3), &cido nitroso (HNO,), didxido
de nitrogénio e anion nitrito (NO,, NO,") e nitrato (NOs"). Além das EROs e ERNSs, sdo
relevantes fisiologicamente, ECRs (ex. glioxal, metilglioxal e outras), espécies reativas de
carbono (ERCs), enxofre, halogenadas, mistas e outras (Figuras 1 e 2) (BARREIROS,
DAVID; DAVID, 2006; LUSHCHAK, 2014).

As espécies reativas podem ser radicalares e ndo radicalares. Dentre as formas
radicalares incluem-se: O," ", HO’, ROO", RO’, "NO e "NO,, enquanto as ndo radicalares so
H,0,, 105, HOCI, ONOO™, N,Os, HNO,, NO,” e NO3™. A forma radicalar é definida como
uma espécie atbmica ou molecular que contém um ou mais elétrons ndo emparelhados em um
dos seus orbitais moleculares. As formas ndo radicaares ndo apresentam elétrons
desemparelhados, mas sdo moléculas que podem ser t&o reativas ou mais que os radicais
(KRUMOVA; COSA, 2016; THANNICKAL; FANBURG, 2000).

2.1.3 Formag&o e caracteristicas das espécies reativas

A Figura 2 esquematiza, em particular, aformagéo das EROs e das ERNSs.

O O, é o precursor da maioria das EROs e é formado a partir do oxigénio. Em
organismos aerdbios, o oxigénio molecular (O,) € um co-fator essencial em muitas oxidagtes
bioldgicas e no metabolismo de farmacos catalisado por monoxigenases ou oxidases de
funcdo mista (citocromo P450). No entanto, durante o processo, moléculas de O, sdo
produzidas, e em condi¢Bes fisiopatoldgicas ou durante a disfuncdo mitocondrial, essa
producdo torna-se exacerbada (KALY ANARAMAN, 2013; TURRENS, 2003).
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Figura 2 - Principais EROs e ERNSs, oriundas da conversdo biolégica do oxigénio em
radical anion superéxido (O, ") e 6xido nitrico (‘NO) (2a); vias de formagdo do radical
anion superoxido (O,"") (2b); formacao do 6xido nitrico ("NO) a partir de arginina com

acdo da NOS (6xido nitrico sintase) (2c).
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Fonte: adaptado de Amatore; Arbault (2007); Freitas, Lima; Fernandes (2009); Peteu; Boukherroub;
Szunerits (2014); Wang (2016).

Legenda: CTé = cadeiatransportadora de elétrons, CAT = catalase, GPx = glutationa peroxidase, GSH
= glutationa reduzida, GSSG = glutationa oxidada, Lipx = Lipoxigenases, MPO = mieloperoxidase,
NOS = éxido nitrico sintase, NOXs = NADPH oxidases, R-NH,= grupo amina de aminoacidos, RH =
grupo carboxila de &cido graxo ou cadeias lipidicas, RO" = radical alcoxila, ROO™ = radical peroxila,
SOD = superdxido dismutase, XO = xantina oxidase.

O O, é formado a partir das NADPH oxidases (NOXs), xantina oxidase (XO),
lipoxigenases (Lipx) e na cadeia transportadora de elétrons na mitocondria (CTé) (Figura 2)
(WANG, 2016). Os processos principais geradores de O, sd0 a partir da acéo das NOXs na
membrana plasmatica durante a fagocitose de agentes microbianos e a partir da cadeia
transportadora de el étrons nas mitocondrias (KALYANARAMAN, 2013).

Durante o processo de defesa redizado pelo sistema imunoldgico, mondcitos,
neutrofilos, eosinéfilos e macréfagos fagocitam o agente microbiano, de modo a degradar e
eliminar o xenobidtico, no organismo. Durante a fagocitose, € formado o vacutolo fagocitico,

onde os agentes sdo englobados pelas células de defesa e na membrana plasmética, e O, é
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produzido pelas NOXs, a fim de iniciar o processo de degradacdo dos componentes dos
agentes invasores (Figura 3) (KALYANARAMAN, 2013).

Figura 3 - Representacdo esquematica da producdo de O, ", H,O, e HOCI durante a

fagocitose de um agente microbiano, onde as NOXs séo ativadas na membrana celular.

Vacuolo
fagocitico

Agente
microbiano

Fonte: Kalyanaraman (2013).
Legenda MPO = mieloperoxidase, NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido,
NADP' = nicotinamida adenina dinucl eotideo fosfato oxidado, NOXs = NADPH oxidases.

A cadeia transportadora de elétrons na mitocondria €, no entanto, a fonte priméria de
O," " nos sistemas hiol dgicos, espécie que, em seguida, dard origem a outras espécies reativas
(LI et a., 2016). A cadeia de transporte de elétrons recebe el étrons de NADH (dinucleotideo
de nicotinamida e adenina reduzido) e FADH,, (dinucleotideo de flavina e adenina reduzido) e
medeia a transferéncia de elétrons do complexo | para o complexo 1V, via ubiquinona (Ub) e
citocromo ¢ (C). A medida que os elétrons s30 transportados, um gradiente de prétons (H) é
criado através da membrana mitocondria interna (MMI) e o complexo V usa este gradiente
para converter ADP (adenosina difosfato) em ATP (adenosina trifosfato). Entretanto, como
subproduto da cadeia respiratéria sdo geradas as espécies reativas, sendo o O, formado nos
complexos | e Il (Figura 4) (BARBOSA et a., 2014; NELSON; COX, 2011; YU;
BENNETT, 2014).
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Figura 4 - Producéo de O," ™ na cadeia transportadora de €l étrons na membrana interna
da mitocondria.
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Fonte: adaptado de Y u; Bennet (2014).

Legenda: ADP = adenosinadifosfato, ATP = adenosina trifosfato, C = citocromo ¢, € = elétron,
FADH, = dinucledtideo de flavina e adenina reduzido, GPx = glutationa peroxidase, H" = préton, | =
complexo I, I = complexo I1, 111 = complexo 111, IV = complexo 1V, MMI = membrana mitocondrial
interna, NADH = dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido, SOD = superdxido dismutase, Ub
= ubiquinona.

O O, é uma espécie considerada causadora de sérios danos a biomoléculas e sofre
dismutacdo espontanea ou é catalisada por sistemas especiaizados. O organismo dispde de
sistemas enziméticos localizados em diferentes partes das células (SOD, superdxido
dismutase) - membranas plasmaticas das células de defesa ou na MM - os quais rapidamente
convertem O, em H,0; (Figuras 3 e 4; Equacdo 1) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
GOMES et d., 2007; KALYANARAMAN, 2013; NELSON; COX, 2011; YU; BENNETT,
2014).

202._ +2H" > H.0, + O, (Equa(;éo 1)

A reacdo de conversdo de O, para H,O, tem uma constante de velocidade de

2x 10° M*s*, em pH 7,0. A SOD acelera esta reacdo 10" vezes, com constante de velocidade
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2 x 10° M s, sendo essa enzima, importante antioxidante na dismutacdo do O,"~ (Quadro 1)
(AMATORE; ARBAULT, 2007; THANNICKAL; FANBURG, 2000).

Quadro 1 - Constantes de reacoes das EROs e ERNs com reagentes e produtos

formados.
Espécie | Reagente/lEnzima | Produto C\?Qgc?ggzge Referéncia
H* H,0, 20x10°M*st Kalyanaraman (2013)
O,~ SOD H,O, 2,0x10° M*s? | Amatore; Arbault (2007)
"NO ONOO™ | 1,9x10M*s! | Amatore; Arbault (2007)
GPx H.0 21x10"M*s?t Ng et al. (2007)
CAT H.,0, O, 6,6x10°'M"'s* | Jones; Suggett (1968)
H20; Fe’* HO 10*-10° Mt st Kalyanaraman (2013)
MPO, CI” HOCI 22x10°M™*s? | Furtmiller et a. (2000)
HO® AGPI ROO" 10°M*s? K alyanaraman (2013)
"NO 0., H,0O NO,” 20x 10°M™*s* | Amatore; Arbault (2007)
ONOO" CO, "NO,, CO;~ | 3-60x 10°M™s! |  Gomeset al. (2007)

Legenda: AGPI = &cido graxo poli-insaturado, CAT = catalase, GPx = glutationa peroxidase, MPO =
miel operoxidase, ROO’ = radical peroxila, SOD = superéxido dismutase.

O H,0, gerado pode entdo ser reduzido a agua (H20) por acdo da catalase (CAT) ou
da Glutationa peroxidase (GPx) (Figuras 2 e 4), sendo a CAT mais répida e efetiva na
conversao e eliminacéo do H,0O, (Quadro 1). Entretanto, devido a eliminagéo por tais enzimas
ter baixa eficiéncia, grande parte do H,O, € liberado para a célula (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). O H,0, é pouco reativo quando comparado a outras especies reativas frente
as moléculas organicas, no entanto, € capaz de transpor as membranas celulares e reagir
lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com proteinas heme e peroxidases,
parainiciar reages radicalares e peroxidactes lipidicas;, podem sofrer homdlise por radiacéo
UV na ligac8o oxigénio-oxigénio ou interagir com ions de metais de transicdo, formando
HO', principalmente com Fe** pela reacdo de Fenton, com constante de velocidade de
10%-10* M s, ndo superando as constantes da CAT e da GPx (Figura 2; Quadro 1; Equacéo
2) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; FREITAS; LIMA; FERNANDES, 2009; GOMES
et a., 2007; KALYANARAMAN, 2013; NOGUEIRA ¢t a., 2007; VASCONCELOS €t 4.,
2007).

H,0, + Fe** > Fe** + HO" + HO™ (Equacéo 2)
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O HO' é uma das mais importantes e potentes espécies oxidantes, especiamente no
processo de eliminagdo de agentes estranhos pelo processo de fagocitose. Sua capacidade
degenerativa é agravada pelo fato do organismo humano ndo dispor de mecanismo de defesa
contra essa ERO. Produz danos severos a moléculas e é capaz de reagir de forma ndo seletiva
e instanténea com os compostos quimicos circundantes (GLIGOROV SKI et a., 2015), além
de causar modificacfes, como ateracdo das bases e quebras das fitas, no DNA (do inglés
deoxyribonucleic acid), levando a consequéncias genotoxicas, danos as estruturas proteicas
nativas e inativagdo enzimatica, podendo ainda dar inicio a peroxidagdo lipidica (GOMES et
al., 2007; KALYANARAMAN, 2013; VASCONCELOS et al., 2007). A reatividade do HO
com acidos graxos poli-insaturados acontece por adicdo radicaar em duplas ligagoes,
resultando na formag&o de radicais organicos, os ROO’, com constante de velocidade de 10°
M™ s (Quadro 1), conforme mostrado na Equacdo 3 (NOGUEIRA et al., 2007).

R R ~
o o o
R R R R

Para a formagdo do HOCI, a enzima mieloperoxidase (MPO), encontrada,
especificamente, em leucdcitos, incluindo neutrofilos, monécitos, basofilos e eosindfilos,
catalisa areacdo de ions cloreto com H,0, (Figuras 2 e 3; Equacdo 4) (GOMES et a., 2007).
Essa reacdo também apresenta constante de velocidade de reacdo que ndo supera a das
enzimas antioxidantes (2,2 x 10° M™*s%), CAT e GPx, mas supera a constante de formacéo do

HO" sendo HOCI prioritariamente formado, em presenca de metais (Quadro 1).
H,0, + ClI" + H* - HOCI + H,0O (Equacéo 4)

O HOCI é o maisimportante e poderoso agente bactericida, porém é aproximadamente
100-1000 vezes mais toxico do que O, e H,O,, sendo membrana-permeavel e capaz de
oxidar um grande nimero de compostos biol 6gicos como proteinas, DNA e lipideos, sendo as
proteinas os principais alvos dentro de uma célula devido a sua abundancia e elevada
reatividade com HOCI (HAWKINS; PATTISON; DAVIES, 2003). O HOCI reage tanto com

0 grupo a-amino como com alguns grupos funcionais nas cadeias laterais dos aminoéacidos,
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ele ataca tiois e tioéteres, fendis, ligagdes insaturadas e aminas, ou seja, com a maioria dos
aminoécidos das proteinas com excegdo da glicina, aanina, valina e serina, onde acontece
apenas com o grupo o-amino (Equacdo 5). Sua reacdo com aminas, origina cloraminas, que
s30 lipossolUvels e mais toxicas do que o proprio HOCI, e podem gerar uma série de radicais
(Figura 5) (FREITAS;, LIMA; FERNANDES, 2009; PANASENKO; GORUDKO;
SOKOLOQV, 2013; VASCONCELOS et al., 2007).

R R
| |
H-C-NH; —2o» H-C-NHCI )
| -H'; H20 | (Equacdo 5)
COOCOH COOH
Aminoacido Monocloramina

Figura 5 - Formacgé&o de radicais livres na reacdo de HOCI com o grupo o-amino de um

aminoacido.
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Fonte: adaptado de Panasenko; Gorudko; Sokolov (2013).

Em relacdo a oxidacdo de lipideos, ela € menos favorecida quando comparada com
oxidacdo de proteinas por HOCI, porém estudo cinético mostrou que a modificagdo de
proteina acontece prioritariamente, mas de forma rapida, enquanto que a peroxidacdo lipidica
acontece por um periodo prolongado. No ataque aos lipideos a reacdo acontece nas ligacoes
insaturadas, dos acidos graxos insaturados e do colesterol. A adicdo el etrofilica de HOCI nas
ligacOes insaturadas produz cloridrinas formadas pela adi¢céo de HOCI a ligagdo dupla C=C.
O processo ocorre em dois passos, 0 ion ClI* de HOCI serve como uma espécie eletrofilica,

polariza a ligacéo dupla e é adicionado a um dos &omos de carbono, entdo o outro &omo de
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carbono, positivamente carregado, sofre ataque do OH™, em segunda etapa (Figura 6)
(SPICKETT et d., 2000).

Figura 6 - Adicdo eletrofilica de HOCI a ligacBes insaturadas de acidos graxos

insaturados e colesterol.
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Fonte: Spickett et al. (2000).

Além do ataque a biomoléculas, o HOCI estd envolvido na formagdo de outras
espécies reativas (Quadro 2). A reacdo com O, ~ forma o HO'. Pode estar envolvido em uma
das vias de formaggo do 'O, pelareacso com H,0, e formagao do radical cloro (Cl°) que pode
atacar outras moléculas para se estabilizar. Entretanto, a sua reagdo com NO, produz a
espécie mais estavel da familia ERN (NOs;) (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLOQV,
2013).

Quadro 2 - Reatividade de HOCI.

. Espécie
Espécie | Reagente Reacao
formada
O, HO HOClI + O, > HO + O, + ClI-
. H,O, o, HOCI + H,0, > 10, + CI™ + H' + H,O
‘NO cl’ HOCI + ‘'NO > CI° + HNO,
NO,™ NO;5™ HOCI + NO,” > Cl"+H" + NO5~

Fonte: Panasenko; Gorudko; Sokolov (2013).

O HOCI é associado a desordens neurodegenerativas causadas pelo estresse clorativo
no cérebro; por exemplo, o HOCI clora por¢Bes amina e catecol da dopamina e produz
derivados clorados, chamados de clorodopamina, esses compostos sdo tOxicos para 0S
neurdnios, pois geram toxinas que matam seletivamente os neurbnios dopaminérgicos,
associados a doenca de Parkinson (JEITNER et al., 2016; KALOGIANNIS; DELIKATNY;
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JEITNER, 2016). Além disso, Ismael et a. (2015) indicaram que a oxidagdo de LDL pelo
HOCI leva a progressdo da aterosclerose, principalmente pela oxidagdo do colesterol que
resulta na formagdo de hidroperdxidos de lipideos, écido 9-hidroxi-10,12-octadecadiendico
(9-HODE) e F2-isoprostanos.

A producdo do 'O, in vivo pode ocorrer pela reacdo do O,"~ com o HO', por reactes
envolvendo o 0zonio ou durante a peroxidacéo lipidica (Figura 2) (GOMES et a., 2007). O
!0, é uma forma atamente reativa de O,. O O, esta no estado triplete, € um birradical com
dois elétrons ocupando separadamente orbitais m* com spins paralelos (Figura 7)
(KRUMOVA; COSA, 2016).

Figura 7 - Diagramas energéticos de orbitais moleculares para o oxigénio molecular

(O.), oxigénio singlete (*O.) e radical anion superéxido (O, ).
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Fonte: adaptado de Krumova; Cosa (2016).

Ha restricdo de rotacdo para o O, participar em reacOes redox com outros &omos ou
moléculas, uma vez que o compartilhamento, a partir do redutor, de um par de elétrons, um

deles com o mesmo spin, em orbitais 1, é proibido. Assm, o O, é incapaz de oxidar
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eficazmente biomoléculas via, por exemplo, reacbes de adicdo, mas pode reagir rapidamente
com outros radicais por transferéncia de um Unico elétron ou com outras espécies gque
contenham elétrons ndo emparelhados (como metais de transicéo); a reducdo monoel etrénica
do O, resulta naformacéo do O, ~. Alternativamente, o O, pode ser convertido em formamais
reativa, 0 'O, uma molécula eletronicamente excitada, com pares de elétrons com spins
opostos e ambos ocupando 0 mesmo orbital molecular, deixando um orbital vazio parareacéo
com outras moléculas. Assim, arestri¢cdo de rotagdo € removida, aumentando a capacidade de
oxidagd em comparagdo com o O, (Figura 7) (FREITAS, LIMA; FERNANDES, 2009;
KALYANARAMAN, 2013; KRUMOVA; COSA, 2016; VASCONCELOS &t a., 2007).

Sugere-se que 0 'O, seja responsavel por alguns dos danos infligidos pelos fagécitos
nos seus locais-alvo, uma vez que reage com varias moléculas biolégicas, incluindo lipideos
de membranas (FREITAS; LIMA; FERNANDES, 2009; KALYANARAMAN, 2013;
VASCONCELOS et al., 2007). O O, interage com ligagdes insaturadas de lipideos 1500
vezes mais rgpido do que o O,, com formacéo de hidroperoxidos lipidicos, o que leva ao
inicio da peroxidagéo lipidica (PANASENK O; GORUDKO; SOKOLQV, 2013).

Os radicais ROO" e RO sdo advindos da peroxidacéo lipidica. A peroxidagao lipidica
refere-se a deterioracdo oxidativa de lipideos contendo ligagdes duplas carbono-carbono,
como acidos graxos insaturados, fosfolipideos, glicolipideos e colesterol. EROs podem atacar
0s &cidos graxos insaturados que contém multiplas ligagcbes duplas e grupos metileno, e
iniciar reacBes em cadeia de peroxidagdo radical (Figura8) (LU et a., 2010); além do ataque
por EROs, a presenca de lipoxigenases também acarreta a formacdo de ROO™ e RO’
(BRASH, 1999). A peroxidacdo lipidica estéd associada a uma variedade de problemas
cronicos de satide, principalmente aterosclerose (LU et al., 2010).
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Figura 8 - Mecanismo de peroxidacao do acido linoleico iniciado pelo radical HO'.
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Fonte: L et d. (2010).

O desequilibrio redox ndo esta ligado apenas a acdo das EROs, mas também a
perturbacdes na biossintese e no metabolismo das ERNs (KRASUSKA et al., 2016). ASERNs
estdo interligadas através de uma série de reagdes, cujo inicio se da a partir da geracéo de
"NO.

O "NO é produzido no organismo por diferentes tipos de células, incluindo células
endoteliais e macrofagos, pela acéo da enzima éxido nitrico sintase (NOS) a partir de L-
arginina, oxigénio e NADPH, gerando NADP", L-citrulina e "NO (Figura 2) (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; NELSON; COX, 2011; NIJVELDT et a., 2001; OLMOS; GINER,;
MANEZ, 2007; ZAGO; ZANESCO, 2006). A enzima NOS existe em trés isoformas distintas:
constitutiva neuronal (NNOS ou NOS1) e constitutiva endotelial (eNOS ou NOS3), que
produzem baixos niveis de ‘NO e a induzida (iNOS ou NOS2), responsavel por maiores
niveis de "NO produzidos em neutréfilos estimulados. O "NO age em uma variedade de
processos biolégicos, incluindo relaxamento muscular, neurotransmissao e regulagdo imune,
sendo reconhecido inicialmente como potente vasodilatador, envolvido na regulacéo da

pressdo arterial. Embora o *“NO sgja um radical, ndo é tao reativo como geralmente sugerido.
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Porém, ele se difunde em células, sem alteragdo, e reage rapidamente com moléculas
circundantes, particularmente com espécies que possuam elétrons desemparelhados, como,
por exemplo, o O, (FREITAS; LIMA; FERNANDES, 2009; VASCONCELOS ¢t al., 2007;
OLMOS et al., 2007).

O 'NO reage com O, ", em reacdo quimicamente irreversivel, com velocidade de
reacéo de 1,9 x 10" M™ s, sendo assim uma das poucas biomoléculas capazes de superar a
SOD na conversdo de O, para H,O, (Quadro 1). A partir dessa reagéo é gerado o ONOO",
uma espécie muito citotéxica e mutagénica, similar em reatividade ao HO’, e prontamente
danifica biomoléculas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; FREITAS, LIMA;
FERNANDES, 2009). Apesar do seu tempo de vida curto (10-20 ms), causa danos a muitas
mol éculas bioldgicas, inclusive a grupos S-H das proteinas e provoca hidroxilagdo e nitracéo
de compostos arométicos. E capaz de formar HO' independentemente da presenca de metais
de transicdo (Figura 2) (SADOWSKA-BARTOSZ; ADAMCZYK; BARTOSZ, 2014;
VASCONCELOS et d., 2007).

Uma das reacGes mais rgpidas conhecidas para ONOO ¢€ a interagdo com Qas
carbénico/bicarbonato (CO,/HCO;3), apresentando uma constante de vel ocidade muito répida
(3-6 x 10* M* ") (Quadro 1) (GOMES et a., 2007). O ONOO™ apés protonacdo (ONOOH)
rearranja-se para NOs e interage com bicarbonato, formando o peroxicarboxilato nitroso
(ONOOCO; ). Sua decomposicéo leva entdo a formagdo de CO, e NO3™ (cerca de 70%) e
também ao "NO, e anion radical carbonato (COs™ ") (cerca de 30%) (Figura 2). O COs™~
formado é mediador de diversas reagbes de oxidacdo e nitracdo (FREITAS; LIMA;
FERNANDES, 2009; VASCONCELOS et d., 2007).

O ONOO'™ oxida moléculas por meio de dois mecanismos diferentes; o primeiro diz
respeito a préopria molécula e sua forma protonada, que podem exercer modificactes
oxidativas diretas de outros compostos através de processos de oxidagdo de um ou dois
elétrons. Apenas alguns grupos quimicos reagem diretamente com o0 ONOO, o que favorece
reacOes seletivas, e como mencionado principamente em partes especificas de proteinas. O
segundo mecanismo envolve reagoes de oxidagdo indiretas, promovidas pela decomposi¢cao
de ONOO em radicais atamente reativos. HO e ‘NO, (SADOWSKA-BARTOSZ;
ADAMCZYK; BARTOSZ, 2014).

Ha ainda a formacdo de NO,™ advindo principamente do "NO, que reage com O; e
H.O e como produto final da decomposicdo do ONOO™, sendo considerado um metabdlito

estavel final (Figura2). A taxa de velocidade do “NO naformacdo de NO,” éde 2 x 10°M™*s
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! (Quadro 1). Apesar de ndo superar a constante de formagdo do ONOO™ pela reagdo do "NO
com Oy, 0 NO, formado deve ser levado em consideracdo, pois, embora seja considerado
um produto estavel, ele pode ser transformado em "NO, na presenca de perdxidos,
hemoproteinas, ou mesmo heme livre, e retornar a0 grupo de ERNs (OLMOS; GINER,;
MANEZ, 2007).

Associam-se as EROs e as ERNSs, que causam 0s estresses oxidativo e nitrosativo,
respectivamente, as ECRs, ocasionando o chamado estresse carbonilico. As ECRs séo
geradas no curso das reactes de glicacdo ou de lipoxidacdo, sendo intermediarios na formacéo
dos produtos de glicacdo (AGEs, do inglés Advanced Glycation Endproducts) e de
lipoxidac&o (ALEs, do inglés Advanced Lipoxidation Endproducts) avangados (BARBOSA et
a., 2016).

O estresse carbonilico é caracterizado pelo acimulo anormal de metabdlitos contendo
grupamentos carbonilicos eetrofilicos (as ECRS), capazes de “atacar” regides nucleofilicas de
biomoléculas, causando modificagbes conformacionais em proteinas, RNA (do inglés
ribonucleic acid) ou DNA, levando, em interrelacdo com o estresse oxidativo e nitrosativo, a
disfungdes celulares e teciduais observadas no curso natural do envelhecimento e,
especialmente, em inlmeras patologias (LOPACHIN; GAVIN, 2014). Dentre as principais
ECRs responsaveis pelo estresse carbonilico in vivo estdo o metilglioxa (MG), o glioxa (GO)
e a 3-deoxiglicosona (3-DG) (Figura 1). Concentragdes tipicas de GO e MG em pasma
humano sdo de 50 e 15 nM, respectivamente (KALAPOS, 1999). Quando as concentractes de
ECRs aumentam in vivo, ha também o aumento do potencial de disfuncdes fisioldgicas e o
consequente desenvolvimento de doengas. O escurecimento das lentes oculares (catarata), a
progressdo das complicagdes macro e microvasculares do diabetes e a hiperuremia
caracteristica de portadores de insuficiéncia rena sdo exemplos de fendbmenos claramente
associados ao estresse carbonilico (SEMCHY SHY N, 2014).

Dentre os mecanismos de defesa contra 0 acumulo de ECRs nos sistemas biol 4gicos,
se destaca 0 sistema enzimético mediado pelas glioxalases | e Il presentes no citoplasma
celular, o qual exerce a funcdo de manter as concentracfes de metabdlitos carbonilicos em
concentrages toleréveis, merecendo ainda destague como supressores de estresse carbonilico
as familias de enzimas oxido-redutases (ALR1, ALR2 e ARL3, denominadas aldeido
redutases (ALRs); EC.1.1.1.2, denominada alcool:NADP+ oxido-redutase; EC.1.1.1.21,
denominada aditol: NADP* adose redutase; EC.1.1.1184, denominada carbonil redutase)
também presentes no citoplasma das células (KALAPOS, 1999).



36

O estresse carbonilico € causado pelo desequilibrio entre aformac&o e a destoxificacdo
enzimatica das ECRs, bem como por meio do aumento da exposicdo as ECRs exdgenas. A
dieta € considerada uma importante fonte exdgena de ECRs, bem como a exposicéo a
poluicdo ambiental e a quimica farmacéutica (medicamentos e cosmeticos) (RABBANI;
XUE; THORNALLEY, 2016).

Em sistemas biolégicos, a formacéo das ECRs pode ocorrer via regulacdo enzimética,
como € o caso da sintese de MG mediada pela metilglioxal sintase no metabolismo da glicose,
ou mediada pela citocromo P450 IIE1 no metabolismo da acetona (a partir dos
triacilglicerdis), ou ainda mediada por amino-oxidases que participam do metabolismo
proteico. Nesses casos, a formacdo das ECRs esta sujeita ao fino controle metabdlico de
acordo com a disponibilidade de substratos e cofatores, bem como da disponibilidade de
sistemas de destoxificacdo. No entanto, a formagéo das ECRs ndo mediada por enzimas, nas
chamadas reacGes do tipo Maillard ou de glicacdo ndo enzimaticas, sd0 consideradas
responsaveis por maiores prejuizos fisiolégicos, desde que ndo estdo sujeitas ao controle
metabdlico e podem estar exarcebadas em condi¢des de maior disponibilidade de glicose,
como no diabetes, ou em condicbes de estresse oxidativo e/ou de lipoxidacdo, comuns a
diversos quadros fisiopatolégicos (HENNING; GLOMB, 2016; KALAPOS, 1999;
RABBANI; XUE; THORNALLEY, 2016).

Ha uma importante interrelacdo entre o estresse oxidativo e o estresse carbonilico,
sendo importante destacar nesse contexto que substancias capazes de combater o estresse
oxidativo podem ser também capazes de inibir aformacdo de ECRs por meio de algumas vias
ndo-enziméticas. Um importante exemplo seria 0 uso de antioxidantes para a prevengdo da
formacdo de ECRs como a acroleina, o malondiadeido, 0 GO e o 4-hidroxi-2-nonenal a partir
da peroxidacdo de lipideos induzida por EROs (ERGIN, 2013).

Os compostos carbonilicos reativos séo capazes de modificar estrutura e funcéo de
biomoléculas e comprometem os mecanismos naturais de defesa antioxidante e anti-
AGES/ALEs. Os AGEs também podem causar prejuizos ao metabolismo, por modificacdo da
estrutura nativa de biomoléculas e induzindo a producéo de citocinas inflamatérias e de
fatores de crescimento por interacdo com receptores sensivels a AGEs em células endotelials,
monaocitos, macrofagos, adipocitos e podécitos, os RAGES (Receptores sensivelis a AGES)
(Figura 1). Ja os ALEs reagem como proteinas, DNA e aminofosfolipideos, causando
alteracOes irreversiveis em suas conformagdes nativas (BARBOSA et a., 2016). Por isso,
varios estudos indicam que esses compostos tém um papel essencial no desenvolvimento e

progresséo de diferentes doencgas de base oxidativa, incluindo diabetes, insuficiéncia rena
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cronica, doencas cardiovasculares e disturbios neurologicos (Figura 1) (VISTOLI et a.,
2013).

Em resumo, ha impacto significativo da producdo excessiva de espécies reativas no
funcionamento de biomoléculas. Destaca-se, que, aém do DNA, essas espécies reativas
também atacam outros componentes celulares como é&cidos graxos poli-insaturados de
fosfolipideos, cadeias laterais de residuos de aminoacidos de proteinas (ALI et al., 2008) e
que esse dano oxidativo pode levar a inativagao enzimatica, mutacéo, ruptura de membrana,
aumento na aterogenicidade de lipoproteinas plasméticas de baixa densidade e a morte celular
(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). Conforme mostrado na Figura 1, os
estresses oxidativo/nitrosativo aliado ao estresse carbonilico, causam esses danos, e induzem
a0 desequilibrio redox, envolvido na etiologia de muitas doencas, como aterosclerose,
diabetes, doencas neurodegenerativas, cardiometabdlicas, gastrointestinais, cancer, entre
outras (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012;GARAGUSO; NARDINI, 2015).

Embora a producdo de EROs e ERNSs represente mecanismos extremamente
importantes principalmente para defesa biologica, ha necessidade de equilibrio na oxidagéo-
antioxidacdo modulada pelas EROs e ERNs em biossistemas, crucial para a manutencéo de
funcbes celulares normais (Figura 1) (WANG, 2016), o que, em parte, é realizado por defesas
antioxidantes.

2.2 Defesas antioxidantes

2.2.1 Definigdo e classificagao

Em caso de desequilibrio redox, ha mecanismos de defesa contra os danos induzidos
pelas EROs e ERNs. Esses mecanismos atuam em diferentes niveis, como prevencéo,
eliminacédo de radicais, reparacéo e adaptacdo (ALI et al., 2008; LOBO et d., 2010). Em
geral, os antioxidantes atuam por meio de um ou por multiplos mecanismos, sendo
capturadores de radicais, doadores de hidrogénio, doadores de elétrons, decompositores de
peréxidos, inibidores de enzimas e quelantes de metais, aém de efeitos combinados e
sinérgicos (ALl et a., 2008; LOBO et a., 2010; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Os
antioxidantes pertencem a diferentes classes quimicas, como mostra a Figura 9. Podem ser
classificados como enzimaticos e ndo enziméicos, dentre os enziméticos destacam-se
principalmente as enzimas SOD, GPx e CAT e 0s ndo enzimaticos incluem-se em diferentes

classes quimicas.
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Os antioxidantes preventivos estdo incluidos na primeiralinha de defesa, e suprimem a
formagdo de espécies reativas. As fontes importantes dessa linha s&o as defesas enzimaticas,

gue como ja citado, incluem a SOD, a GPx, a CAT, dentre outras (Figura 9) (LOBO et 4.,
2010).

Figura 9 - Exemplos de antioxidantes enziméticos e ndo-enzimaticos.
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Fonte: adaptado de Chavarria (2014).

A segunda linha de defesa s&o os antioxidantes que eliminam os radicais ativos para
suprimir o inicio da cadeia e/ou interromper as etapas de propagacdo desta. Eles sdo
hidrofébicos ou lipofilicos. Desta linha, tém-se antioxidantes enzimaticos, enzimas

proteoliticas e peptidases presentes no citoplasma e nas mitocondrias de células de mamiferos.
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Entretanto, destacam-se o0s antioxidantes ndo enzimaticos, que podem ter diferentes
caracteristicas estruturais e atuar de diferentes formas. Carotenoides, minerais, vitaminas,
cofatores, compostos organosulfurados e nitrogenados ndo protei cos e os compostos fendlicos
sd0 exemplos (Figura9) (ALl et a., 2008; LOBO et al., 2010).

Naterceira linha, os sistemas de reparo do DNA constituem fortes sistemas de defesa
contra danos oxidativo (LOBO et d., 2010).

A quarta linha de defesa inclui a funcdo chamada adaptativa, onde ocorre sinalizacéo
direcionada para a producdo de espécies reativas que induzem a formagéo e transporte de
antioxidantes apropriados para a funcéo necessaria (LOBO et a., 2010).

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo moléculas que podem neutralizar as espécies
reativas por meio da captura ou doacdo de elétrons. Eles podem reagir diretamente com as
espécies e destrui-los, enquanto tornam-se espécies que s&o menos reativas, mais duradouras e
menos perigosas do que as espécies que neutralizaram. Eles podem ser neutralizados por
outros antioxidantes ou outros mecanismos em etapas de terminacéo radicalar (LU et al.,
2010).

Dos antioxidantes ndo enziméticos, os antioxidantes derivados de vegetais tém sido
considerados muito eficazes e tém mostrado habilidade em reduzir os efeitos das EROs e
ERNs (ALI et a., 2008). Dentre estes antioxidantes, os compostos fendlicos sdo os mais
abundantes na maioria das dietas (GARAGUSO; NARDINI, 2015; ALI et a 2008). Eles sdo
amplamente distribuidos nas plantas medicinais, especiarias, legumes, frutas, gréos e
sementes, s80 um importante grupo de antioxidantes naturais com possivel's efeitos benéficos
sobre a salide humana (OLIVEIRA et al., 2009; STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2007).
Estudos epidemiol 6gicos sugerem fortemente que o0 consumo alongo prazo de alimentos ricos
em compostos fendlicos oferece protecdo contra o desenvolvimento de cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes, osteoporose e doencas degenerativas (GARAGUSO; NARDINI,
2015).

2.2.2 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos ou polifenois sdo amplamente distribuidos em plantas. Possuem
pelo menos um anel aromaético, substituido por um ou mais grupos hidroxila e suas estruturas
podem variar de uma molécula fendlica simples até a de um polimero complexo de elevada
massa molecular (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Eles sdo associados a

resisténcia das plantas contra agentes patogénicos microbianos e animais herbivoros, tais
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como insetos, e protecdo contra a radiacdo solar. Fendis merecem uma atencdo especial
guando se consideram os amplos beneficios que oferecem as plantas e, consequentemente, a
outros organismos Vvivos. Os efeitos benéficos derivados dos compostos fendlicos tém sido
atribuidos a sua atividade antioxidante. Essa atividade depende da estrutura, em particular do
numero e posi¢des dos grupos hidroxilas e da natureza das substitui¢des nos anéis aroméaticos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; QUIDEAU et a., 2011). A extensdo da
conjugacdo, o numero de grupos hidroxilas, a presenca de grupos metoxi e da funcgéo catecol
s30 as principais caracteristicas que definem sua eficacia antioxidante (CASTELLANO;
TENA; TORRENS, 2012; QUIDEAU et dl., 2011).

Os compostos fendlicos podem ser classificados de diferentes maneiras porque sdo
constituidos por um grande nimero de estruturas heterogéneas que variam de moléculas
simples a compostos altamente polimerizados. Podem ser classificados de acordo com sua
cadeia carbbnica, quanto a sua distribuicdo na natureza, quanto a localizagdo na planta
juntamente com a estrutura quimica destas substancias. As classes de compostos fendlicos de
acordo com sua estrutura séo mostradas no Quadro 3 (LEE; KOO; MIN, 2004; REIS GIADA,
2013; SHAHIDI; HO, 2005).

A caracteristica mais pesguisada dos compostos fendlicos das plantas € a sua
capacidade de capturar EROs, como: O, ~, HO", H,0,, 0, e HOCI, RO’ e ROO". Podem
também atuar como antioxidantes por quelagdo de ions metélicos tais como ions de ferro (11 e
[11) e cobre (I e Il), que estdo envolvidos na conversdo de O, e H,O, em HO', que é
atamente agressivo. Eles também podem bloquear a agdo de algumas enzimas responsaveis
pela geracdo de O, ", como a XO e a proteina quinase (QUIDEAU et a., 2011; WANG;
JONSDOTTIR; OLAFSDOTTIR, 2009).

Além dos compostos fendlicos de ocorréncia natural encontrados nas plantas, também
sS40 utilizados compostos fendlicos sintéticos com fungdo antioxidante. Entretanto, por serem
volateis e facilmente degradados em altas temperaturas, S8 um inconveniente que limita seu
uso como antioxidante na industria alimenticia, estudos demonstraram que antioxidantes
sintéticos como o0 BHT e BHA, podem apresentar riscos a salide quando consumidos de forma
crbnica, tendo efeitos colaterais, sendo potencialmente cancerigenos (ANDREO; JORGE,
2006; BRANEN, 1975; ITO et d., 1983; WANG; JONSDOTTIR; OLAFSDOTTIR, 2009).
Em funcgdo disto, nos dltimos anos, o uso de antioxidantes naturais presentes em alimentos e
outros materiais biolégicos tem atraido um interesse consideréavel devido a sua presumida

seguranca, valor nutricional e terapéutico (ALI et a., 2008).



Quadro 3 - Classes de compostos fendlicos.
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Classe Esqueleto basico Estrutura basica
Fendis simples Cs QOH
Benzoquinonas Cs o:<:>:o
Acidos fendlicos Cs-C1 QCOOH
Acetofenona Cs-Co @—cc}cm

Acidos fenilacéticos Ce-Co QCHQCOCH
Acidos hidroxicinamicos Cs-Cs CH==CHCOOH
Fenilpropenos Ce-C3 CH;CH=——CH,
o) o)
Cumarinas Ce-Cs
o)
Cromonas Ce-Cs @;‘j
0
(0]
Antraquinonas Ce-Co-Cs *
0]
Cs
Flavonoides Ce-C3-Cs

Fonte: Lee; Koo; Min (2004).
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2.2.3 Mecanismos de defesa dos antioxidantes contra radicais ndo biol6gicos, EROs e ERNs

Os antioxidantes sdo oxidados por especies reativas, resultando em uma forma mais
estavel, menos reativa. Em compostos fendlicos, a atividade antioxidante acontece pela
formacao de radical no grupo fenol e este radical fendlico é estabilizado pela deslocalizacdo
do elétron por ressonancia dentro do anel aromatico (Figura 10) (BREWER, 2011; LEE;
KOO; MIN, 2004; NIJVELDT et al., 2001). O potencial de eliminacéo de espécies reativas de
compostos fendlicos parece depender principalmente do padréo (nimero e localizacdo) de
grupos -OH livres no esgueleto, pois compostos com mudltiplos grupos hidroxilas sdo
antioxidantes mais eficazes do que aqueles com apenas um (BREWER, 2011).

Figura 10 - Estabilizacdo de ressonancia de radicais antioxidantes fendlicos.
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Fonte: Lee; Koo; Min (2004).

Especificamente, para o radical DPPH’, espécie reativa ndo biolégica mais
utilizada em métodos de capacidade antioxidante, € apresentado alguns tipos de
mecanismos de acdo. Em geral, a reducdo da concentracdo de DPPH" é relacionada ao
numero de grupos hidroxila disponiveis na molécula, em compostos que reagem muito
rapidamente. No entanto, para muitos compostos testados, 0 mecanismo € mais
complexo, como para o BHT e BHA, cuja estequiometria reacional € de duas ou mais

moléculas de DPPH"/mol do composto, apesar de possuirem apenas um grupo hidroxila.
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Grupos substituintes podem ser reativos, como cadeias laterais em anéis arométicos,
como exemplificado, na Figura 11, o eugenol, com abstracéo de hidrogénio em posi¢oes
benzilicas. Apos a doacéo de hidrogénio radicalar, a partir de uma hidroxila fendlica, ha
ressonancia e vérias possibilidades reacionais, incluindo etapas de propagacédo e
terminacdo, tipicas de radicais, o que explica as diferencas entre as eficiéncias
sequestrantes de diferentes compostos fendlicos. Entre as reacdes possiveis, ha
participacéo de grupo alquila em para- no anel aromatico, como mostrado na equacgéao 1
da Figura 11. Outra possibilidade, para fendis ndo substituidos em para- e orto-, envolve
dimerizag@o entre dois radicais fenoxila, e apos a dimerizagdo e tautomerismo, dois
grupos hidroxila seriam regenerados e poderiam novamente interagir com o DPPH",
conforme mostrado na Figura 11, reagdo 2. Adicionamente, mais uma molécula de
DPPH’ pode reagir com um radical arila do fenol como indicado na equacdo 3 da Figura
11, com regeneracdo do fenol, ativo frente ao DPPH’. As reacGes 2 e 3 aplicam-se a
moléculas que tenham substituintes na posi¢cdo orto- ou para-. A quimica radicalar é
complexa e, de modo geral, d4 origem a mdultiplos produtos (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995), o que € um obstaculo para o uso do presente método para

comparacao de substancias com estruturas e reatividades diferentes.



Figura 11 - Possibilidades reacionais do DPPH" com composto fenélico (eugenol):
reacdo 1, reatividade de cadeias laterais alquilicas (posicdo benzilica); reacdo 2,
dimerizagcdo com regeneracdo de fendis; reacdo 3, formacéo de ligacdo covalente N-C,
entre os dois radicais.
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Fonte: Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995).

Ressdta-se que a posicdo do segundo e terceiro grupos hidroxila € importante. Os
compostos cujo segundo grupo hidroxila esta na posicdo orto- ou para- tém uma atividade
mais elevada do que quando em meta-. A eficiéncia dos difendis orto- e para- é em parte
devida a estabilizacdo do radical ariloxila por ligacdo de hidrogénio ou por regeneracéo de
outro difenol como indicado na Figura 12, assim como substituicdo orto-metoxi, que também
estabiliza o radical ariloxila pela doacdo de elétrons e, portanto, aumenta a eficiéncia
antioxidante e anti-radicalar. Por outro lado, a presenca de um grupo eletroatraente (CHO ou
COOQOH) ou, como no caso do fenol, a auséncia de qualquer grupo eletrodoador, produz uma
fraca ressonancia no anel aromético do radical fenoxila e reduz consideravelmente a
eficiénciaanti-radicalar (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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Figura 12 - Mecanismo de regeneracao de um orto-difenol.
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Fonte: Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995).

Ainda sobre o radical DPPH’, apesar de ndo possuir um and fendlico, o &cido
ascorbico é um dos compostos antioxidantes mais estudados e muitas vezes utilizado como
substancia para se comparar atividade antioxidante; sua atividade frente a esse radical indicaa
capacidade de reagir com duas moléculas de DPPH’ como mostrado na Figura 13, pela

presenca de duas hidroxilas endlicas (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Figura 13 - Mecanismo antioxidante do acido ascérbico com o DPPH".
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Fonte: Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995).

Em relacdo a atividade antioxidante contra EROs, como um bom exemplo, temos a
quercetina, um dos compostos fendlicos mais conhecidos, seu mecanismo de acdo
antioxidante pode ser visto na Figura 14, ela age contrao O,"~ pela doacédo de hidrogénio e
formacdo do radical fendlico. As antocianinas, também sdo potenciais antioxidantes pela

atividade de eliminacéo de espécies reativas por doacdo de hidrogénio das hidroxilas no anel
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fendlico, aém de ter eficacia na inibicdo da oxidac&o lipidica por sua atividade quelante de
ions metdlicos (Figura 15). A atividade antioxidante de derivados hidroxicindmicos est4
claramente correlacionada com os padrdes de hidroxilacéo e metilagdo do anel aromético,
sendo a remocgdo de espécies reativas semelhante a dos flavonoides, como a quercetina, por
doacdo do hidrogénio hidroxila e estabilizagdo por ressonancia, assim como permitem a
quelacdo de ions metdlicos (NIMSE; PAL, 2015).

Figura 14 - Mecanismo da atividade de eliminagdo do radical anion superoxido (O, ")

pela quercetina.

Fonte: Nimse; Pal (2015).

Figura 15 - Atividade quelante de fons metélicos (Cu®*) de antocianina.

Fonte: Nimse; Pal (2015).

Além do ane fendlico, podem existir outras estruturas que podem apresentar
capacidade de neutralizar/eliminar as espécies reativas. O licopeno, por exemplo, € um
carotenoide com elevado numero de ligacbes duplas conjugadas o que lhe confere a

capacidade de extincdo de 'O,, por exemplo, o B-caroteno. LigagBes duplas desempenham
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também um papel importante na neutralizagdo de especies reativas (LEE; KOO; MIN, 2004;
NIMSE; PAL, 2015).

O mecanismo da acdo antioxidante de compostos fendlicos para as ERNs parece estar
relacionado aos mesmos grupos envolvidos nos mecanismos antioxidantes contra as EROSs,
como sua capacidade de doacéo de hidrogénio e propriedades quelantes de metais (OLMOS,
GINER; MANEZ, 2007).

Sadowska-Bartosz; Adamczyk; Bartosz (2014) estudaram a agdo antioxidante contra o
ONOQO' de varios compostos fendlicos, e os resultados encontrados indicaram que a agdo em
diferentes sistemas de andlise relacionava-se a presenca de hidroxila fendlica. Em particular,
os flavonoides podem proteger contra a acdo do ONOO™ de duas maneiras. pela remocao
direta de ONOO €e/ou dos produtos da sua decomposicéo, ou pela reagdo com produtos
intermedi&rios de reagdes de ONOO™ com estruturas alvo, reparando danos iniciais.

Além disso, relata-se que flavonoides também capturam os precursores de ONOO',
‘NO e O,"", e podem bloguear a nitragcdo de uma grande variedade de moléculas-alvo do
ONOQO', de duas maneiras, pela sua propria nitracdo ou por uma reacdo de oxidagdo com a
consequente formag&o de uma quinona (OLMOS; GINER; MANEZ, 2007).

Uma das hipdteses importantes a se destacar na agdo antioxidante de compostos deve-
se a competicao dos compostos diante da espécie reativa. Compostos que tenham similaridade
estrutural com as moléculas alvos das espécies reativas podem competir e reagir, impedindo o
atague dessas especies. Por exemplo, Sadowska-Bartosz; Adamczyk; Bartosz (2014)
sugeriram que a capacidade de isoflavonas reagirem com o ONOO™ é condicionada a sua

semelhanga com atirosina, molécula avo de nitragdo pelo ONOO".

2.3 Métodos de ensaio de atividade antioxidante

A fim de identificar compostos de ocorréncia natural que apresentem potencial
antioxidante e viabilidade de utilizagdo in vivo para a prevencao e/ou tratamento de doengas
relacionadas a0 estresse oxidativo, ensaios antioxidantes podem ser realizados por métodos
quimicos, modelosin vitro ein vivo (AMORATI; VALGIMIGLI, 2015).

Estudos em modelos animais fornecem informagbes importantes sobre a
biodisponibilidade, metabolismo e problemas de toxicidade dos antioxidantes, indicando
potenciais aplicagdes clinicas destas substancias. No entanto, esses ensaios, assim como

trabalhos com seres humanos sdo caros e ndo sdo adequados para a triagem inicia de
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compostos com potencial antioxidante. Assim, modelos de cultura de células sdo utilizados
para triagem antioxidante inicial, porém, os sistemas celulares sGo muito complicados e
muitos fatores podem afetar os resultados em comparagdo com os sistemas sem células (LU et
a., 2010).

Dessa forma, muitos sistemas quimicos e sem células oferecem vantagens Unicas para
delinear os mecanismos quimicos e moleculares de agdo de novos antioxidantes (LU et al.,
2010). Esses estudos visam a pesqguisa rapida de um grande numero de moléculas, ou o teste
de extratos naturais com uma composi¢éo complexa ou desconhecida, mas, que sejam dotados
de algum potencial antioxidante (AMORATI; VALGIMIGLI, 2015).

Existe um grande nimero de ensaios de capacidade antioxidante, com alguns
requisitos principais, como: utilizacdo de moléculas bioldgicas relevantes; tecnicamente
simples;, parametros e mecanismos quimicos definidos, instrumentacdo prontamente
disponivel; repetibilidade e reprodutibilidade adequadas, adaptavel para ensaio de
antioxidantes tanto hidrofilicos como lipofilicos;, e que sga adaptavel a andlise de ato
rendimento (MAGALHAES et d., 2008).

Os métodos antioxidantes baseiam-se em varios mecanismos de acdo: inibicdo da
capacidade de geracdo; eliminacdo de EROSERNS, reducdo da capacidade oxidante,
capacidade de quelagdo de metais; verificagdo da atividade de enzimas antioxidantes e
inibicdo de enzimas oxidativas. Os métodos quimicos baseiam-se essenciamente nos dois
primeiros mecanismos, e basicamente, utilizam radicais ndo biologicos que sdo moléculas
estaveis, em procedimentos simples, rdpidos, sensivels e reprodutivels, e outros ensaios
utilizam espécies reativas de ocorréncia biologica, em sistemas livres de células, e sdo
frequentemente considerados por investigadores, antes de estudos adicionais em linhagens
celulares e/ou modelos animais (LU et al., 2010; MAGALHAES et al., 2008).

Em resumo, os métodos quimicos se baseiam, principalmente, em dois principios. Na
Figura 16a, observa-se 0 esquema competitivo, onde é adicionada a espécie reativa, 0
antioxidante e uma molécula avo, também conhecida como sonda que permite uma mudanca
de sinal, como alteracdo de cor, diminuicdo ou aumento de fluorescéncia ou outras mudancas
possivels de leitura em equipamento adequado. No esquema ndo competitivo (Figura 16b),

ndo ha molécula alvo, e amudanca de sinal geramente é relacionada a espécie redtiva.



49

Figura 16 - Representacdo esquemédtica de abordagens competitivas (a) e néo
competitivas (b) para a determinag&o in vitro da capacidade antioxidante.
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Fonte: Magalhées et al. (2008).

2.3.1 Ensaios de capacidade de eliminacdo contra radicais ndo biol dgicos estaveis e avaliacdo
da capacidade total de reducéo

Dos ensaios de capacidade de eliminacdo de radicais ndo bioldgicos e avaliacdo da
capacidade total de reducdo, destacam-se a capacidade de reducdo de Folin-Ciocalteu, o
sequestro do radical livre estavel DPPH", TEAC (do inglés Trolox equivalent antioxidant
capacity), ensaio do FRAP (do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power) e capacidade de
reducdo total estimada por métodos el etroquimicos, entre outros.

Apesar da natureza quimica indefinida do reagente de Folin-Ciocalteu, uma mistura de
fosfomolibdatos e fosfotungstatos, o ensaio de contetido total de fendis (CTF) € conveniente,
simples e reprodutivel. Vérias publicactes aplicam o ensaio CTF e ensaios de capacidade
antioxidante pelos métodos citados, e mostram excelentes correlacbes lineares entre o
"contelido total de fendis" e a "atividade antioxidante'. A fundamentacdo quimica do ensaio
CTF basgla-se na transferéncia de el étrons em meio acalino de compostos fendlicos e outras
espécies redutoras para sais de molibdénio, formando complexos azuis que podem ser
monitorados espectrofotometricamente em 750-765 nm (KARADAG; OZCELIK; SANER,
2009). Entretanto, o reagente de Folin-Ciocalteu ndo s6 mede fendis, pois reage com qual quer
outra substancia redutora. Portanto, 0 mais adequado é indicar que o méodo mede a
capacidade total de reducdo de uma amostra, ndo apenas compostos fendlicos. Este reagente
faz parte do ensaio de proteina e aguns outros compostos contendo nitrogénio, como
hidroxilamina e guanidina, aém de ser reativo com tidis, muitas vitaminas, guanina, os trioses
glicerddeido e di-hidroxiacetona, e aguns ions inorganicos (EVERETTE et a., 2010;
IKAWA et d., 2003).

O ensaio do DPPH" tem sido amplamente utilizado para avdiar a eficécia de

eliminacdo de radicais livres de vérias substancias antioxidantes. O DPPH’ é um radical livre
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estavel que pode aceitar um elétron ou hidrogénio para se tornar uma mol écula diamagnética
estavel. Devido a0 seu elétron desemparelhado, a solucdo metandlica de DPPH' apresenta
uma forte banda de absor¢do em torno de 516 nm. No ensaio de DPPH’, os antioxidantes séo
capazes de doar um aomo de hidrogénio para reduzir o radica estavel DPPH" para 2,2-
difenil-1-picril-hidrazina ndo-radicalar de coloracdo amarela (DPPH-H) (Figura 17). A
solugdo muda de cor com o aumento da concentragéo de antioxidante e reducéo do radical
DPPH' a partir do antioxidante, entdo a capacidade antioxidante pode ser monitorada
espectrofotometricamente pela diminuicio da absorvancia, a 516 nm (LU et al., 2010;
NIMSE; PAL, 2015).

As principais vantagens do ensaio DPPH" sdo ser tecnicamente simples e rpido e
necessita apenas de um espectrofotometro UV-Vis, adém de utilizar um radica
comercialmente disponivel e ndo tem de ser gerado antes do procedimento, sendo um ensaio
importante para ser utilizado na triagem antioxidante (KARADAG; OZCELIK; SANER,
2009).

Figura 17 - ReagGes com DPPH".
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Fonte: Scotti et al. (2007).

O ensaio de TEAC estima a capacidade do antioxidante em eliminar o radical cation
croméforo ABTS™  (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazoling)-6-sulfonico), que tem sua
absorvancia reduzida a medida que reage com os antioxidantes, O ABTS ™™ apresenta bandas
de absorvancia nos comprimentos de onda de 414, 645, 734 e 815 nm, mas 734 nm € 0
comprimento de onda ideal para andlise, por minimizar a influéncia da turbidez e de
interferentes da amostra. A atividade antioxidante € medida pelo grau de eliminacdo do

ABTS'", que é determinado em funcdo da concentracio dos antioxidantes em tempos de
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reacao fixos pré-determinados ou em ensaio cinético (CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011;
KARADAG,; OZCELIK; SANER, 2009).

A capacidade antioxidante por meio do método de FRAP envolve transferéncia de
elérons. O método baseia-se na medida direta da habilidade dos antioxidantes, em meio acido
(pH = 3,6), em reduzir o complexo férrico-tripiridiltriazina [Fe (111) (TPTZ),]**, formando o
complexo ferroso-tripiridiltriazina[Fe (11) (TPTZ)2]?*, que possui uma coloraggo azul intensa,
causando um aumento na absorvancia a 595 nm (Figura 18) (PEREZ-JMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2006; PRIOR, 2015).

Figura 18 - Reduc&o do complexo [Fe (111) (TPTZ),]** a[Fe (1) (TPTZ),]*".
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Fonte: Kesi¢; Ibrisimovi¢-Mehmedinovi¢; Sestan (2015).

Os métodos eletroquimicos permitem estimar a capacidade de reducéo total, uma vez
gue o potencia de oxidagdo tem relacdo conceitual com a capacidade antioxidante. Por este
método € possivel aém de redizar a caracterizac8o eletroquimica, obter correlacfes entre os
aspectos estruturais e 0 mecanismo de atividade antioxidante de substancias puras. Os
mecanismos de oxido-reducéo podem revelar aspectos tais como, avaliagdo do efeito de
substituintes e da conjugacdo de duplas, pelos valores no deslocamento de potenciais redox,
efeitos da participacdo do préton ou dependéncia do pH, efeito de solvente, nUmero de
elétrons ou etapas envolvidas (ALVES et a., 2010).

Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas em métodos eletroquimicos. As
técnicas voltamétricas podem correlacionar potenciais de oxidacdo, intensidade de corrente
e/ou outros parametros e etroquimicos com a capacidade antioxidante, e assim se mostrar
mais seletivas e sensivels que muitos métodos espectrométricos. As técnicas coulométricas
basei am-se na medida da quantidade de el etricidade ou carga requerida para oxidar ou reduzir
um analito alvo, assim, fundamenta-se no principio da proporcionalidade entre nimero de

elétrons que fluem pelo eetrodo e a quantidade em moles de substancia el etroativa envolvida
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na reacdo eletroquimica. No uso da eletrdlise em fluxo continuo, observaram-se boas
correlagcbes entre intensidade de corrente e atividade antioxidante de diversas espécies
eletroativas naturais, e sua aplicacdo a compostos polifendlicos permite ainda relacionar os
valores de nimero de elétrons ou de corrente ao nimero de grupos hidroxila presentes. Uma
das técnicas mais utilizadas € a voltametria ciclica (VC), onde a capacidade de reducéo de
uma amostra € analisada a partir de trés parametros obtidos através dos tragados de VC: o
potencial de oxidacdo (que reflete a capacidade de reducdo especifica), a intensidade da
corrente anodica, a area sob a onda anodica, onde os dois ultimos itens estéo relacionados
com a concentragdo das espécies redutoras presentes na amostra. Assim, atécnicaVC permite
rastreio rapido do perfil eletroquimico das amostras, além de possibilitar a andlise em meio
aquoso, bem como em solventes organicos. Além das anteriores, varias outras técnicas
baseadas em métodos eletroquimicos vém sendo utilizadas, destacando métodos baseados na
protecdo & oxidacao de bases de DNA e aqueles baseados na capacidade de reducéo do Fe* e
Ce*" (ALVESet a., 2010; MAGALHAES et a., 2008).

Em resumo, ensaios com radicais livres de ocorréncia ndo biologica sdo
frequentemente utilizados e sdo importantes para indicar, em primeira instancia, a atividade
antioxidante de compostos e extratos. Porém apesar de serem métodos extremamente Uteis na
triagem de extratos ou compostos com potencial antioxidante, prevé-se que nem todos os
métodos tém a mesma solidez, com pequena possibilidade de prever um efeito bioldgico in
vivo. Apresentam limitacOes e interferéncias, como acessibilidade estérica, nUmero de grupos
hidroxilas disponiveis, complexidade dos seus mecanismos, substancias interferentes, baixa
reprodutibilidade, etc., comprometendo suas correlacbes com a habilidade dos compostos em
inibir a deterioragdo oxidativa in vivo, e como consequéncia, muitas vezes produzem
resultados inconsistentes ou contraditérios, prejudicando claramente a sua utilidade e
pesquisas futuras enganosas (ALVES et a., 2010; AMORATI; VALGIMIGLI, 2015).

Para uma avaliagdo mais fidedigna da capacidade antioxidante de uma determinada
substancia, € necessario saber quais radicais sdo gerados, como, onde e qual a extensdo do
dano causado, ou segja, métodos que sob as configuracdes apropriadas, levariam ainformaces
mais relevantes e Uteis, do ponto de vista biologico (ALVES et a., 2010; AMORATI;
VALGIMIGLI, 2015).

Assim, para uma avaliagdo mais confidvel desta atividade em sistemas biol gicos,
devem ser utilizados modelos que mimetizem as mesmas condigdes quimicas, fisicas e
ambientais esperadas. Técnicas que utilizam as EROs e ERNs em ensaios quimicos s80 mais

confiavels, pois essas espécies sdo produzidas no organismo e estdo envolvidas de forma



53

direta ou indireta em diversas patologias (ALVES et d., 2010; AMORATI; VALGIMIGLI,
2015).

2.3.2 Métodos com espécies reativas biologicamente importantes

Os ensaios quimicos com espécies reativas encontradas no ambiente bioldgico
utilizam as principais moléculas de EROs e ERNs. As EROs e as ERNs geralmente ndo
apresentam sinal detectavel por técnicas simples, entdo em geral o0s ensaios utilizam
moléculas, chamadas sondas, que interagem com as espécies e que promovem mudanga de
um sinal que pode ser detectado, como mudanca de absor¢éo em determinado comprimento
de onda, aumento ou diminuicéo nafluorescéncia, sinal de luminescéncia, entre outros.

Nos métodos de capacidade de eliminacdo de EROs destacam-se 0s ensaios de
eliminagdo de O,"", H,0,, HO", HOCI, '0,, ROO" e, das ERNs, ensaios para ONOO™ e *NO.
Existem alguns métodos propostos para o O, . Em gera, detectase o aumento da
absorvancia, ou compostos formados ou sina de quimiluminescéncia (MAGALHAES et 4.,
2008). Um dos métodos mais utilizados € baseado em uma reacdo ndo enzimatica do
metassulfato de fenazina (PMS) na presenca de NADH para geracdo do O, que reduz o
cloreto de tetrazolio-nitroazul (NBT) a diformazan. Compostos antioxidantes competem com
NBT por O, e dessa forma diminuem a taxa de reacdo, que €& monitorada,
espectrofotometricamente, em 560 nm (Figura 19) (MAGALHAES et d., 2008; NIMSE;
PAL, 2015).
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Figura 19 - Esquema da reducdo do cloreto de tetrazdlio-nitroazul (NBT) a diformazan
induzido por O .
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Fonte: Nimse; Pal (2015).

Os métodos propostos para ensaio de eiminacdo de H,O, também utilizam
espectrofotometria e fluorescéncia, mas a maioria dos métodos utiliza quimiluminescéncia. A
espectroscopia de luminescéncia envolve véarios tipos de fendmenos Opticos, 0s mais
difundidos referem-se a fluorescéncia molecular, a fosforescéncia e a quimiluminescéncia. A
quimiluminescéncia esta baseada na emisséo de luz de uma espécie excitada que é gerada no
curso de uma reagdo quimica, € caracterizada por sua ata sensibilidade, ampla faixa linear de
resposta, auséncia de efeitos de espahamento e simplicidade de instrumentacdo, porém,
somente certas classes de substancias exibem luminescéncia nativa. Isto limita o uso dos
métodos luminescentes quando comparados a outros métodos analiticos (BECHARA,;
VIVIANI, 2015; MAGALHAES et al., 2008; SOTOMAYOR &t al., 2008).

Um dos exemplos do método utilizado para deteccéo de acdo de antioxidantes para a
elimnagdo de H,O, estd esguematizado na Figura 20, em que ocorre a reagdo
quimiluminescente para a lucigenina na presenca de H,O,, ocorrendo a formacéo de um
intermediario (dioxetano) produzindo duas moléculas de N-metil-acridona com emissdo de
luz (SOTOMAYOR et al., 2008).
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Figura 20 - Reagdo quimiluminescente para a lucigenina na presenca de H,0,.
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Fonte: Sotomayor et al. (2008).

Em relacdo a0 HO', a avaliagdo da remocdo direta pode ser irrelevante para a
avaliagdo da agdo antioxidante de um composto ou extrato; a alta reatividade desse radical
implica em que moléculas em sistemas biolégicos podem ser consideradas como
sequestradoras de HO'. Assim, esta tarefa ndo é realizada por qual quer mol écul a especifica ou
enzima, simplesmente porque sd0 necessarias concentracbes muito elevadas de eliminador
para competir com moléculas adjacentes, in vivo. Por estas raz0es, € mais relevante e Util
quantificar a capacidade antioxidante sequestrante ou bloqueadora da formagdo de
precursores dessa espécie (MAGALHAES et al., 2008).

Para as espécies HOCI, 10, e ONOO", a fluorescéncia apresenta resultados confiaveis.
Absorvancia e luminescéncia também sdo utilizadas em alguns métodos para deteccdo de
capacidade eliminadora desses radicais, entretanto as sensibilidades e seletividades das sondas
fluorescentes sGo mais elevadas do que as das sondas de absorvancia, e a sensibilidade do
método de luminescéncia €, muitas vezes, insuficiente para fornecer informagdo quantitativa,
mesmo em meio aquoso (COSTA et al., 2007). Das sondas fluorescentes, a di-hidrorodamina
123 (DHR) se destaca. A DHR néo fluorescente € oxidada pelas espécies reativas a rodamina
123, fluorescente. Na presenca de compostos eliminadores das espécies reativas, aintensidade
da fluorescéncia é inferior & do controle e a percentagem de inibi¢do da oxidagéo de DHR é
avaliada (Figura 21) (MAGALHAES et al., 2008).
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Figura 21 - Esquema da oxida¢édo da di-hidrorodamina 123 (DHR) a rodamina 123.
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Fonte: Costa et al. (2007).

O HOCI e 0 ONOO™ so sintetizados mais facilmente que o *O,, antes do ensaio. A
obtencdo de HOCI é realizada imediatamente antes do ensaio, gustando o pH para 6,2 com
acido sulfarico (H2SO,4), em uma solugdo de hipoclorito de sodio (NaOCl). O ONOO™ é
sintetizado previamente pela mistura de uma solucdo de H,O, acidificada com &cido
cloridrico (HCl), com nitrito de sddio (NaNO,) (GOMES et d., 2007).

A geracdo do 'O, é feita no momento do ensaio pela decomposicéo térmica de um
composto especifico, o 3,3’-(1,4-naftaleno)bispropionato de sddio (NDPO,). A decomposicéo
produz o acido 3,3'-(1,4-naftaleno) bispropiénico (NDP) e O,, ndo reativo, e a espécie
desejada 0 10,, que promovera a oxidagdo da DHR (Figura 22) (GOMES et al., 2007).

Figura 22 - Esguema da decomposicdo térmica do endoperéxido NDPO,, soluvel em

dgua, produzindo o NDP, oxigénio molecular (O,) e oxigénio singlete (*0,).
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Fonte: Costa et al. (2007).
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Para a deteccdo de "NO, a maioria dos métodos se concentra em metabdlitos do “NO,
como nitrito e nitrato ou S-nitrosotiol ou nitrosaminas. Mas, 0 "NO pode ser detectado com
alta sensibilidade e especificidade por quimioluminescéncia, pela qual o *"NO interage com o
0zOnio, mas requer equipamento analitico especia. Entéo, sondas fluorescentes passaram a
ser utilizadas. Dentre elas, a 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2) tem sido mais amplamente
utilizada. A fracgdo diaminoarilo forma um triazol com intensa fluorescéncia, apos nitrosagdo
a triazol fluoresceina (DAF-2T), um produto fluorescente verde intenso (Figura 23). A
capacidade de eliminagéo de "NO é determinada pela capacidade de compostos em prevenir a
nitrosacdo de DAF-2 induzida por "NO. A utilizacdo da DAF-2 para deteccdo de "NO tem
muitas vantagens, incluindo um aumento elevado no rendimento de fluorescéncia,
promovendo um baixo limite de deteccdo (MAGALHAES et al., 2008; UHLENHUT;
HOGGER, 2012).

Figura 23 - Esquema da oxidagédo da 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2) e seu produto de

reacao triazol fluoresceina (DAF-2T).
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Fonte: Uhlenhut; Hogger (2012).

Os métodos para eliminacdo do ROO™ utilizam-se de vérias técnicas, absorvancia,
fluorescéncia, quimiluminescéncia e deteccéo de substancias, por exemplo por cromatografia
gasosa. O método mais utilizado para tal espécie € o chamado ORAC (do inglés Oxygen
Radical Absorbance Capacity), que consiste no decaimento da fluorescéncia ao longo do
tempo, devido a oxidacdo de uma sonda ser retardada ou inibida por antioxidantes. As sondas
utilizadas nessa andlise sé@o 0 complexo proteina-pigmento vermelho B-ficoeritrina (3-PE), o
BODIPY 581/591 e afluoresceina (LU et al., 2010; MAGALHAES et d., 2008).
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Observa-se, entdo, uma gama de méodos quimicos que podem indicar potencial
antioxidante de compostos e extratos, esclarecer sobre seus mecanismos de acéo e indicar a
utilizacdo dos mesmos in vivo de forma mais segura e pontual diante do estresse

oxidativo/nitrosativo/carbonilico.
2.4 Curcuma longa

Dentre as plantas com potencial efeito bioldgico relacionado aos seus constituintes
guimicos, destaca-se a Curcuma longa Linn. A C. longa € erva pertencente a classe Liliopsida
e familia Zingiberaceae, cultivada principalmente em regides tropicais e subtropicais,
amplamente distribuida nos trépicos da Asia, Africa e Austrdia, sendo a india, seu maior
produtor, consumidor e exportador. Seu crescimento requer um clima quente e Umido, com
temperaturas entre 20 e 30 °C e grandes quantidades de &gua (ARYA et d., 2015; KRUP;
PRAKASH L; A, 2013; PRIYADARSINI, 2014; TRUJILLO et a., 2013; USDA, 2016). Seu
nome em latim Curcuma, € derivado da palavra arabe, Kourkoum, o nome original para o
acafréo, assm conhecido popularmente e também no Brasil como acafréo-da-terra (ARY A et
a., 2015; TRUJILLO et d., 2013).

Ha descricdo de estudos com as vérias partes da planta: folha, flores e rizoma (Figura
24). Entretanto, a parte do vegetal mais utilizada é o rizoma (Figura 24a), que pode ser
consumido fresco ou seco. Para fins de conservagao, esse rizoma é descascado, desidratado e
moido, gerando um po de coloracdo dourada (Figura 24b), utilizado como tempero, agente de
coloracéo e importante ingrediente na medicina tradicional, desde o tempo antigo, em paises
do sul da Asia e do Oriente Médio (KUMAR et a., 2016; NAMRATHA et a., 2013;
SUETH-SANTIAGO et d., 2015).

Figura 24 - Raiz de C. longa (a); p6 seco e moido extraido de rizoma de C. longa (b);
flor de C. longa (c).

acafrZ0; Sueth-Santiago et al. (2015).

Fonte: imagens cedi das pela Cooper
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C. longa pode ser usada de forma isolada ou em combinacdo com outros temperos
como O curry; o po de curry € uma mistura de especiarias que contém basicamente gengibre,
pimenta dedo-de-moca, pimenta vermelha, canela em rama, cominho, pimenta-do-reino,
cardamomo, cravo, erva-doce, coentro em graos e acafréo, sendo o acafrdo adicionado em
torno de 20-30% em relag@o ao peso total do curry. Os ingredientes utilizados sdo torrados,
moidos e usados em dosagens diferentes para preparar o curry. Além desses, outros
ingredientes podem ser incluidos de acordo com as preferéncias, como aforva, pimenta-de-
caiena, cominhos finos, noz-moscada, pimenta-da-jamaica, pimentdo e aecrim, entre outros.
Por isso, a composi¢éo pode depender de cada regido/produtor, porém, aformula base onde o
acafr@do € um dos principais ingredientes, sempre é mantida (BALIGA et a., 2012,
NAMRATHA et a., 2013).

O uso do agafréo na india como um remédio popular continua até os dias atuais. Uma
pasta de agafréo indicada pelo sistema médico indiano antigo, o Ayurvedic, € usada para tratar
infecgbes oculares comuns, cobrir feridas, tratar mordidas, queimaduras, acne e outras
doencas de pele. Mulheres recebem um ténico contendo pasta de acafréo fresco para beber
ap0s 0 parto e o cataplasma de acafrdo também € aplicado ao perineo para gudar na
cicatrizagdo de quaisquer laceragdes do canal, devido ao parto. Ainda € utilizado para curar
tosse e infecgOes respiratorias, doengas dentérias, disturbios digestivos, como dispepsia e
acidez, indigestéo, flatuléncia e Ulceras; 0 agafrdo assado € um ingrediente usado como um
antidiarreico para criangas, aém de aliviar os efeitos alucinatérios do haxixe e outras drogas
psicotropicas (HATCHER et a., 2008).

2.4.1 Composic¢ao da Curcuma longa

A C. longa contém 60-70% de carboidratos, 8-8,6% de proteina, 5-10% de gordura, 2-
7% de fibra e até 5% de 6leos essenciais (turmerona, atlantona, e zingiberona) e resinas, além
de uma variedade de fitoquimicos, incluindo curcuminoides, como a curcumina,
desmetoxicurcumina, bisdesmetoxicurcumina, zingibereno, curcumenol, curcumol, tetra-
hidrocurcumina, trietilcurcumina, turmerina, turmeronas e turmeronois (BALIGA et al., 2012;
JURENKA, 2009; NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI, 2013; TRUJILLO et d., 2013).
A cor amarela brilhante do acafr@o € principdmente associada a curcumina,
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina, pigmentos polifendlicos lipossolUveis
(AKRAM et a., 2010). Em geral, o conteido de curcuminoides é de 3-5% (50-70%

curcuming), mas pode variar entre 2 e 9%, dependendo das condi¢bes geograficas. A
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composicdo de curcuminoides é de aproximadamente 70% de curcumina, 17%
desmetoxicurcumina, 3% de bisdesmetoxicurcumina e o0 resto (10%) € chamado
ciclocurcumina, recentemente descoberta (Figura 25). No entanto, o Ultimo composto tem

sido associado com baixa ou nenhuma atividade biol6gica (STANIC, 2017; TRUJILLO et 4.,
2013).

Figura 25 - Estruturas quimicas de fitoquimicos presentes em maior abundancia em C.

longa.
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Fonte: adaptado de Esatbeyoglu et al. (2012); Sueth-Santiago et d. (2015).

Existem controvérsias sobre a atividade biolégica dos curcuminoides, pois poucos
estudos atribuem atividade biolégica a desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina
(NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI, 2013). Grande parte dos estudos realizados
indica que o componente mais ativo entre os curcuminoides da C. longa € a curcumina (1,7-
bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona), sendo este o foco exclusivo em
muitos estudos relacionados ao combate do estresse oxidativo (KUMAR et d., 2016). Elafoi
isolada pela primeira vez por Vogel em 1815 e sua estrutura foi definida por Milobedzka e
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Lampe em 1910; quando isolada, apresenta-se como um po cristalino cor de laranja-amarelo
praticamente insolivel em agua (SUETH-SANTIAGO et d., 2015; TRUJILLO et al., 2013).

2.4.2 A guimicade curcuminoides
A curcumina possui trés grupos funcionais. uma porcdo -dicetona (A), dois grupos
fendlicos (B) e duas ligacbes duplas conjugadas (C) (Figura 26) (HATCHER et al., 2008;

NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI, 2013).

Figura 26 - Grupos funcionais na curcumina (A) [-dicetona ou seu tautébmero ceto-enol;
(B) fenal; (C) ligacdo dupla conjugada.
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Fonte: adaptado de Hatcher et al. (2008); Sueth-Santiago et al. (2015).

Existe equilibrio ceto-endlico na porcéo B-dicetona (Figura 27A). Em geral, em meio
aguoso, a curcumina permanece nas formas ceto e enol e normamente se convertem naforma
enol em outros solventes tanto protico quanto aprético. Em faixas de pH entre 3 e 7, 0
equilibrio ceto-endlico desloca-se, preferencialmente, para o sentido enol, pela presenca de
uma ligagdo de hidrogénio intramolecular e de uma maior planaridade da molécula
Entretanto, a curcumina na forma ceto (mesmo em baixa concentracéo, quando comparada ao
enol) possui um metileno bastante deficiente de el étrons em fungdo da vizinhanca eletrofilica,
0 que a torna um o6timo doador de hidrogénio (KIM et al., 2013; MONDAL; GHOSH,;
MOULIK, 2016; STANIC, 2017; SUETH-SANTIAGO et al., 2015). Essa capacidade
doadora de hidrogénio pelo metileno foi indicada ser 0 mecanismo mais provavel para as

propriedades antioxidantes da curcumina. Além disso, os dois grupos metoxi e os dois grupos
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hidroxila aromaticos podem desempenhar um papd essencial em atividades bioldgicas
atribuidas a curcumina (SUETH-SANTIAGO et d., 2015; TRUJILLO et a., 2013).

Figura 27 - Equilibrio ceto-endlico da curcumina (A) e reacbes de transferéncia de

protons, com respectivos valores de pKa (B).
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Fonte: adaptado de Priyadarsini (2009); Sueth-Santiago et a. (2015).

A curcumina apresenta absor¢cao em um amplo espectro naregido UV-visivel de 300 a
500 nm, devido a presenca de grupos fendlicos, e é fortemente influenciada pelo solvente. Em
solvente organico, observa-se, geramente, uma banda larga com méximo de absorvancia em
~ 425 nm. Numa geometria planar, a enolizacdo permite a conjugacdo entre os sistemas de
elétrons 1t dos dois croméforos feruloila, através do &omo de carbono hibridado sp? central,
resultando na absor¢do de luz no visivel, sendo visualizada a cor amarela. A excitagéo
eletronica da transicdo m — 1* € responsavel pela banda de absor¢édo na faixa visivel, e ndo
umatransicdo n - m*. O primeiro estado excitado da curcumina € atamente polar devido a
transferéncia de carga intramolecular a partir do anel fenila para a porcéo carbonila (KIM et
a., 2013; VAN NONG et a., 2016).

Sobre a fluorescéncia, Van Nong et a. (2016) indicaram que ao excitar no
comprimento de onda de 425 nm, espectros de extratos de curcuminoides apresentaram
emissdo ampla entre 528 e 607 nm, indicando que dependendo do extrato e do solvente

utilizado na dissolucéo ha bandas em diferentes comprimentos de onda, na faixa citada. Dessa
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forma, a curcumina sofre efeito solvatocromico, pela modificagdo da polaridade do solvente,
por exemplo, sendo esta vermelha em metanol e amarela em diclorometano (SUETH-
SANTIAGO et d., 2015).

Além da polaridade do solvente, o pH também interfere no Anax da curcumina. A
curcumina € um &cido fraco, mas, como visto na Figura 27B, apresenta trés fungdes &cidas
instédvels e, consequentemente, trés valores de pKa estimados correspondentes aos trés
equilibrios prototropicos, sendo o hidrogénio adjacente a carbonila o mais acido deles (pKa =
8,38). Os hidrogénios fendlicos s8o menos acidos como mostra a Figura 27B, entretanto,
ainda existe debate sobre qual dos trés, isto &, o hidrogénio endlico ou o hidrogénio fendlico é
0 mais &cido. A dissociagcdo écida induz a troca de coloragdo da curcumina de amarela para
vermelha. A absor¢do maxima da curcumina completamente desprotonada (cor vermelha) em
pH acaino (pH> 10) é de 467 nm (PRIYADARSINI, 2014; SUETH-SANTIAGO et 4.,
2015).

A curcumina mostra-se sensivel a degradacdo térmicainduzida e a variagbes no pH do
meio, aém de ser fotodegradavel (sensivel a luz) e sofrer auto-degradacdo no escuro. Em
solucdo aquosa, ocorre fotodegradacéo e auto-degradacéo no escuro; no meio basico, a auto-
degradacdo é diminuida; ja o processo de degradacdo por agquecimento parece ser
independente do solvente e do pH. Sugere-se que a por¢do [3-dicetona na molécula é a funcéo
quimica mais vulneravel, principalmente ao calor. Os produtos resultantes da degradacéo da
curcumina sdo compostos como vanilina, acido vanilico, acido protocatectico e compostos
voléeis (ESATBEYOGLU et d., 2015; MONDAL ; GHOSH; MOULIK, 2016).

2.4.3 Metabolismo dos curcuminoides

Acumulam-se dados que revelam que a curcumina tem relativa baixa
biodisponibilidade e baixa solubilidade em meio aquoso (PRASAD; TYAGI; AGGARWAL,
2014). Um dos maiores problemas referentes a sua utilizag&o clinica é relacionado a sua baixa
biodisponibilidade. A reduzida solubilidade em meio aquoso faz com que ela sgja pouco
absorvida, aém de ser metabolizada em outros compostos (SUETH-SANTIAGO et 4.,
2015).

A curcumina sofre metabolismo em diferentes componentes apds administracéo oral
em animais. Ela € submetida a conjugacéo metabdlica, formando os derivados glicuronideo e
sulfato de curcumina. Sofre biorreducdo a tetraidrocurcumina, hexaidrocurcumina e

hexaidrocurcuminol (Figura 28), evidenciado em ratos e camundongos in vivo e em
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suspensdes de hepatéeitos de humanos e de ratos. A curcumina reduzida também é sujeita a
glicuronidac&o em curcumina glicuronideo e seus derivados, e um metabdlito biliar menor foi
o &cido di-hidroferdlico juntamente com vestigios de écido ferdlico. Entdo aém da baixa
solubilidade em meio aquoso, a baixa eficacia relatada por alguns autores da administracéo da
curcumina in vivo é agravada pelo fato desses metabdlitos serem inativos, no que se refere a
maioria das atividades bioldgicas associadas ao seu uso (SUETH-SANTIAGO et a., 2015).
Entretanto, estudos indicam que alguns metabdlitos da curcumina tém acbes biologicas
importantes, por exemplo, a tetraidrocurcumina inibe a peroxidacdo lipidica e induz a
atividade de enzimas antioxidantes in vitro e a hexaidrocurcumina tem capacidade parainibir
a expressdio de COX-2 (Ciclooxigenase-2), enzima responsavel pelos fendmenos
dainflamacdo (ESATBEYOGLU et a., 2015; PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2014).

Figura 28 - Metabolismo da curcumina.
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Em relacdo a curcumina administrada na forma injetével, estudos em animais
demonstraram que a mesma é rapidamente metabolizada no figado e intestino e excretada nas
fezes, sem excrecdo urinaria. A biodisponibilidade sistémica € indicada como limitada, porém
uma peguena gquantidade ainda permanece detectdvel nos o6rgdos (JURENKA, 2009;
PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2014). Sua administragdo por injegdo mostra que aém do
figado também é detectada no baco, aém de ser captada rapidamente no cérebro e pulméo
(PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2014).

Alguns estudos recentes discutem sobre essa baixa biodisponibilidade, pois mesmo
apresentando ma absor¢do, metabolismo rapido e rdpida eliminagdo sistémica, a curcumina é
uma molécula lipofilica que sofre rapida permeacdo por membranas celulares sendo
importante na sua utilizacdo e atividade biologica em nivel celular (NOORAFSHAN;
ASHKANI-ESFAHANI, 2013).

Estudos indicam que a C. longa e a curcumina sdo bem toleradas e ndo toxicas para
animais (2,5 g de p6 de C. longa ou 300 mg do seu extrato etandlico por kg peso corporal
durante 3 semanas), e seres humanos (500 mg de curcumina por dia durante 7 dias) mesmo
em doses elevadas (NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI, 2013; SHANKAR et a.,
1980; SONI; KUTTAN, 1992). Qiu et a. (2016), investigaram, especialmente, o efeito de
superdosagem de curcumina em ratos (100 mg de curcumina por kg de peso corporal 5 dias
por semana durante 90 dias) e indicaram que essa superdosagem e sua administragéo a longo
prazo poderiam iniciar um estado de desequilibrio no corpo, com a diminuicdo do peso
corpora nos animais e inducdo de lesdo hepética, através do estimulo do estresse oxidativo,
distirbios inflamatorios e distarbios metabdlicos. Contudo, mesmo em atas doses, a
curcumina pode desempenhar papéis antioxidante e anti-inflamatério pronunciados na
protecdo contra lesbes hepéticas, dessa forma, indicaram que a administracdo habitua de
curcumina € segura. Ressdlta-se, porém, que sua farmacocinética ainda precisa de
esclarecimentos adicionais (NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI, 2013), afim de que
doses possam ser recomendadas com seguranca.

Com excecao da curcumina, 0 metabolismo dos outros curcuminoides, em termos de
absorcéo, utilizacdo e excrecdo, € muito pouco explorado. Entretanto pela similaridade

estrutural entre elas, pode-se esperar semelhangas metabdlicas.
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2.4.4 Atividades biol 6gicas de curcuminoides

Como mencionado anteriormente, na medicina tradicional, a C. longa e a curcumina
foram usadas como medicamento oral e topico para tratar uma ampla variedade de doencgas.
Numerosas investigagdes realizadas nos ultimos trinta anos, especialmente na Ultima década,
indicam que os efeitos mais perceptiveis sdo o0 potencial antioxidante, anti-inflamatério e
antitumoral. Adicionalmente, devido a sua capacidade de afetar uma grande gama de alvos
moleculares, com um excelente perfil de seguranca, a curcuminatem sido avaliada como um
candidato potencial para a prevencdo e€/ou tratamento de um grande nimero de doencas
(HANAI; SUGIMOTO, 2009). O Quadro 4 mostra efeitos atribuidos a curcumina sobre

diferentes doencas em diversos sistemas do organismo.

Quadro 4 - Efeitos da curcumina em situaces clinicas, em diversos sistemas do

organismo.
Sistema Doencas Referéncia Efeito
Sistema Melhora os efeitos adversos do
Nervoso . Kakkar; Kaur cloreto de auminio (AICly)
Doenca de Alzheimer (2012) envolvido na etiologia do
Alzheimer.

Blogueia a formagdo de tumores
cerebrais e eimina céulas
tumorais pelo bloqueio da
proliferacdo, sobrevivéncia e
invasdo das células no cérebro.
Tumor cerebral Inibe o crescimento de tumor
cerebral de linhas derivadas de
tumor embrionario e de
Limetal. (2011) | neurosfera de glioblastoma, pela
modulacdo da proliferacdo celular
pela interrupcdo nas fases G,/M e
inducdo apoptdtica.
Diminui a inflamagdo cerebra e
exerce efeito neuroprotetor em
Tian et a. (2012) | doengas neurodegenerativas, por
diviar a hipoperfusdo e ao afetar a
Doencas homeostase do colesterol.
neurodegenerativas Tem efeito neuroprotetor na leséo
cerebral induzida pela isquemia
Liuetal. (2012) | cerebra cronica, pela diminuigao
do nivel de malonaldeido (MDA)
e aumento da atividade da SOD.
Traumatismo Sharmaet al. Reg_u!amolécu_las envolvidas no
. equilibrio da crise de energia apos
craniano (2009) ~ »
alesdo cerebral traumética.
Isguemia Shuklaet al. Melhora no desempenho

Purkayastha et al.
(2009)
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(2008) neurocomportamental, inibicdo da
peroxidacdo lipidica, aumento na
atividade da SOD, e reducdo na
area do enfarte.

Efeito antidepressivo em ratos,
Depressio Huang et al. possivelmente mediado pelo

(2011) aumento da expressdo de BDNF
(manutencdo dos neurdnios).
Diminui os danos no hipocampo

Encefalopatia Rosdll6 et al. pelo estresse oxidativo em ratos
(hepética) (2008) com encefalopatia hepética de

baixo grau.

Sistema
Respiratério

Céancer de pulméo

Alexandrow et al.
(2012)

Reduz a capacidade proliferativa
do adenocarcinoma de pulmao.

Lin et . (2009)

Suprime a migragdo e invasdo de
células de cancer de pulmao, pea
inibicdo de metaloproteinases de
matriz 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9),
proteinases que atuam na invasao,
metédstase e angiogénese de
células cancerosas.

Doencas inflamatorias
do pulméo

Lier et al. (2011)

Tem efeito antibacteriano no trato
respiratorio superior, inibindo o
crescimento bacteriano, a adeséo,
a invasdo e a ativagdo pro-
inflamatoria das células epiteliais.

Sistema

Cardiomiopatia (ex:

Regula os niveis de eNOS e

Cardiovascular cardiomionatia Farhangkhoeeet | iNOS, diminuindo o0 estresse
omiop al. (2006) oxidativo, causado pela diabetes
diabética) o .
gue causa cardiomiopatia.
Previne a deterioracdo da funcdo
Hipertrofiae Morimoto et al. sstoh(_:a €os iaur_nentos |r)du2| dos
. S . pela insuficiéncia cardiaca na
insuficiéncia cardiaca (2008) A
espessura e didmetro da parede do
miocérdio.

Sistema Fibrose tubular renal Li; Chen; Li Atenua a fibrose tubulo-

Urinario (2011) intersticial.

Util na inversio da toxicidade do

L esdo oxidativa nos Yousef et al. paracetamol, pela restauracdo das

rins (2010) atividades das enzimas
antioxidantes.

Sistema Melhora os par@metros estruturais
Reprodutor dos tdbulos seminiferos e o
feminino e Noorafshaneta. | nimero de céulas de Leydig
masculino (2011) (produz testosterona) nos

D dati testiculos, alterados pelo
_ Danos oxidalives metronidazol.
induzidos por toxinas — .
) . Recupera as lesbes induzidas por
(ex.: medicamentos, P bi et al di-n-butilital A
aflatoxina, pesticidas) arombi et al. i-n- ,Utl. talato em pafametros
(2007) bioquimicos, espermatoldgicos e

estrutura histol 6gica do testiculo.

Mathuria; Verma
(2008)

Melhora a contagem de
espermatozoides, aimobilizacéo e
viabilidade, e as caracteristicas
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morfol 6gicas dos espermatozoides
em protecdo a aflatoxina.

Gianness et al.

Protege contra os danos causados
nas células de Leydig nos
testiculos pela ingestdo cronica de

(2008) acool: preserva a estrutura
mitocondriadl e o tamanho das
células.

Restaura 0s parémetros para o
Madhavi; Kumar | estado normal, em ratos com
(2010) toxicidade  reprodutiva,  pelo

inseticida clorpirifos.

Tumores do sistema
reprodutor

Hong et al. (2006)

Reduz o volume do tumor, da
atividade de metaloproteinases

(importantes  na  progressao
tumora) e dos  nddulos
metastdticos em cancer da

préstata.

Zheng; Tong; Wu

Inibe o crescimento de céulas
cancerosas € induz apoptose de

(2004) células de cancer do ovério.
Capaz de impedir a resposta
Singh; Singh proliferativa do estradiol e induzir
(2011) apoptose, em cancer de colo do
atero.
Diminui as dteracbes proé-
Inflamaggo prostética Nonn; Duong; inflamatorias  induzidas  por
Peehl (2007) citocinas em céulas epiteliais
prostéticas normais.

Sistema Protege contra a hepatotoxicidade
digestorio e Farombi et al. induzida por dimetilnitrosamina,
hepato-biliar (2008) pelainducdo de heme oxigenase-1

Tumores (enzima antioxidante).
Capaz de regular afosfatase PRL-
Wangeta. (2009) | 3, envolvida em metédstases
tumorais.
Inibe o0 desenvolvimento de
Fibrose hepética Bruck et a. (2007) | cirrose hepética induzida pela

tioacetamida.

Doencainflamatéria
intestinal (doencade
crohn, colite
ulcerativa)

Zhao et al. (2016)

Suprime a ativacdo de céulas
dendriticas, envolvidas na
patogénese da doenca inflamatéria
intestina e, restaura o equilibrio
imunolégico no tratamento da
colite experimental .

Holt; Katz;
Kirshoff (2005)

Diminui o indice de atividade da
doenca de Crohn (CDAI) e taxas
de sedimentac&o de eritrdcitos na
doenca de Crohn.

L esBes hepéticas

Yousef et a.
(2010)

Restaura as atividades das
enzimas antioxidantes, protecéo
da histologia do figado e
normalizacdo das fungbes do
figado por toxicidade do
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paracetamol .

Y ousef; El-
Demerdash;
Radwan (2008)

Protege as alteracfes bioguimicas
no figado, induzidas por arsenito
de sodio em ratos.

Messner; Sivam;
Kowdley (2009)

Reduz o0 estresse oxidativo
dependente do ferro e atoxicidade
do ferro em células epiteliais de
figado sem bloquear a captacdo de
ferro.

Sistema
muscul o-
esquelético

Doencas inflamatorias
(ex.: osteoartrite)

Lev-Ari (2005)

Inibe a atividade da ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), enzima
pro-inflamatéria, em  células
sinoviais de osteoartrite.

Danos isquémicos

Avci et d. (2012)

Protege contraal deisguemia
do mulsculo esquelético na
reducdo de citocinas proé-
inflamatorias, com maior
atividade antioxidante.

Resisténciaainsulina

Naet a. (2011)

Melhora a resisténcia a insulina
muscular aumentando a oxidacdo
do &cido graxo e da glicose.

Doengas da
pele

Céancer de pele

Jeeet al. (1998)

Induz a apoptose em células de
carcinoma de céulas basais
humanas, indicacdo na prevencao
ou terapia do cancer de pele.

Ferimento da pele

Bhagavathula et d.
(2009)

Provoca cicatrizagdo répida e
producdo de coldgeno na pele em
lesBes superficiais por escoriacao.

L esdo cutanea
oxidativa

Jagetia; Rgjanikant
(2012)

Acelera a cicatrizacdo da ferida
por excisio profunda com
irradiacéo.

Sistema
Endécrino

Diabetes

Mahesh; Sri
Baasubasshini;
Menon (2004)

Diminui os niveis de glicose no
sangue e normalizacdo dos
marcadores de  peroxidacdo
lipidica.

Suryanarayana et
al. (2007)

Controla o estresse oxidativo,
inibindo o aumento de TBARS ea
carbonilacdo de proteinas e
inverte aividades de enzimas
antioxidantes  alteradas  por
estreptozotocina (STZ).

Atenua  significativamente a

Sharma; Kulkarni; | disfuncBo rena e o0 estresse

Chopra (2006) oxidativo em ratos diabéticos
induzidos por STZ.

Reduz os niveis de eNOS e iNOS

Farhangkhoee em associacdo com a reducéo de

et d. (2006) dano oxidativo a0 DNA e as

proteinas.

Particularmente, em relacdo a atividade antioxidante de C. longa, no banco de dados
Web of Science, 651 artigos foram publicados, desde 1998 até marco de 2017 (Figura 29a).
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Para a curcumina, especificamente, foram encontrados 2937 itens relacionados a atividade
antioxidante (Figura 29b). O aumento de publicagdes iniciou-se em 2003, chegando a mais de
350 publicagbes para a curcuming, no ano de 2016, enquanto que para a C. longa, nesse

mesmo ano, cerca de 90 artigos foram publicados relacionados a atividade antioxidante.
Figura 29 - Numero de publicagbes para atividade antioxidante para a C. longa (a) e

para a curcumina (b) pelo Web of Science, no periodo de 1998 a 2017.
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Fonte: Reuters (2017).

2006 |—

2007

2008

2009 I

2010

2011

2012 |
2013
2014 |
2015

1999

2000 .

2001 .
2002 .

2003 ——
2004 s
2005

1998
2016
2017 .

Entretanto quando se trata de publicacOes relacionadas aos outros curcuminoides
comumente encontrados no rizoma, 0S nUmeros caem drasticamente. Para a
desmetoxicurcumina, no mesmo periodo, nos ultimos 20 anos, foram encontrados apenas 94
artigos relacionados a capacidade antioxidante e 90 artigos para a bisdesmetoxicurcumina
(Figura 30). Os estudos encontrados nas bases de dados sdo realizados com extratos, onde ha
apenas suposicdo de atividade relacionada aos trés curcuminoides e sdo incluidos a
desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina, sem estabelecer uma atividade direta e
especifica para cada um deles, e outros estudos que so de fato realizados com 0s compostos
isolados, geralmente sdo conduzidos com radicais ndo bioldgicos ou dosagem de atividade de
enzimas antioxidantes e marcadores bioldgicos e inflamatérios relacionando a atividade
antioxidante dos mesmos com os dados obtidos, mas ndo estudos que utilizem a
desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina como sequestradores diretos de EROs e
ERNSs.
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Figura 30 - NuUmero de publicagbes para atividade antioxidante para a
desmetoxicurcumina (a) e para a bisdesmetoxicurcumina (b) pelo Web of Science, no
periodo de 1997 a 2017.
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A curcumina tem capacidade de reduzir o estresse oxidativo. A versatil estrutura
guimica da curcumina permite que a molécula intergja com um grande nimero de moléculas
dentro da célula, levando a uma variedade de efeitos bioldgicos, mencionados acima, e a
inibicdo da producéo de espécies reativas. A fata de toxicidade e efeitos secundarios, bem
como a sua disponibilidade em grandes quantidades como um produto natural, séo vantagens
adicionais na aplicacdo deste agente para a prevencdo e tratamento de uma variedade de
doencas relacionadas ao desbal ango redox (STANIC, 2017).

O mecanismo antioxidante pode envolver uma ou mais das seguintes interagoes:
eliminacdo ou neutralizacdo de espécies reativas, inibicdo de enzimas oxidativas, interacéo
com oxigénio, tornando-o menos disponivel para reagdes oxidativas, interacdo com a cascata
oxidativa, com inibicdo de sua propagacdo, quelacdo ou desativagdo de propriedades
oxidativas de ions metalicos, como o ferro (NAMRATHA et al., 2013).

A atividade antioxidante basica da curcumina depende diretamente da presenca das
duas subunidades estruturais, as hidroxilas dos grupos fendlicos e o grupo metileno central
(Figura 31 e 32). Em ambos os casos, a atividade antioxidante esté relacionada a doagéo de
hidrogénio radicalar. Na subunidade fenol, os hidrogénios do fenol estdo completamente
disponiveis, para a formacéo de radicais fenoxila, ocorrendo a estabilizacdo dos mesmos, por
ressonancia no anel aromético (Figura 31) (STANIC, 2017; SUETH-SANTIAGO et dl.,
2015).
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Figura 31 - Mecanismo antioxidante da curcumina, envolvendo a doagdo de hidrogénio
radicalar pelo fenol (A) e estabilizagdo do radical formado, por ressonancia no anel
aromatico (B).
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Fonte: adaptado de Sueth-Santiago et al. (2015).

Por reacbes semelhantes, um radica centrado em carbono origina-se do grupo
metileno central da curcumina (Figura 32). Propde-se que o grupo CH; a-dicarbonilico sga o
sitio de reagdo, visto que as ligagbes CH neste carbono sdo mais fracas devido a ressonancia
(STANIC, 2017).

A estabilidade do radical fenoxila € maior que a do radical carbdnico, porém estudos
indicam que a dissociagdo do hidrogénio do grupo metileno também contribui para a atividade
antioxidante da curcumina. Dessa forma, a curcumina é vista como um poderoso antioxidante
natural capaz de combater diferentes EROs e ERNs, como o O, ", *0,, HO", ROO", H,0,,
ONOO™ (PRIYADARSINI, 2014; STANIC, 2017).

Em relacdo a quelacdo ou desativacdo de propriedades oxidativas de ions metalicos,
estudos in vitro indicam que aregido A, a [3-dicetona ou o grupo ceto-enol (Figura 23), sdo
reconhecidos como complexantes de fons metélicos, como Mn?*, Fe?*** e Cu**, tendo alguma
estabilidade cinética ou termodindmica em meios polares e/ou proéticos, e propde-se que tais

interacOes sgjam biologicamente significativasin vivo (HATCHER et al., 2008).
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Figura 32 - Mecanismo antioxidante da curcumina, envolvendo a doacéo de hidrogénio
radicalar no metileno (A) e estabilizacdo do radical formado (B).
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Fonte: adaptado de Sueth-Santiago et al. (2015).

Em relacdo a atividade da curcumina diante do HOCI, Yue et a. (2014) propuseram
um mecanismo além dos citados, onde ha envolvimento das metoxilas e das hidroxilas
fendlicas, conforme mostra a Figura 33. Quando a curcumina (composto 1) interage com
HOCI, a hidroxila de HOCI ataca primeiro o grupo hidroxila do fenol, com formagdo do
intermediério 2, estabilizado por ressonancia. Este processo fornece um centro el etronegativo
para o ataque eletrofilico do cétion cloreto, a metila, para formar o intermediario 3,
produzindo cloreto de metila (CH3Cl). No final do processo, a curcumina € oxidada a uma o-

guinona estavel.
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Figura 33 - Mecanismo proposto para a eliminagéo de HOCI pela curcumina.
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Fonte: Yueet d. (2014).

Além dos mecanismos propostos para atividade antioxidante da curcumina abordados
anteriormente, Barik et a. (2005) verificaram sua acdo complexante de Cu?*, formando o
complexo (curcumina-Cu®"), verificando que 0 mesmo apresenta atividade promissora, com
melhor eficacia antioxidante. O mecanismo de eliminacdo de O, é exemplificado na Figura
34, apartir do complexo curcumina-Cu®* sendo possivel realizar o papel da SOD no processo
de eliminago desse radical. Quando 0 O, reage com o complexo de curcumina Cu?*, 0 O, ~
reage com a por¢do de Cu®, enquanto que apenas uma pegquena fracdo reage com a
curcumina. A reacdo provoca a reducdo de Cu®* em Cu*. O Cu® sofre oxidacdo subsequente

por outramoléculade O," ", regenerando assim o complexo de origem.
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Figura 34 - Mecanismo de atividade de eliminacdo de O, ", do complexo curcumina-

cu®*

HO

cun*t

Fracio Fenolica

Fracdo Complexo Cu

Fonte: Barik et a. (2005).

Apesar da curcumina ser o componente principal da C. longa, como abordado também
s80 identificados no rizoma outros curcuminoides, como desmetoxicurcumina e
bi sdesmetoxicurcumina, cujas propriedades benéficas ndo podem ser negligenciadas.

Este trabalho visa explorar a atividade antioxidante de extratos de C. longa e dos
curcuminoides isolados: curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcuminag, para
entender se a atividade antioxidante contra as EROs e ERNs é devido a agdo de apenas um
curcuminoide particular ou a acdo agonista da mistura dos curcuminoides no extrato de C.

longa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avdiar a capacidade antioxidante de extratos de C. longa e determinar seus
curcuminoides constituintes, investigando a agdo antioxidante do extrato e dos curcuminoides
isolados contra EROs e ERNS.

3.2 Especificos

- Avaliar as condig¢des microbiol6gicas do p6 da C. longa;

- Preparar extratos a partir de uma série de solventes e determinar o método de extracdo mais
eficiente na extracéo de compostos fendlicos de C. longa;

- Identificar e quantificar os curcuminoides presentes nos extratos de C. longa;

- Determinar o contetdo total de fendis nos extratos de C. longa;

- Verificar a atividade antioxidante frente a radicais ndo biol 6gicos dos extratos de C. longa;

- Averiguar o potencial antioxidante frente ao radical DPPH" dos extratos de C. longa,
utilizando CLAE para verificar os compostos com maior capacidade antioxidante frente ao
radical;

- Comparar a capacidade antioxidante frente a0 DPPH" da curcumina, em comparagdo com as
principais substancias utilizadas como padrdes em métodos de capacidade antioxidante;

- Verificar o potencia sequestrador de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio

(ERNS) do extrato etandlico de C. longa e dos curcuminoides identificados e isolados.



77

4 MATERIAISE METODOS

4.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nas andlises efetuadas estdo listados no Quadro 5 com as
respectivas descric¢des e funcgoes.

Quadro 5 - Lista de equipamentos, suas descricoes e funcoes.

Equipamento Descricao Anadlise
Espectrofotdbmetro Conteldo total de fendis (CTF)
UV-Vis i Método DPPH’
(G1103A, Agilent L
8453) Método FRAP

Sistema controlador (CBM-20A)

Bomba (LC-20AT vp) Forno de | dentificacio e quantificagio

(VP series, Kyoto) | Coluna Shimadzu VP-ODS c18
(250 L x 4,6 mm)
Software (L C-solution)
. . Deteccao: Ensaios de eliminagdo de
Leitor demicroplaca | espectrofotométrica EROs
(Synergy HT, BIO- s . ——
- fluorimétrica Ensaios de eliminacéo de
TEK) P -
- quimiluminométrica ERNs

4.2 Materiais

Todos os produtos quimicos e reagentes utilizados eram de grau analitico. Reagente de
Folin-Ciocaulteu, radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH"), 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ), acetato de sodio, &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico (Trolox),
curcumina, desmetoxicurcuming, bisdesmetoxicurcuming, querceting, écido cafeico, 3,5-di-
terc-4-butil-hidroxitolueno (BHT), acido ascérbico, di-hidrorodamina 123 (DHR), solucéo de
hipoclorito de sodio, 3-(aminopropil)-1-hidroxi-3-isopropil-2-oxo-1-triazeno  (NOC-5),
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADH), metasulfato de fenazina (PMS), cloreto de
tetrazdlio-nitroazul (NBT), bicarbonato de sodio, histidinag, lucigenina foram obtidos da
Sigma Aldrich (Missouri, EUA).

A 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2), o peroxido de hidrogénio a 30% e o filtro de
seringa com membrana com poro de 0,45 pm foram obtidos da Merck (Darmstadt,

Alemanha). Etanol, metanol e acetonitrila para CLAE foram obtidos da Panreac Applichem
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(Missouri, EUA). Acido gdlico e cloreto férrico da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil). Carbonato de sddio da Reagen - Quimibras Industrias Quimicas S/A (Rio de Janeiro,
Brasil). Acido cloridrico da Dindmica Contemporéanea LTDA (S0 Paulo, Brasil). O &cido
acético da Labsynth (S&o Paulo, Brasil).

O 3,3’-(1,4-naftaleno)bispropionato de sddio (NDPO,) e o peroxinitrito (ONOO )
foram previamente sintetizados pelos grupos da Universidade de Aveiro (Aveiro, Portugal) e
da Universidade do Porto (Porto, Portugal), respectivamente (COSTA et a., 2007; GOMES et
a., 2007).

O pdb de C. longa (acafréo-da-terra) foi adquirido em marco de 2015, da Cooperativa
dos Produtores de Acafrdo de Mara Rosa — Cooperacafréo (Av. Joaquim Gongalves, n° 1,
Centro, Mara Rosa— GO, Brasil, Tel.: (62) 33662045, e-mail: cooperacafrao@gmail.com) e 0
extrato farmacéutico (ExtFarC) foi obtido em abril de 2015, da Fagron Brasil (Av. Engenheiro
Luis Carlos Berrini, 105 - Edificio Berrini One, Sdo Paulo — SP, Brasil, Tel.: (11) 20502300,
e-mail: contato@fagron.com.br) (ver Anexo A).

As vidrarias utilizadas foram de uso exclusivo, sendo lavadas com égua deionizada e

etanol, antes e apos a sua utilizacéo.

4.3 M éodos

Foi realizada andlise microbiologica de C. longa afim de verificar as condicdes
sanitérias e aintegridade dos nutrientes no alimento. A partir do pé foram realizadas extractes
com diferentes solventes, e para os extratos obtidos, juntamente com o ExtFarC, foram
realizadas identificagdo e quantificagdo dos curcuminoides por CLAE, verificagdo do
conteldo total de fendis, capacidade antioxidante frente a radicais ndo biolégicos e
capacidade sequestradora de EROs e ERNs. A Figura 35 esguematiza as etapas das andlises

realizadas e descritas a seguir.
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Figura 35 - Esquema ilustrando as etapas de extracdo e andlises readizadas na

identificacéo de compostos e obtencdo da capacidade antioxidante.
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4.3.1 Andlise microbiol6gica do pé de Curcuma longa

As analises microbioldgicas do pé de C. longa foram realizados no Laboratério de
Controle e Qualidade de Alimentos da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de
Alagoas, sob orientacéo da Profa. Dra. Maria Cristina Delgado da Silva.

O pb6 de C. longa foi submetido a andlise microbioldgica, conforme descrito pela
legislacdo Brasileira. De acordo com a Resolugdo - RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001), para temperos em po, deve-se verificar a contagem de coliformes
termotol erantes e auséncia de Salmonella. A andlise foi realizada conforme Silva et al. (2010)
e MAPA (2003), sumarizada a seguir: 25 mg de po foram transferidos para um erlenmeyer
contendo 225 mL de a&gua peptonada, sendo preparada uma diluicdo correspondente a 1:10
(m/v), a partir da qual foram elaboradas as dilui¢des 1:100 (m/v) e 1:1000 (m/v). Para a
contagem de coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a técnica classica do Numero
Mais Provavel (NMP), que permite estimar a densidade de microrganismos viaveis presentes
em uma amostra sob andlise, utilizando os caldos lauril sulfato triptose, verde brilhante e
Escherichia coli (EC). A partir das diluicbes obtidas, foram pipetadas aliquotas de 1 mL das
respectivas diluicdes para uma série de trés tubos contendo 9 mL do caldo lauril sulfato

triptose, contendo o tubo de Durham invertido, homogeneizando e incubando os tubos a 36 °C
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por 24 h. Transcorrido este tempo e observada a producdo de gés nos tubos de fermentacéo
(tubo de Durham), tomaram-se todos os tubos com producdo de gas e foi transferida uma
alcada de cada cultura para tubos de caldo verde brilhante 2% (VB). Incubou-se a 36 °C por
24 h e, observado o crescimento com producéo de gés, foi novamente transferida uma alcada
dos tubos positivos para o caldo EC incubando-se a 45 °C, por 48 h. Foi registrado o nUmero
de tubos positivos com gés e determinado o NMP/g em um quadro de NMP apropriada as
diluicdes inoculadas (ver Anexo B). O resultado foi expresso em NMP de coliformes/g.

Para verificar a auséncia ou presenca de Salmonella spp., a amostra contida na agua
peptonada foi incubada a 36 °C por 24 h. Em seguida, estas amostras foram transferidas para
dois diferentes caldos de enriquecimento seletivo, 0,1 mL para 10 mL de Rappaport-
Vassiliadis e 1 mL para 10 mL de Selenita Cistina, incubados a 41,5 e 37 °C por 24 horas,
respectivamente. Cada amostra foi semeada em placas de Petri com Agar Xilose lisina (XLD)

e Agar Bismuto Sulfito (BS) que foram incubados a 37 e 41 °C por 24 h, respectivamente.

4.3.2 Preparacéo dos extratos do po de Curcuma longa

Os extratos do p6 de C. longa, de cor amarela, foram preparados por meio da técnica
de extragdo em aparelho do tipo Soxhlet como descrito por De Oliveira et a. (2009), com
modificacbes. V&ios pacotes de 100 g adquiridos da Cooperacafrdo foram abertos,
mi sturados mecanicamente e, dessa mistura, foram retiradas as respectivas massas.

Iniciadlmente, foram realizadas extragOes-teste para definir o melhor tempo de
extracdo, sendo comparadas extracdes por 6 horas e por tempo adequado até a amostra tornar-
selimpida. A extracdo foi feita utilizando solvente apolar (hexano) e solvente polar (metanol),
em sequéncia. Foram pesados 20 g de p6 de C. longa, colocados em um cartucho poroso
apropriado de celulose na camara do extrator de Soxhlet. Em seguida, foram medidos 150 mL
de hexano e colocados em um baldo de fundo redondo, que foi acoplado ao extrator. A
extracdo foi seguida por 6 h, a68 °C. O material extraido foi colocado em um rota-evaporador
(Buchi) a 68 °C, para eliminacéo do solvente; o extrato foi entdo transferido para um vidro
ambar e armazenado sob refrigeracéo, dando origem ao extrato hexanico de C. longa (CH6).
Este mesmo procedimento foi repetido, utilizando o mesmo cartucho utilizado para a extragéo
com hexano, fazendo-se uso do metanol a 64,7 °C por 6 h, dando origem ao extrato
metandlico de C. longa (CHM®6), ap6s adequada destilacdo do solvente. Em procedimento
semelhante, utilizando outra amostra de C. longa, foi realizada extracéo, por tempo adequado

para que a amostra se tornasse limpida no cartucho poroso, utilizando hexano, inicialmente
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por 6 h e, em seguida, metanol no mesmo cartucho dando origem ao extrato CHML no find
do procedimento. O procedimento de extracdo foi repetido realizando-se a extragdo apenas
com metanol, seguindo 0 mesmo procedimento, em temperatura de ebuli¢éo do metanol (64,7
°C), por 6 h e até que a amostra se tornasse limpida, dando origem aos extratos metandlicos
de C. longa, CM6 e CML. Andlises do teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante
frente ao radical DPPH" foram realizadas, afim de definir o melhor tempo de extracdo (Figura
32).

Em seguida, apds definicdo do tempo de extracdo, as extracdes definitivas foram feitas
utilizando solvente apolar (hexano) e solventes polares. metanol e etanol. O procedimento de
extracdo foi realizado da mesma forma como anteriormente descrito, utilizando-se 6 h de
extragdo. Foram pesados 20 g de p6 de C. longa, colocados em um cartucho poroso
apropriado de celulose, na camara do extrator de Soxhlet. Em seguida, foram medidos 150
mL de hexano e colocados em um bal&o de fundo redondo, que foi acoplado ao extrator. A
extracao foi seguidapor 6 h, a68 °C. O materia extraido foi colocado em um rota-evaporador
(Buchi) a 68 °C, para eliminacéo do solvente; o extrato foi entdo transferido para um vidro
ambar e armazenado sob refrigeracdo, levando ao extrato hexéanico de C. longa (CH). Esse
procedimento foi repetido, utilizando o mesmo cartucho utilizado para a extragdo com
hexano, fazendo-se uso do metanol a 64,7 °C por 6 h, dando origem ao extrato metandlico de
C. longa (CHM). Da mesma forma obteve-se 0 extrato metandlico (CM), seguindo-se o
mesmo procedimento, utilizando-se outra amostra com a mesma quantidade e mesmo volume
de solvente, porém, sem utilizar a etapa hexanica. O extrato etandlico foi obtido da mesma
forma, utilizando-se apenas etanol, em refluxo, no processo de extracdo, na temperatura de
ebulicdo do etanol, a 784 °C (CE). Os extratos obtidos, juntamente com o0 extrato
farmacéutico (ExtFarC), adquirido da Fagron, foram utilizados para as analises seguintes.

4.3.3 Andlise dos espectros de absorcéo dos extratos de Curcuma longa

A obtencdo dos espectros de absorcdo molecular dos extratos de C. longa e a
curcumina foi realizada com as solugdes metandlicas dos extratos CM, CHM, CH e CE com
concentragcdo de 25 pg/mL, do ExtFarC com concentracdo de 12,5 pg/mL e da curcumina de
5,18 pg/mL, e o espectro de absorgdo na regido UV-Vis das amostras foi obtido a partir de
varredura na faixa de 200 a 600 nm, utilizando cubeta de quartzo (capacidade = 3 mL;

caminho Optico = 1 cm) em espectrofotémetro.



82

4.3.4 |dentificagdo e quantificagdo dos curcuminoides por CLAE-UV dos extratos de
Curcuma longa

As condi¢cbes cromatogréficas, em CLAE, foram adaptadas de (MALASONI;
SRIVASTAVA, 2013). Foi utilizado uma coluna de fase reversa C18, uma corrida isocrética,
com fluxo de 1,5 mL/min, temperatura da coluna de 33°C, empregando fase mével constituida
de acetonitrila, agua e é&cido acético (40:60:1, v/v/v), filtrado a vécuo, com deteccédo
espectrofotomeétrica em comprimento de onda de 425 nm. O volume de injecdo foi de 20 pL.
Os extratos foram dissolvidos em acetonitrila (1 mg/mL) e foram filtrados em membrana de
0,45 um e em seguida injetados em CLAE. O tempo total da andlise cromatogréficafoi de 35
min. para cadaandlise.

Para a quantificagdo dos compostos, solucdes-estoque de curcuming,
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina foram preparadas, uma a uma, em acetonitrila,
na concentragdo de 500 pg/mL, e em seguida solucbes padrdes foram preparadas a partir
desta, 125, 62,5, 31,25 e 15,62 pg/mL, a fim de obter curva de calibracdo para cada composto.
Os resultados foram expressos em mg/g de extrato seco, como média = desvio padréo (DP).

Os experimentos foram feitos em duplicata.

4.3.5 Conteldo total de fendis e Capacidade frente a radicais ndo biol gicos dos extratos de

Curcuma longa e de curcuminoides
4.3.5.1 Contetido Total de Fendis pelo método de Folin-Ciocalteu

O contetdo total de fendis (CTF) dos extratos obtidos foi determinado usando o
reagente de Folin-Ciocalteu, tal como descrito por Cicco et a. (2009), com modificacfes. Os
extratos foram dissolvidos em etanol (625 pg/mL) e, foram adicionados a tubos de ensaio:
0,12 mL da solugdo dos extratos (25 pg/mL), 0,3 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (0,2 M)
e 2,4 mL de carbonato de sddio a5% (3,77 x 10 mol/L). Os tubos foram protegidos da luz e
levados ao banho de agquecimento, a 40° C, por 20 min. Foi realizada a medida da absorvancia
a 760 nm, utilizando espectofotdmetro. O teor de fendis totais foi obtido a partir de uma curva
de calibragzo realizada com &cido gélico (0,75 — 7,52 ug/mL ou 4,00 — 40,00 x 10 pmol/mL)
(Figuras 36 e 37) e expressos como massa de equivalentes de acido galico por massa de
extrato seco (mg de EAG/g) como média + desvio padréo (DP). O estudo correspondeu a trés
experimentos, realizados em triplicata.
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Figura 36 - Curva de calibracdo com o acido gédlico. Medidas em absorvancia, A = 760
nm, do complexo formado entre o reagente de Folin-Ciocaulteu e o padréo acido galico

em pg/mL.
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Figura 37 - Curva de calibracdo com o acido gélico. Medidas em absorvancia, A = 760
nm, do complexo formado entre o reagente de Folin-Ciocaulteu e o padréo acido galico

em pmol/mL.
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4.3.5.2 Ensaio de capacidade antioxidante pelo método do DPPH"

A capacidade antioxidante dos extratos de C. longa foi determinada em relacdo a sua
atividade sequestradora de radical (ASR), utilizando radical DPPH?®, conforme descrito por De
Oliveiraet al. (2009), com agumas modificagdes. Os extratos (250 ug/mL) e o radical DPPH®
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(40 png/mL) foram dissolvidos em metanol e 0,3 mL de cada extrato (25 pg/mL) foi misturado
com 2,7 mL de solucdo de DPPH® (36 pg/mL). A mistura foi protegida da luz e o tempo
reacional foi de 30 min. A capacidade antioxidante foi determinada por meio da medida do
decréscimo da absorvanciaem 516 nm, em espectrofotdmetro.

A ASR em percentagem foi calculada atraveés da seguinte equacéo:

%A SR = [(ADS controle — ADS amostra)/ ADS controle] X 100

Onde, Abscontrole € @ absorvancia inicia da solucéo metandlica de DPPH® e AbSymostra € @
absorvancia da mistura reacional apds 30 min. (DPPH® + amostra) (GULCIN, 2006). Os

resultados sdo expressos em ASR como média + desvio padréo (DP).

A capacidade inibitéria ICsp, frente ao radical DPPH’, definida como a quantidade de
amostra necessaria para reduzir a concentracdo inicial de DPPH" em 50%, foi determinada
para os extratos, para a curcumina padréo e para compostos usua mente usados como padres
de antioxidantes. Cada ensaio foi realizado, usando 5 a 6 concentracdes, [CM, CHM e CE (10
- 60 pg/mL), ExtFarC (5 - 25 pug/mL), CH (25 - 300 pg/mL), curcumina, &cido ascorbico,
acido cafeico, Trolox e BHT (0,35 - 8 ug/mL), acido galico e quercetina (0,025 — 1,5 pug/mL)]
em triplicata, para se obter os valores de 1Csp, expresso como média + desvio padréo (DP),
que foram calculados a partir das curvas de ASR em relacdo a concentracdo do
extrato/composto, utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc., La Jolla, CA).

Da mesma forma, um estudo cinético também foi realizado da curcumina e de
compostos antioxidantes-padréo, para verificar a velocidade de reacdo dos mesmos. Foi
utilizada a concentracdo determinada para o |Csp de cada composto e redlizadas leituras a 516
nm, no 19, 2°, 3°, 4° 5° 10°, 15° 20° 25° e 30° min do tempo de contato entre a mistura
reacional e o DPPH".

4.3.5.3 Experimento DPPH*-CLAE-UV

O procedimento foi realizado conforme descrito por Zhang et a. (2011), com
modificagdes. Os extratos foram diluidos em metanol (4 mg/mL) e 25 pL das solugbes foram
misturadas com 80 pL de solucdo de DPPH" (0,4 mg/mL) e adicionado metanol para o

volume final de 250 pL. As solugdes foram filtradas em membrana de 0,45 ym. A misturafoi
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incubada a 37 °C por 30 min e submetida a andlise em CLAE. Os picos relacionados aos
compostos com maior atividade sequestradora do DPPH’ apresentaram maior reducéo ou
desapareceram por completo, apos reacdo. As condigdes cromatograficas para 0s extratos
foram as mesmas descritas na sessio anterior.

O ensaio também foi realizado para a curcumina e 0s compostos anti oxidantes-padréo.
Os compostos foram diluidos em metanol (1 mg/mL) e 170 pL das solugdes foram misturadas
com 80 pL de solucéo de DPPH’ (0,4 mg/mL ou 1,0 umol/mL), as solucdes foram filtradas
em membrana de 0,45 pm. A mistura foi incubada a 37 °C por 30 min e submetida a andlise
em CLAE. Para as condi¢Bes cromatogréficas foi utilizado uma coluna de fase reversa,
usando uma corrida gradiente com fluxo de 0,8 mL/min, temperatura da coluna de 40°C. A
fase mével foi &cido acético a 5% em agua ultrapura (A) e metanol (B): O min - 10% de B, 7
min — 30%, 15 min — 40%, 40 min — 60%, 55 min — 90%, 65 min — 90%, 70 min — 10%, com
deteccdo no comprimento de onda de 260 nm para quercetina e acido ascorbico, 281 nm para
o &cido gdlico, Trolox e BHT, 325 nm para écido cafeico e 425 nm para curcumina. O volume

deinjecdo foi de 20 pL. O tempo total da andlise cromatograficafoi de 75 min.

4.3.5.4 Ensaio de capacidade antioxidante pelo método de FRAP

A determinacdo da capacidade antioxidante por meio do método de FRAP foi
realizada conforme descrito por Omenaet al. (2012), com modificagdes. Para o procedimento,
o reagente FRAP foi preparado no momento da andlise, com uma mistura de 50 mL de
tampao acetato (0,3 mol/L, pH = 3,6), com 5 mL da solucéo de TPTZ (10 mmol/L em HCI 40
mmol/L), mais 5 mL da solucdo de FeCl3.6H,0O (20 mmol/L). Adicionou-se 90 uL de cada
solucdo dos extratos, para obter concentracdo final de 25 mg/L, em cada tubo de ensaio,
acrescentou-se 270 pL do solvente e misturou-se com 2,7 mL do reagente FRAP. As soluctes
foram homogenei zadas e colocadas em banho-mariaa 37 °C por 30 min. Realizou-se, entdo, a
leitura da absorvancia a 595 nm, em espectrofotdmetro.

A curva de cdibracdo foi construida, variando-se a concentragbes da solucdo de
Trolox (0,04 a 7,50 pg/mL ou 0,15 a 30 x 10" pmol/mL). A curva de calibracéo (Figuras 38 e
39) foi construida a partir de valores de absorvancia a 595 nm das solugdes preparadas, nas
diferentes concentragtes estabelecidas. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes
de Trolox (ET)/g de extrato seco, como media + desvio padréo (DP). Todos os experimentos

foram feitos em triplicata.
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Figura 38 - Curvade calibragcdo com o Trolox em pg/mL. Medidas em absorvancia, A = 595

nm.
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Figura 39 - Curva de calibragdo com o Trolox em umol/mL. Medidas em absorvancia, A
=595 nm.
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4.3.6 Ensaios de capacidade sequestradora de espécies reativas de oxigénio e espécies reativas
de nitrogénio

Os ensaios de eliminagdo de EROs e ERNs foram redlizados no laboratério Free
Radical and Antioxidants — FRAU da Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto,
Portugal, sob orientacdo da Profa. Dra. Eduarda Fernandes.

Para os ensaios de eliminacédo de EROs e ERNS, foi utilizado o extrato etandlico de C.
longa (CE), escolhido de acordo com as andlises frente a radicais ndo biol gicos e por ser o
solvente mais adequado para utilizacdo biolégica do que o metanol e, os curcuminoides
identificados nos extratos - curcuminag, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina. O
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extrato, 0os compostos e o controle positivo, a quercetina, foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DM SO), com excegdo do ensaio de eliminacéo de HOCI, onde a dissolucéo
foi feita em etanol visto que o DM SO captura o HOCI e interfere na andlise (DAMASCENO
et al., 2015). Para cada ensaio, pelo menos, quatro experimentos independentes foram
realizados, usando 5 a 7 concentragdes em triplicata, para se obter os valores de 1Csp, expresso
como média £ erro padrdo da média (SEM, do inglés standard error of the mean), que foram
calculados a partir das curvas de percentagem de inibicdo em relagdo a concentracdo do
composto, utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc., La Jolla, CA).

Em cada ensaio, experimentos adicionais foram realizados para verificar os possiveis
efeitos de interferéncia dos solventes e/ou compostos em estudo, nas metodol ogias utilizadas,

e nenhum efeito direto foi observado nas condi¢des experimentais utilizadas.

4.3.6.1 Ensaio de eliminacéo de radical superoxido (O, )

O O, foi gerado pelo sistema NADH/PMS e a atividade de eiminacéo de O, foi
determinada por espectrofotometria no leitor de microplacas, através do monitoramento do
efeito do extrato etandlico e dos compostos na reducdo do NBT induzida pelo O," a 560 nm
por 2 min, como descrito por Gomes et a. (2007). O ensaio foi redizado a temperatura
ambiente. As misturas reacionais em cada um dos pocos continham os seguintes reagentes nas
concentragoes finais indicadas (volume final de 300 uL): extrato CE de C. longa (0,03 - 1,88
png/mL), ou curcuming, ou desmetoxicurcuming, ou bisdesmetoxicurcumina (0,03 - 1,88
png/mL), ou quercetina (1,88 - 60 pg/mL), dissolvidos em DM SO + NADH (166 uM) + NBT
(43,3 uM) + PMS (2,7 uM). NADH, NBT e PMS foram dissolvidos em tampéo fosfato (19
mM), pH 7,4. Os resultados foram expressos como inibicdo (em percentagem) da reducéo do

NBT para diformazan.

4.3.6.2 Ensaio de eliminagdo do perdxido de hidrogénio (H20,)

A atividade sequestradora de H,O, foi medida por monitoramento da oxidacdo da
lucigenina induzida pelo H,0,, utilizando a técnica de quimioluminescéncia, descrita por
Gomes et a. (2007). As misturas reacionais continham 0s seguintes reagentes, com as
concentragdes finais indicadas (em um volume final de 250 uL): tamp&o Tris-HCI 50 mM (pH

7,4) + extrato CE de C. longa (0,25 - 8,00 pug/mL), ou curcumina, ou desmetoxicurcumina, ou
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bi sdesmetoxicurcumina (0,12 - 4,00 ug/mL), ou quercetina (125 - 1000 pg/mL), dissolvidos
em DMSO + lucigenina (0,8 mM) dissolvida em solugdo tampédo + H,0, (1%). Os ensaios
foram realizados a 37 °C. O sina de quimioluminescéncia foi detectado no leitor de
microplacas imediatamente apds a introducdo da placa. Os resultados foram expressos como
inibicdo (em percentagem) da oxidagdo da lucigenina induzida pelo H,O,. Cada estudo
correspondeu a seis experimentos, realizados em triplicata.

4.3.6.3 Ensaio de eiminagdo do écido hipocloroso (HOCI)

O ensaio de eliminagéo do HOCI foi realizado de acordo com procedimento descrito
por Gomes et a. (2007), com base na oxidacdo de DHR arodamina 123, induzida por HOCI.
O HOCI foi preparado imediatamente antes da utilizacdo, gjustando o pH de uma solugéo a
1% (m/v) de NaOCl para 6,2, com a adicdo gota a gota de uma solucdo de H,SO;. A
concentracdo de HOCI foi ainda determinada espectrofotometricamente a 235 nm, utilizando
o coeficiente de absorcéo molar de 100 M cm™ e a diluicso apropriada (concentracgo final
de 5 uM), que foi feita em um tampéo fosfato 100 mM a pH 7,4. As solucdes de trabalho de
DHR foram diluidas no tamp&o fosfato, a partir da solucdo estoque (2,89 mM), imediatamente
antes das determinagoes e colocados em gelo, no escuro. As misturas reacionais continham os
seguintes reagentes nas concentragoes finais indicadas (em um volume final de 300 pL):
solucdo tampdo 100 mM de fosfato a pH 7,4 + extrato CE de C. longa (0,03 - 8,00 ug/mL),
ou curcumina, ou desmetoxicurcumina, ou bisdesmetoxicurcumina (0,03 - 4,00 ug/mL), ou
quercetina (0,04 - 4,80 pug/mL), dissolvidos em etanol + DHR (5 uM) + HOCI (5 pM). Os
ensaios fluorimétricos foram redlizados a 37 °C, em um leitor de microplacas, no
comprimento de onda de emissdo de 528 + 20 nm, com excitacdo a 485 £ 20 nm. O sina de
fluorescéncia foi medido imediatamente apds a introducéo da placa. Os resultados foram

expressos como inibigdo (em percentagem) da oxidacdo de DHR induzida pelo HOCI.

4.3.6.4 Ensaio de eliminac&o do oxigénio singlete (*O,)

A atividade sequestradora de O, foi realizada por monitoramento da oxidago da n&o-
fluorescente DHR & fluorescente rodamina 123 pelo 'O, , de acordo com procedimento
descrito por Gomes et a. (2007). O 'O, foi gerado por decomposicdo térmica de um
endoperoxido soltvel em &gua, previamente sintetizado, o NDPO, (COSTA et a., 2007). As
solucBes de trabaho do NDPO,, foram diluidas em tampdo fosfato 100 mM (pH 7,4) e
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preparadas imediatamente antes de cada ensaio. As solugdes de trabalho de DHR foram
diluidas em tampé@o fosfato, a partir da solucéo estoque (2,89 mM), imediatamente antes das
determinacdes e colocados em gelo, no escuro. As misturas reacionais continham os reagentes
nas seguintes concentracdes finais indicadas (em um volume final de 250 uL): extrato CE de
C. longa (025 - 800 pg/mL), ou curcumina, ou desmetoxicurcumina ou
bi sdesmetoxicurcumina (0,12 - 4,00 pug/mL), ou quercetina (0,15 - 19,20 ug/mL), dissolvidos
em DM SO + histidina (10 mM) + DHR (50 uM) + NDPO, (1 mM). Os ensaios fluorimétricos
foram realizados a 37 °C, em um leitor de microplacas, utilizando o comprimento de onda de
emissdo de 528 + 20 nm e excitagdo a 485 + 20 nm. A fluorescéncia foi medida apés um
periodo de incubacdo de 30 min. Os resultados foram expressos como inibicdo (em

percentagem) da oxidacso DHR induzida pelo 1O..
4.3.6.5 Ensaio de eliminacdo do 6xido nitrico ((NO)

A atividade sequestradora de "NO foi verificada por monitoramento da oxidacdo de
DAF-2, ndo fluorescente, ao fluorescente triazol-fluoresceina, sendo o “NO gerado pelo NOC-
5, de acordo com procedimento descrito por Gomes et a. (2007). As misturas reacionais nos
pocos continham 0s seguintes reagentes, com as concentragdes finais indicadas (em um
volume fina de 300 pL): DAF-2 (5 uM) + extrato CE de C. longa (0,25 - 8,00 pg/mL), ou
curcumina, ou desmetoxicurcuming, ou bisdesmetoxicurcumina (0,06 - 2,00 pg/mL), ou
quercetina (0,15 - 4,80 pg/mL), dissolvidos em DM SO, + NOC-5 (10 uM). Os ensaios foram
realizados a 37 °C e o sinal de fluorescéncia foi detectado apds periodo de incubagdo de 30
min, no comprimento de onda de emissdo de 528 + 20 nm, com excitagdo a 485 + 20 nm, em
leitor de microplacas. Os resultados foram expressos como inibicdo (em percentagem) da

oxidacdo da DAF-2 induzida pelo "NO.
4.3.6.6 Ensaio de eliminacdo de peroxinitrito (ONOO")

A atividade sequestradora de ONOO™ foi medida por monitoramento da reacdo de
oxidacdo de DHR néo-fluorescente para a rodamina 123, fluorescente, induzida por ONOO',
de acordo com procedimento descrito por Gomes et a. (2007). O ONOO™ foi previamente
sintetizado conforme descrito por Gomes et a. (2007). Antes de cada experimento, a
concentracdo de ONOO™ foi determinada espectrofotometricamente (€3ponm = 1670 M cm™)
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e, em seguida, foi feita a diluicdo apropriada em NaOH 0,05 M. As solugdes de trabalho de
DHR foram diluidas em tampdo fosfato, a partir da solugdo estoque (2,89 mM),
imediatamente antes das determinagbes e colocados em gelo, no escuro. As misturas
reacionais continham os seguintes reagentes nas concentragOes finais indicadas (em um
volume final de 300 pL): DHR (5 uM) + extrato CE de C. longa (0,13 - 8,00 pg/mL), ou
curcumina, ou desmetoxicurcumina (0,03 - 4,00 ug/mL), ou bisdesmetoxicurcumina (0,03-
2,00 pg/mL), ou quercetina (0,02-2,40 pg/mL), dissolvidos em DMSO + ONOO™ (600 nM).
Os ensaios foram redlizados a 37 °C. O sina de fluorescéncia foi detectado apés um periodo
de incubacdo de 2 min no comprimento de onda de emissdo de 528 + 20 nm com excitacéo a
485 + 20 nm, no leitor de microplacas. Em um conjunto paralelo de experimentos, os ensaios
foram realizados na presenca de bicarbonato de sodio (NaHCOg3) (25 mM), a fim de simular
as concentracOes fisiologicas de CO,. Os resultados foram expressos como inibicdo (em

percentagem) da oxidagdo de DHR induzida pelo ONOO .

4.3.7 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e post test Tukey ao
nivel de 95% de significancia (p < 0,05), utilizando o software GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO

A seguir encontram-se os resultados relacionados as analises realizadas com o po e os
extratos de C. longa. A andlise microbiolégicafoi realizada, afim de verificar a qualidade do
pé de C. longa e assim a integridade dos nutrientes do produto. Foram realizadas a
identificagdo e a quantificagdo dos curcuminoides nos extratos obtidos, e, em seguida, a

analise de capacidade antioxidante dos extratos e dos compostos identificados e isolados.

5.1 Analise microbiolégica do p6 da Curcuma longa

O Quadro 6 mostra o resultado da analise microbiol6gica do po de C. longa, adquirido
junto a Cooperacafrdo. A resolucdo RDC 12 de 2001 da Anvisa (BRASIL, 2001) sobre os
padrdes microbiol 6gicos para alimentos, indica a tolerancia de 10> NMP/g para coliformes a
45 °C/g (termotolerantes) de produto e auséncia de Salmonella sp./25 g para temperos. A
analise mostrou contagem <0,3 NMP/g para coliformes a 45 °C (termotolerantes) nas
diluices realizadas, 1:10, 1:100 e 1:1000, do p6 de C. longa, assim como a andlise de
Salmonella sp. mostrou auséncia desta bactéria no produto, indicando que o mesmo se
encontra seguro microbiologicamente e proprio para consumo. Microrganismos utilizam
nutrientes para se multiplicarem e assim degradam o alimento e alteram sua composi¢éo,
textura, sabor, etc. Um produto com auséncia de contaminagéo microbiol6gica, além de evitar

a disseminacdo de doencas, ainda oferece ao consumidor nutrientes integros para o consumo.

Quadro 6 - Analise microbioldgica da C. longa em po.

. L Salmonella sp.
Coliformes (NMP/g)
Amostra (em 259)
Diluicao Totais Termotolerantes

1:10 >1.100 <0,3

Ausente
C. longa 1:100 >1.100 <0,3
1:1000 >1.100 <0,3

INMP: niimero mais provével
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5.2 Definicao do tempo de extracgao para os extratos de Curcuma longa

O Quadro 7 mostra os resultados referentes aos extratos obtidos apds 6 h de refluxo e
por tempo suficiente para a amostra se tornar limpida. Observa-se um maior valor paraCTF e
percentual de reducéo do radical DPPH" para as amostras extraidas por 6 h, e menores valores
dos dois parametros para as amostras que foram extraidas exaustivamente. Como citado
anteriormente (item 2.4.2), os curcuminoides podem sofrer degradacéo pelo calor, exposicdo a
luz e auto-degradacéo, ao longo do tempo. Campos et a. (2008) indicaram que cocgoes e
armazenamento por longos periodos podem influenciar no teor de compostos com atividade
antioxidante, como &cido ascorbico, carotenoides e compostos fendlicos, dessa forma,
propuseram que o aguecimento deve ser realizado em temperaturas mais baixas e tempos mais
curtos possivel, afim de preservar compostos antioxidantes, incluindo os compostos fendlicos.
Dessa forma, pelos resultados obtidos escolheu-se trabalhar com extracdes realizadas por 6 h
com diferentes solventes, para evitar a possivel degradacéo dos constituintes quimicos, sem

comprometer o rendimento dos produtos.

Quadro 7 - Contelido Total de Fenéis (CTF) e DPPH" (ASR%) dos extratos de C. longa
(média+ DP).

CTF DPPH*
Extrato
(mg EAG/g extrato) | (ASR % - 25 ug/mL)
CM6 1147+ 4,0 26,7+ 1,20
CML 95,6+ 5,2 179+ 3,6
CHM6 190,9+5,9 21,4+0,9
CHML 453+11 16,6+ 25

*Vaores médios de trés repeticoes.

5.3 Rendimento dos extr atos definitivos

O rendimento do processo de extragdo para os extratos definitivos utilizados nas
seguintes analises esta apresentado no Quadro 8, que apresenta o percentual de rendimento

dos extratos obtidos, em relacdo a massa total usada na extragao.
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Quadro 8 - Rendimento do processo de extracéo do p6 de C. longa.

Extratos Fracdo Rendimento | Rendimento Rendimento
Q) (%) Total (%)
Extrato Hexanico e Hexanica (CH) 1,20 6,00 15.95
Metandlico Metandlica (CHM) 1,99 9,95 '

Extrato Metandlico

(CM) 4,14 20,36 20,36

Extrato Etandlico
(CE) 3,13 15,65 15,65

Observa-se que o rendimento do extrato que foi utilizado exclusivamente metanol
(CM) foi o que apresentou maior percentual de rendimento em relacéo aos outros extratos. A
extracao realizada com hexano e metanol que produziram os extratos CH e CHM, apresentou
rendimento conjunto similar ao extrato etandlico (CE). E possivel verificar que o hexane tem
menor eficiéncia na extragdo quando consideramos 0 peso do extrato e 0 mesmo diminui a
eficiéncia do etanol quando comparamos com o extrato utilizando-se apenas metanol. Dessa
forma, conclui-se que o metanol € mais eficiente na extracdo quando consideramos 0 peso
total do extrato.

5.4 I dentificacao e quantificagao dos curcuminoides por CLAE-UV dos extratos de

Curcumalonga

Os curcuminoides sdo geralmente responsaveis pelas atividades auferidas aos extratos
de C. longa; como indicado nos proximos tépicos. A andise do perfil quimico foi necessé&ria
pararelacionar tais atividades aos compostos presentes nos extratos.

Na Figura 40, estdo apresentados os espectros dos extratos obtidos de C. longa. Os
extratos CM, CHM, CE e ExtFarC apresentam banda larga e intensa, em torno de 425 nm,
caracteristica dos curcuminoides, relativa as transicdes m — 1*, de acordo com a literatura
(KIM et d., 2013; ROHMAN, 2012; VAN NONG et a., 2016) e conforme o espectro UV-
Vis da curcumina, também mostrado na Figura 37. O espectro do extrato CH apresenta banda
com menor intensidade nesse comprimento de onda. O extrato CE apresentou maior
absorvancia em 425 nm, em relagdo aos extratos CHM e CM, sugerindo uma maior
concentragdo dos constituintes, indicando que a extracdo dos curcuminoides com etanol €

eficiente. O ExtFarC apresentou absorvancia similar ao CE em concentracdo inferior, sendo
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indicativo de uma maior concentragdo de curcuminoides, neste extrato em relagdo aos outros
extratos estudados.

Figura 40 - Espectros de absor¢cdo no UV-Vis dos extratos de C. longa e da curcumina.
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Nas Figuras 42, 43, 44, 45 e 46 sdo apresentados os cromatogramas, a partir de CLAE,
referentes aos extratos derivados do po de C. longa. Os picos mostrados nos cromatogramas
foram identificados por meio de comparagdo com padrdes auténticos mostrados na Figura 38.
Foram identificados nos extratos, trés curcuminoides: bisdesmetoxicurcumina apareceu com
tempo de retencéo de 19 min, a desmetoxicurcumina em 22 min e a curcumina em 26 min, de
acordo com cromatogramas obtidos com padrdes auténticos dos curcuminoides (Figura 41).
Entretanto, nem todos os extratos apresentaram os trés compostos. Apenas os extratos CM,
CHM e CE apresentaram o0s trés curcuminoides, o extrato CH continha somente
desmetoxicurcumina e curcumina € 0 ExtFarC apresentou apenas curcumina na sua

CoOmposi ¢ao.
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Figura 41 - CLAE-UV dos curcuminoides-padrédo: a — bisdesmetoxicurcumina, b —

desmetoxicurcumina e ¢ — curcuming, em 425 nm.
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Figura 42 - Cromatograma CLAE-UV do extrato CM de C. longa. Picos correspondem:

1, bisdesmetoxicurcumina; 2, desmetoxicurcuming; 3, curcumina, em 425 nm.
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Figura 43 - Cromatograma CLAE-UV do extrato CHM de C. longa. Picos

correspondem: 1, bisdesmetoxicurcumina; 2, desmetoxicurcumina; 3, curcumina, em

425 nm.
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Figura 44 - Cromatograma CLAE-UV do extrato CH de C. longa. Picos correspondem:
2, desmetoxicurcuming; 3, curcumina, em 425 nm.
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Figura 45 - Cromatograma CLAE-UV do extrato CE de C. longa. Picos correspondem:

1, bisdesmetoxicurcumina; 2, desmetoxicurcumina; 3, curcumina, em 425 nm.
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Figura 46 - Cromatograma CLAE-UV do extrato ExtFarC de C. longa. Pico
corresponde: 3, curcumina, em 425 nm.
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O Quadro 9 lista a quantidade destes compostos nos extratos. Nos extratos CM, CHM
e CE, a curcumina esta presente em maior quantidade (247,43 - 265,20 mg/g de extrato),
seguido pela bisdesmetoxicurcumina (100,80 - 109,71 mg/g) e, em menores quantidades, a

desmetoxicurcumina (66,11 mg/g de extrato). O extrato CH apresentou as menores

quantidades de desmetoxicurcumina e curcumina, em 3,40 e 47,35 mg/g de extrato,

respectivamente. A partir destes resultados, pode-se confirmar que metanol e etanol sGo mais

eficientes na extragdo dos trés curcuminoides que o hexano. O extrato farmacéutico mostrou

em sua composiCao a presenca majoritaria de curcumina, no caso, 654,47 mg/g de extrato,

apresentando assim, maior conteido de curcumina e total de curcuminoides que os extratos
CE, CM, CHM e CH, obtidos do p6 da C. longa.
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Quadro 9 - Quantificagdo dos extratos de C. longa por CLAE, com detec¢éo a 425 nm.

Equacéo da CM CHM CH CE |ExFarC
Composto regressao linear (mg/g | (mg/g | (mg/g | (mg/lg | (Mg/g
pela area extrato) |extrato) | extrato) | extrato) | extrato)
_ _ | y=68755[c] — 82526
Bisdesmetoxicurcumina 102,48 | 109,71 ND 100,80 ND
R20,9999
_ . y =80287[c|] — 75831
Desmetoxicurcumina 66,11 68,72 3,40 69,10 ND
R20,9997
. y =54110[c] — 85570
Curcumina 249,12 | 247,43 | 47,35 | 265,20 | 654,47
R20,9998
Total de curcuminoides 417,71 | 425,86 | 50,75 | 435,10 | 654,47

[c] concentracdo do curcuminoides. ND Né&o detectado.

Revathy et a. (2011) relataram a presenca dos trés curcuminoides em extratos de
rizomas de C. longa coletados em Assam, india, preparados com acetona, cloroférmio,
hexano, metanol, acetato de etila e hexano/metanol e foram encontrados valores entre 7,57% e
43,50%. O extrato obtido com acetona apresentou a maior quantidade de curcuminoides
(43,50%), semelhante aos extratos CE, CM e CHM do presente estudo, como mostra o
Quadro 10.

No entanto, as proporgdes de curcuminoides encontradas pelos autores foram
diferentes dos nossos resultados, o extrato em acetona de C. longa apresentou mais
desmetoxicurcumina do que bisdesmetoxicurcuming, ao contrério dos extratos CE, CM e
CHM do presente estudo.

Jayaprakasha;, Rao; Sakariah (2002) investigaram extratos metandlicos de C. longa,
colhida em diferentes locais da india e, utilizando método de extragdo similar, em extrator
Soxhlet, com hexano por 30 min e seguido de metanol por 2 h, e encontraram valores entre
2,34 — 9,18% de curcuminoides, bem abaixo dos apresentados pelos extratos metandlicos do
presente estudo. Esta diferenca pode estar relacionada com o procedimento de extracéo e/ou
solventes utilizados, indicando que o metanol durante 6 h pode ser mais eficiente na extragéo
de curcuminoides.

Embora, muitos estudos relatem a presenca exclusiva de curcuminoides em extratos de
C. longa, existem relatos que registram a presenca de outros compostos. Como exemplo,
Karioti et a. (2011) verificaram a presenca de sesquiterpenoides (ar-turmerona, a-turmerona,
B-turmerona e curlona) (Figura 22) e aguns &cidos fendlicos (acido E-cumérico, vaniling,
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&cido E-ferdlico) em extrato de C. longa. No entanto, a presenca de écidos fendlicos pode ser
devida a produtos de degradacdo dos curcuminoides, durante o0 processo de extragdo
(ESATBEYOGLU et a., 2015; KARIOTI et a., 2011; KUMAR et a., 2006; MONDAL,;
GHOSH; MOULIK, 2016; SALEM; ROHANI; GILLIES, 2014). Assim, por serem produtos
relacionados com a degradacéo de curcuminoides, juntamente com as informagdes sobre as
propriedades biologicas relacionadas a C. longa serem atribuidas principalmente aos
curcuminoi des presentes no rizoma, a caracterizagéo de compostos fendlicos de extratos de C.
longa se concentra principalmente na identificagdo e quantificagdo de curcuminoides,
buscando sempre o desenvolvimento de métodos mais simples e eficientes para a separacéo,
identificagdo e quantificagdo dos mesmos (ANUBALA; SEKAR; NAGAIAH, 2014, LONG
et al., 2014).

Quadro 10 - Percentual em curcuminoides, em extratos de C. longa, oriundos de

diferentes locais.

Referéncia Extracao/ Total de
I dentificacdo Extrato C D B curcuminoides*

Metanol (CM) | 24,91% | 6,61% | 10,25% 41.77%
Soxhlet Hez‘(/:'\ﬁ"ﬁ"’;“o' 2474% | 6,87% | 10,97% 42.59%

Autora (2017) (6h) Hexano (CH) | 4,74% | 0,34% : 5,08%
CLAE Etanol (CE) | 26,52% | 6,91% | 10,08% 4351%

Farmacéutico 0 i i 0
(BxtraC) | 0345% 65,45%
Acetona | 22.80% | 14.20% | 6,50% 43.50%
Soxhlet Cloroformio | 19,7% | 12,15% | 5,05% 36,90%

Revathy et a (é‘ 0 Hexano 6,50% | 1,03% | 0,04% 757%
(20{1) ' Metanol 15,68% | 9,90% | 4,73% 30,30%
CLAE Acztt?ltg de | 13769 | 11.60% | 5.20% 35,50%
Hex/Metanol | 18,10% | 11,20% | 6,10% 35,40%

Salem- 414% | 2,88% | 2,16% 9.18%

M etanol

Jayaprakaha; Soxhlet “Mysore- . . o .
Rao; (30 min/2 h) Metanol 1,06% | 0,86% | 042% 2,34%

Sakariah “Erode- . . 0 .
2002) CLAE Metendl 4,00% | 336% | 1,75% 9.11%
Eﬂt?(;f“ 5650 | 0,83% | 0.62% 7.10%

C = curcuming, D = desmetoxicurcumina, B = bisdesmetoxicurcumina; Percentual de total de
curcuminoides em relacdo ao peso total de extrato seco;  Locais de cultivo.
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5.5 Contetido total de fendis e capacidade antioxidante frente a radicais nao bioldgicos
dos extratos de Curcuma longa, curcuminoides e padr 6es antioxidantes

O Quadro 11 apresenta os resultados obtidos para o CTF e a capacidade antioxidante
pel os métodos do DPPH" e FRAP, para os extratos CM, CH, CHM, CE e ExtFarC.

Quadro 11 - Conteudo total de fendis (CTF), FRAP e DPPH’ (ASR% e ICsy) dos
extratos de C. longa (média+ DP).

CTF FRAP DPPH* | Cso em relacdo
Extrato (mg EAG/g (mg ET/g (ASR % - 25 ao DPPH*
extrato)® extrato) ng/mL) (Mg/mL)

CM 209,90+ 12,12° | 114,60+27,60° | 4550+8,20° | 27,68+0,13°
CHM 236,80+ 53,19° | 123,50+ 13,10° | 54,80+0,90° | 26,67+0,53"
CH 66,82 + 8,15° 16,60 + 490° | 10,10+290° | 43,459 OHIM
CE 255,80+ 17,33° | 158,00+ 3,00° | 5520+0,70° | 19,45+ 0,24°
ExtFarC | 616,90+ 31,007 | 436,30+ 32,30 | 8500+0,90° | 13,84+ 0,06

'"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas ndo diferem entre s peo Teste de
Tukey (p < 0,05). Valores médios de trés repeticdes. *Efeito de sequestro (média %) na maior
concentracdo testada (em sobrescrito).

O ExtFarC apresentou maior conteido de fendis totais, 616,90 £ 31,00 mg EAG/g de
extrato, seguido dos extratos CE, CHM e CM, que apresentaram valores de 255,80 + 17,33,
236,80 + 53,19 e 209,90 + 12,12 mg EAG/g de extrato, respectivamente (Quadro 11). O
extrato CH foi 0 que apresentou menor contelido de fendis totais em relacdo a todos os
extratos estudados (66,82 + 8,15 mg EAG/g de extrato).

O Quadro 11 mostra, também, os resultados da atividade antioxidante pelo método do
DPPH’ para os extratos de C. longa na concentracéo de 25 pg/mL e o ICsp para o ensaio com
DPPH’. O ExtFarC foi o que apresentou maior percentual de inibicdo (85,01 = 0,94 %),
seguido do CE (55,20 + 0,70 %), CHM (54,83 £ 0,91 %) e CM (45,50 £ 8,20 %). O CH foi o
que apresentou menor percentual de inibicdo, apenas 10,10 + 2,90 % para a concentragdo
citada, muito inferior aos outros extratos estudados.

Em relagdo a0 ICs, para 0 DPPH’, o CE e o ExtFarC apresentaram menores valores
de ICso dentre os extratos estudados, 19,45 + 0,24 e 13,84 = 0,06 pg/mL respectivamente,
enguanto que o CM e o CHM foram de 27,68 £ 0,13 e 26,67 + 0,53 pg/mL, respectivamente,
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todos estatisticamente diferentes. Aliado aos dados da identificagdo e quantificacéo dos
curcuminoides, observa-se que a atividade antioxidante frente ao DPPH’, eleva-se com o
aumento da quantidade de curcumina presente, como é observado pelos ExtFarC, seguido
pelo CE, indicando que a curcumina pode ter uma maior atividade antioxidante frente a esse
radical quando comparado aos outros curcuminoides. O extrato CH néo acangou 50% de
inibicdo nas concentracbes estudadas (5 - 300 pg/mL), alcancando apenas 43,45% de
atividade namaior concentragdo trabal hada.

Sobre os valores pelo método de FRAP, o ExtFarC apresentou maior valor (436,30 +
32,30 umol ET/g extrato) e com isso maior atividade frente a este método e estatisticamente
diferente dos outros extratos. Os extratos CM, CHM e CE apresentaram atividades
estatisticamente semelhantes e o CH foi 0 extrato que apresentou menor atividade em
comparagdo com 0s outros extratos, indicando menor atividade pelo método de FRAP
(Quadro 11).

Na literatura, séo encontrados diferentes valores de conteidos totais de fendis pelo
método de Folin—-Ciocalteu para extratos de C. longa (Quadro 12). Os valores obtidos para 0s
extratos metandlicos CM e CHM, no presente estudo, foram maiores gque os registrados por
Hirun; Utama-Aang; Roach (2014), a0 estudarem extratos metandlicos de rizomas de C.
longa da Tailandia, tratados por micro-ondas em diferentes poténcias e tempos de contato,
assim como, Danciu et al. (2015) encontraram valor menor de CTF para o extrato etandlico,
quando comparado ao extrato CE estudado. Essas diferencas podem ser atribuidas ao local de
cultivo ou aos processos de tratamento/extracéo realizados. Por outro lado, Martinez-Correa et
al. (2016) registraram valores equivalentes de CTF para os extratos etandlicos em relacdo ao
extrato CE do presente estudo (Quadro 12).

Sobre os vaores de ICsy para 0 DPPH", Hirun; Utama-Ang; Roach (2014), apos
investigagdo de extratos metandlicos de C. longa, indicaram que apenas 3 tratamentos dos 9
realizados apresentaram menores valores de 1Csy (23,41 — 24,12 ug/mL), o restante
apresentou maiores valores em relacdo aos extratos CM e CHM. Semelhante ao presente
extrato etandlico, com menor ICsp em relacdo aos extratos metandlico e hexanico, Martinez-
Correa et d. (2016) também encontraram os menores |Csp para 0s extratos etandlicos, em
relacdo ao extrato aquoso, indicando que o etanol € mais eficiente na extragdo de compostos,

com atuacdo frente ao DPPH".
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Quadro 12 - Contetdos totais de fendis (CTF) e DPPH" (ICsp) em extratos de C. longa
registrados na literatura.

CTF

. Local da | Tratamento/Extracao/ [Cso - DPPH*®
Referéncias amostra Solvente (mg EAG/g (pMg/mL)
extrato)
Hirun; Utama | Chiang | |rai@mentopormicro- | 5,60, 1300 | 2341+ 13,61
. . ondas. Extracdo
Aang; Roach Mai, (metanol) e a a
(2014) Tailandia . ~ 113,10+ 17,70 59,56 + 6,96
centrifugacéo
Danciu et al. Timisoara, | Extragéo (etanol) 70 °C i
(2015) Roménia por 2 h 182,00+ 0,60
vao | (@ (mesncoy | 4RO |
Martinez-Correa Grosso 25°C, por 42 h .
etal. (2016) Brasil '%g;ﬂ%?;’ (S‘Cgprﬁrgr;g%a 45300+31 | 33,60+ 0,40
CO,), 25°C, por 42 h 430,00 + 12,00 14,00 + 1,00

Para obter dados adicionais sobre a atividade dos curcuminoides presentes nos
extratos, foi realizada andlise por CLAE-UV, dainteragdo entre os mesmos e o DPPH", sendo
aandlise em CLAE-UV redlizada a partir dos respectivos extratos antes e apds a reacdo com o
DPPH’. A Figura 47 mostra os cromatogramas resultantes do experimento DPPH'-CLAE-
UV, para os extratos de C. longa, antes e depois da reacdo com o DPPH’, por 30 minutos.
Observa-se a reducéo da intensidade dos trés picos relacionados aos curcuminoides,
congtituintes dos extratos CM, CHM e CE, indicando uma atividade antioxidante dos trés
compostos, com reducdo entre 6,65 - 24,22% para a bisdesmetoxicurcumina, entre 49,13 -
62,97% para a desmetoxicurcumina e entre 53,86 - 81,93% para curcumina (Quadro 13),
sendo areducdo mais evidente nos picos relacionados a curcumina e a desmetoxi curcumina.

Ocorreu a reducdo total dos dois picos relacionados a desmetoxicurcumina e
curcumina no extrato CH. O DPPH’, em excesso, reagiu totalmente com os constituintes
quimicos. A associagdo com os dados de |Csopprr, € Sempre necessaria. No ExtFarC ndo foi
possivel comparar a reducdo dos picos entre compostos e assim indicar qual teria maior
atividade antioxidante, pois 0 extrato apresentou majoritariamente curcumina, ndo indicando
por CLAE a presenca de desmetoxicurcumina e bi sdesmetoxicurcumina.

Ressalta-se ainda, uma maior reducéo do pico da curcumina nos extratos que possuem
0s outros curcuminoides, CM, CHM e CE, do que quando 0 extrato possui apenas curcumina
gue é o caso do ExtFarC, sendo talvez um comportamento antioxidante sinérgico dos

compostos em relagdo ao DPPH’ (Quadro 13), fato que suscita investigacdo futura.
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Figura 47 - Cromatogramas DPPH -CLAE-UV dos extratos CM, CHM, CH, CE e

ExtFarC de C. longa antes e depois da reacdo com DPPH", por 30 minutos, a 425 nm.

Picos correspondem a: 1, bisdesmetoxicurcumina; 2, desmetoxicurcuming; 3, curcumina.
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Quadro 13 - Percentual de reducdo dos picos dos curcuminoides, ap0s a reagdo com
DPPH’, por CLAE-UV, nos extratos de C. longa.

CM CHM CH CE ExtFarC
Compostos (% de (% de (% de (% de | (% de
reducéo) |reducdo) | reducao) |reducdo) | reducao)
Bisdesmetoxicurcumina 8,26 24,22 - 6,65 -
Desmetoxicurcumina 49,13 62,97 100 58,92 -
Curcumina 66,37 79,71 100 81,93 53,86

Diante, dos dados acima expostos, verificou-se que a curcumina foi encontrada em
maior concentracdo em todos os extratos estudados e apresentou maior atividade antioxidante
frente a0 DPPH’ como mostrado na andlise pelo DPPH’-CLAE-UV. Dessa forma, foi
redlizado o ensaio de atividade antioxidante frente ao DPPH’ desse composto isolado e
comparado com 0s principais compostos utilizados como antioxidantes, quanto a A SRppp1%b.

O Quadro 14 apresenta os 1Csp da curcumina e de compostos usualmente utilizados
como padrdes em ensaios antioxidantes para 0 DPPH" em pmol/mL. Como indicado no item
2.2.3, a atividade antioxidante em relacdo ao DPPH" de compostos fendlicos é em geral
relacionada a0 numero de grupos hidroxila disponiveis na molécula, entretanto a quimica
radicalar é complexa e, de modo geral, da origem a multiplos produtos sendo um obstaculo
para 0 uso do presente método. Mas, em relacdo aos dados encontrados, a curcumina
apresentou menor 1Csp que o BHT e o Trolox, e ndo diferiu significativamente do acido
ascorbico. Apenas 0 acido cafeico, quercetina e acido galico foram mais efetivos que a

curcuminaem relacéo areducdo do DPPH’, pois apresentaram valores de 1 Csy menores.
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Quadro 14 - 1Csopppy. da curcuminag, Trolox, acido cafeico, querceting, acido galico,

BHT e acido ascorbico (média + DP).

Composto | Cso em relagdo ao DPPH®

(10" pmol/mL)

Curcumina 14,85 + 0,59°
Trolox 17,66 + 0,80
Acido Cafeico 11,92 + 0,84°
Quercetina 8,27 + 0,59°
Acido Gdlico 5,85+ 0,27
BHT 41,95+ 1,772
Acido Ascorbico 15,83 + 0,13

*Médias seguidas pelas mesmas letras minlusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey (p < 0,05). Valores médios de trés repeticoes.

Compostos que possuem substituintes na posicdo orto- ou para-, COmo
quercetina, acido gdlico, &cido cafeico, curcumina e trolox, compostos que apresentaram
os melhores resultados (Figura 48), podem reagir com o DPPH" apés a doacédo de
hidrogénio radicalar a partir de uma hidroxila fendlica, pelas reacdes 2 e 3 que foram
mostradas na Figura 11.

Também se indica a importancia da posicdo de segundo e terceiro grupos hidroxila,
pois compostos que apresentam a segunda hidroxila na posicdo orto- ou para- tém uma
atividade mais elevada do que quando em meta-, como se verificou para a quercetina, acido
cafeico e écido gdlico, da mesma forma pela substituicdo orto-metoxi como encontrado na
curcumina, compostos estes que foram mais eficientes que o Trolox e o BHT (Figura 438).
Outro ponto abordado € a presenca de um grupo eletroatraente ou a auséncia de qualquer
grupo eletrodoador que reduz consideravelmente a eficiéncia anti-radicalar, que foi o caso do
Trolox, um dos antioxidantes menos eficientes, nessa avaliacéo (Figura 48 e Quadro 14).

No caso do acido ascorbico, 0 mesmo apresentou-se bastante eficiente no ensaio de
atividade antioxidante frente a0 DPPH", pois pode reagir com duas moléculas de DPPH’

como mostrado na Figura 13, pelas duas hidroxilas endlicas que possui (Figura 48).
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Figura 48 - Estruturas da curcumina e de antioxidantes utilizados no ensaio comparativo
do DPPH".
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Fonte: Autora (2017).

O comportamento cinético das reagGes com 0s respectivos compostos esta ilustrado na
Figura 49.
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Figura 49 - Comportamento cinético da curcumina, Trolox, &cido cafeico, quercetina,

acido gdlico, BHT e acido ascérbico frente ao DPPH".
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O Trolox, o &cido cafeico, o é&cido gdlico e o &cido ascorbico, em concentragdes
préximas aos seus valores de ICsp, tém comportamentos semelhantes diante do DPPH®, com
sequestro quase total até os primeiros 5 min. A curcumina e a quercetina, por sua vez, tém
uma acdo mais lenta e gradual até os 30 min. Para o BHT, a acdo é bem mais lenta do que
aquela dos outros compostos, diante do DPPH". A cinética mais lenta é caracterizada por
curvas hiperbdlicas levando mais tempo para atingir um estado estacionario. O perfil de acéo
relacionado ao tempo ndo indica melhor atividade; diante de espécies reativas existentes no
meio bioldgico isso se torna relativo devido a espécie-alvo. Algumas espécies reativas tém
ac30 muito rapida e uma meia vida mais curta, como por exemplo o 'O, e 0 HO' e outras,
como o H,O; e 0 O, podem ter acdo mais lenta, mas passar mais tempo em contato com
biomoléculas, atravessar membranas ou participar de reagdes na formacéo de outras espécies
mais deletérias, podendo, dessa forma, necessitar de antioxidantes com perfis diferentes
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Entdo, ha aplicacdo para os diferentes oxidantes, a
depender da situacdo. A sinergia entre eles pode ser uma caracteristica potencialmente Util.

O ensaio preliminar do DPPH"-CLAE-UV também foi realizado com a curcumina e os
compostos antioxidantes do Quadro 14. As Figuras 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56 mostram os
cromatogramas dos compostos, do DPPH" e dos compostos com DPPH®, apés contato por 30
min, nos seus devidos e respectivos comprimentos de onda. Observa-se uma reducdo dos
picos referentes aos compostos antioxidantes em questdo nos cromatogramas, apos a reagéo,
quando comparados aos cromatogramas dos compostos isolados. Entretanto, quando se
comparam 0s cromatogramas antes e ap6s a reacdo do DPPH’, observa-se que houve um
aumento nos picos apos a reagdo com todos 0s compostos.

No ensaio espectrofotométrico de obtencdo de |Csopppy., Observou-se diminuicdo da
absorvancia relacionada ao DPPH’", entretanto neste ensaio ndo foi possivel verificar a
diminuicdo do pico relacionada a0 composto. A diferenca da molécula de DPPH" apés a
reacdo com substancia antioxidante € de um hidrogénio, formando DPPH-H. Boudier et al.
(2012) afirmaram que nos ensaios realizados com DPPH’, pela semelhanca das moléculas
antes e apos a reagdo, pode-se ndo verificar a separacdo entre eles, sendo necessario um
método especifico para detectar os produtos reacionais. Uma possibilidade é a andlise dos
antioxidantes oxidados.

Como exemplo, na curcumina, houve diminuigdo de seu pico, em torno de 51,5 min, e

surgimento de novos picos em torno de 52,5 e 53,5 min, o que pode estar relacionado aos



109

produtos formados, a partir da oxidagcdo do mesmo pelo DPPH" (Figura 50), ndo identificados
no escopo deste trabal ho.

No Trolox, o0 pico respectivo, em tempo de retengdo em torno de 40,1 min, diminuiu
consideravelmente, quando em presenca do DPPH", com surgimento de um novo pico, em
tempo de retencdo de 38,8 min (Figura51).

O &cido cafeico, a quercetina e o acido ascorbico apresentaram picos em torno de 12
min, 31 min e 4 min, respectivamente, entretanto, o perfil cromatografico ndo indicou
mudangas claras, apenas a diminuicdo dos picos relacionados aos respectivos compostos,
indicativos de reacdo dos mesmos com o DPPH®, porém o método de deteccdo usado nédo
permitiu definir os produtos de reacéo gerados (Figuras 52, 53 e 54). Trabaho neste sentido
encontra-se em andamento.

O cromatograma do acido galico revelou dois picos unidos em torno de 4 min e apés a
reacdo com o DPPH’ os dois picos apresentaram diminuicéo, indicando reacéo do composto
com o radical, entretanto assim como o &cido cafeico, a quercetina e o acido ascorbico néo
houve surgimento de novo pico, ou sgja, ndo foi possivel a deteccdo do novo composto
produzido nareagdo, nas condic¢des usadas (Figura 55).

O BHT foi detectado em torno de 62,5 min e, apés a reagdo com o DPPH" houve
surgimento de um novo pico em 62 min no cromatograma, aém da diminuicdo do pico

relativo ao BHT antes dareacéo (Figura 56).
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Figura 50 - Cromatogramas do DPPH", da curcumina e da curcumina+DPPH", apés a

reagéo por 30 min, a425 nm.
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Figura 51 - Cromatogramas do DPPH", do Trolox e do Trolox+DPPH" apés a reacao,

por 30 min, a281 nm.
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Figura 52 - Cromatogramas do DPPH", do acido cafeico e do acido cafeico + DPPH",

apoés areacdo, por 30 min, a 325 nm.
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Figura 53 - Cromatogramas do DPPH", da quercetina e da quercetina + DPPH" apds a

reacao, por 30 min, a 260 nm.
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Figura 54 - Cromatogramas do DPPH", do acido ascérbico e do acido ascorbico+DPPH’

apoés areacdo, por 30 min, em 260 nm.
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Figura 55 - Cromatogramas do DPPH", do acido gélico e do acido galico+DPPH" apés a

reacao, por 30 min, a 281 nm.
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Figura 56 - Cromatogramas do DPPH", do BHT e do BHT+DPPH" apds a reacao, por 30

min, em 281 nm.
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5.6 Ensaios de capacidade sequestradora de espécies reativas de oxigénio e espécies
reativas de nitrogénio

Para os ensaios de capacidade sequestradora de EROs e ERNS, escolheu-se o extrato
etandlico (CE), em razdo dos melhores resultados apresentados frente as andlises de atividade
antioxidante com radicais ndo biol6gicos. Além disto, a utilizagdo de etanol € mais adequada,
em relacdo aos extratos hexanico e metandlico, para utilizagdo nutracéutica. O ExtFarC apesar
de ter apresentado resultados superiores ndo se torna adequado, visto ndo conhecermos o
processo de extracdo do mesmo.

Os dados referentes ao extrato CE e aos curcuminoides identificados no extrato em
relacdo areatividade frente as EROs e ERNs séo mostrados a seguir.

O Quadro 15 lista os resultados para atividade sequestradora de EROs para o0 extrato
CE de C. longa, os curcuminoides e o controle positivo (quercetina). Nenhuma atividade de
inibicdo em relacdo ao O, e H,O, foi encontrada para o CE e curcuminoides isolados, nas
concentracdes utilizadas para andlise. Concentragdes mais elevadas mostraram efeitos diretos
dos extratos e curcuminoides, inviabilizando a andlise. Entretanto, a falta de atividade do
extrato e dos compostos para essas duas espécies pode ndo ser considerada um aspecto
negativo. Algumas espécies reativas sdo produzidas naturalmente no organismo com funcdes
importantes para 0 mesmo; apesar dos efeitos danosos, 0 O, tem importancia vital para as
células de defesa e sem ele, 0 organismo pode ficar desprotegido contra infec¢es causadas
por virus, bactérias e fungos, ele é gerado in vivo por fagoécitos ou linfécitos e fibroblastos
durante o processo inflamatorio, afim de combater corpos estranhos, assim como o H,O, que
também é utilizado pelos fagécitos na producéo de écidos hipoal ogenosos, que sdo oxidantes
muito efetivos no combate a virus, bactérias e outros corpos estranhos (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Desta forma, antioxidantes que ndo tenham acgdo contra as duas espécies reativas
citadas, mas que possuam capacidade sequestradora seletiva, frente as outras espécies podem
se tornar de maior relevancia no combate a0 estresse oxidativo, sem interferir em funcdes

indispensaveis do organismo, como o sistema de defesa.
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Quadro 15 - Atividade sequestradora de O,'~, HOCI, 'O, e H,0, (ICso, média + SEM)
do CE de C.

desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina) e do controle positivo (quercetina).

longa, curcuminoides identificados no extrato (curcumina,

|Cs0 (Mg/mL)
Amostra Oy HOCI 0, 0,
CE NALEHIME 1091 +0,11° | 36%+3HI™- NAZHIM
Curcumina NALSHIML 1035 + 0,037 | 4904+ *HIME NA*HImE
Desmetoxicurcumina NALEHIME 1057 +0,03% | NA*HIME NA*HIM
Bisdesmetoxicurcumina | NA®H™- 1026+ 0,032 | NA*HIM- NAZHImE
) Quercetina 13,6 + 2,5 0,20+ 0,03* | 2,22+ 0,10 318+ 16

Nenhuma atividade foi encontrada na maior concentragdo testada (em sobrescrito). *Efeito de
sequestro (média %) na maior concentracdo testada (em sobrescrito). Valores médios seguidos pelas
mesmas letras em cada coluna ndo diferem significativamente, parap < 0,05 no teste de Tukey.

Para o 'O,, apenas o extrato CE e a curcumina mostraram resultados positivos, no
entanto, apenas 36% e 49% de atividade, respectivamente, nas concentracdes mais elevadas
que a andise permitiu. Maiores concentragdes causavam interferéncia na andise, néo
produzindo dados confidveis (Figura 57). O 'O, é uma das formas mais deletérias do
oxigénio, entretanto, a sua meia-vida em meio aquoso € muito pequena, pois ele se choca com
moléculas de H,0, desativando-se e retornando a forma de oxigénio tripleto, dessa forma,
extratos ou compostos que ndo tenham atividade ou tenham baixa atividade ainda podem ser
considerados como bons antioxidantes, se apresentarem atividade para outras espécies
reativas.

Figura 57 - Atividade sequestradora do extrato CE de C. longa, da curcumina e do

controle positivo (quercetina) contra o oxigénio singlete (*Oy).
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*Cada ponto mostra a média e as barras do erro padréo da média (SEM) e representa os valores
obtidos a partir de quatro ensaios realizados em triplicata.
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No ensao de eliminagdo do HOCI, os curcuminoides mostraram atividade
significante, quando comparados ao controle positivo (quercetina) (Figura 58). O extrato CE
apresentou valor mais elevado de 1Csy (0,91 = 0,11 pg/mL) em comparagdo aos
curcuminoides e o controle positivo (quercetind); os curcuminoides mostraram 1Cs
semelhante entre eles, 0,32 + 0,03 pg/mL, 0,27 = 0,03 pg/mL e 0,26 £ 0,03 pg/mL para
curcuming, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcuming, respectivamente, sem diferenca

significativa em comparacdo com o controle positivo (0,20 + 0,03 pg/mL).

Figura 58 - Atividade sequestradora do extrato CE de C. longa, dos curcuminoides
identificados no extrato (curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcuminag) e do

controle positivo (quercetina) contra o &cido hipocloroso (HOCI).
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*Cada ponto mostra a média e as barras do erro padrdo da média (SEM) e representa os valores
obtidos a partir de seis ensaios, realizados em triplicata.

Yue et a. (2014) propds que 0 mecanismo de acdo contra o HOCI da curcumina seria
por meio da metoxila, conforme abordado anteriormente nos mecanismos de acéo
antioxidante da curcumina frente ao HOCI, entretanto observa-se que a agdo contra o HOCI
foi similar para os trés curcuminoides estudados incluindo a bisdesmetoxicurcumina que n&o
possui as duas metoxilas da curcumina, dessa forma, 0 mecanismo de acéo direto contra o
HOCI pode estar relacionado ao grupo CH> ou as hidroxilas fendlicas, comuns entre as trés
mol éculas.

Como abordado anteriormente, o HOCI é importante e potente agente no processo de
defesa do organismo contra agentes microbianos, porém se o mesmo € produzido de forma

exacerbada pode gerar uma série de complicacfes por reagir com uma séries de moléculas,
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causando modificagdes e produzindo outras espécies reativas como ja discutido (HAWKINS,
PATTISON; DAVIES, 2003; PANASENKO; GORUDKO; SOKOLOQV, 2013).

Os resultados para atividade sequestradora de ERNs séo mostrados no Quadro 16 e
nas Figuras 59, 60 e 61, para o extrato CE de C. longa, curcuminoides identificados no extrato
e controle positivo (quercetinag). Parao "NO, apenas o bisdesmetoxicurcumina ndo apresentou
atividade nas concentracbes permitidas para a andlise deste composto. O extrato CE
apresentou atividade com valor de ICs de 2,43 + 0,42 ug/mL, maior que a quercetina, porém,
a curcumina e a desmetoxicurcumina apresentaram valores de 0,98 + 0,06 e 0,71 £ 0,13
pmg/mL, respectivamente, sem diferenca estatistica em comparagcdo com o controle positivo
(0,48 £ 0,12 pg/mL).

Quadro 16 - Atividade sequestradora de “NO e ONOQO™ (com e sem 25 mM NaHCO3)
(ICsp, média + SEM) do CE de C. longa, curcuminoides identificados no extrato
(curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina) e do controle positivo

(quercetina).

|Cso (Hg/mL)
Amostra ‘NO ONOO ONOO
sem NaHCO; com NaHCO;
CE 2,43+ 0,42° 1,49 + 0,35° 0,72 + 0,05
Curcumina 0,98 + 0,06? 0,45 + 0,117 0,32 + 0,06%
Desmetoxicur cumina 0,71+ 0,13 0,40 + 0,072 0,37 + 0,072
Bisdesmetoxicurcumina NAZHIm- 0,88 + 0,23%® 0,37 + 0,05%
Quercetina 0,48 + 0,12 0,29 + 0,02 0,28 + 0,05%

"ANenhuma atividade foi encontrada na maior concentraco testada (em sobrescrito). Valores médios
seguidos pelas mesmas letras em cada coluna ndo diferem significativamente a p < 0,05 no teste de
Tukey.
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Figura 59 - Atividade sequestradora do extrato CE de C. longa, dos curcuminoides
identificados no extrato (curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina) e

do controle positivo (quercetina) contrao “NO.
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* Cada ponto mostra a média e as barras do erro padréo da média (SEM) e representa os valores
obtidos a partir de quatro ou mais ensaios realizados em triplicata.

Para a atividade de eliminagdo do ONOO, os ensaios foram realizados com e sem
NaHCO;3. Os ensaios realizados com NaHCO3 séo importantes para simular as concentragoes
fisiolégicas de CO,, pois a reacdo entre 0 CO, e 0 ONOO™ é predominante (GOMES et 4.,
2007). Em geral, no ensaio com NaHCOg3, o extrato CE, os curcuminoides e o controle
positivo (quercetind) mostraram valores de 1Csp mais baixos do que os testes realizados sem
NaHCO;3; (Quadro 16). O extrato CE mostrou valor de 1Csy superior aos curcuminoides e ao
controle positivo (quercetina) para ambos 0s ensaios, mostrando diferenca estatistica em
relacdo a curcumina, a desmetoxicurcumina e ao controle positivo (quercetina), mas nao
houve diferenca estatistica em relagdo a bisdesmetoxicurcumina para 0s ensaios sem
NaHCO;. No entanto, os curcuminoides isolados mostraram uma atividade semelhante a
quercetina para ambos os ensaios sem nenhuma diferenca estatistica do controle positivo em
termos de valores de 1Cs (Quadro 16).
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Figura 60 - Atividade sequestradora do extrato CE de C. longa, dos curcuminoides
identificados no extrato (curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina) e

do controle positivo (quercetina) contrao ONOO", sem NaHCO:s.
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*Cada ponto mostra a média e as barras do erro padréo da média (SEM) e representa os valores
obtidos a partir de quatro ou mais ensaios realizados em triplicata.

Figura 61 - Atividade sequestradora do extrato CE de C. longa, dos curcuminoides
identificados no extrato (curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina) e

do controle positivo (quercetina) contrao ONOO™, com NaHCOs.
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*Cada ponto mostra a média e as barras de erro padréo da média (SEM) e representa os valores
obtidos a partir de quatro ou mais ensaios realizados em triplicata.
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A partir da andlise dos resultados referentes a captagdo das EROs e ERNs em relacéo
ao extrato CE de C. longa e dos curcuminoides, verifica-se que 0s curcuminoides apresentam
melhores resultados, com valores de 1Csp mais baixos que o0 extrato, sendo 0s curcuminoides
estatisticamente similares ao controle positivo (quercetina) nos ensaios do HOCI, ‘NO e
ONOQO'. Entretanto ressalta-se que o extrato ndo tem 100% de curcuminoides como no ensaio
realizado com as substancias puras. Na identificacdo e quantificacdo dos curcuminoides por
CLAE-UV, o extrato CE apresentou 43,51% de contetido em curcuminoides (Quadro 8).

Sadowska-Bartosz; Adamczyk; Bartosz (2014) estudaram a atividade antioxidante de
flavondides contrao ONOQO', verificando diferentes eficiéncias protetoras por varios tipos de
ensaios e afirmaram que uma mistura de flavonoides presentes nos alimentos pode ser mais
eficaz do que a suplementacdo com um Unico flavondide. Além disso, de um modo geral,
porém com excecles perigosas, extratos obtidos de produtos naturais sdo mais seguros na
utilizagdo diaria na dieta de humanos e animais, sendo também mais acessivels,
principalmente do ponto de vista econdmico, quando comparados com substancias isoladas e
purificadas. Esses dados podem indicar que a utilizagdo do produto natural ou do extrato
advindo do mesmo, contra os danos que as EROs e ERNs podem gerar, podem ser a chave
para o combate a doencas relacionadas ao desbalanco redox de uma forma simples e segura,
podendo haver beneficios de multiplos compostos de forma individual ou sinérgica, neste
caso dos curcuminoides presentes no rizoma de C. longa.

No Quadro 17, faz-se a comparagéo entre valores de 1Csy encontrados no presente
estudo com valores encontrados por alguns autores que estudaram atividade sequestradora de
EROs e ERNSs de extratos vegetais, pel os mesmos métodos.

Os valores de ICsp no ensaio de inibicdo do &cido hipocloroso foram menores que 0s
valores encontrados por Ribeiro et a (2014) para polpa e casca de aracarosa, mas com
tendéncia semelhante aos resultados de Chisté et al. (2011) e Berto et al. (2015) para os
extratos de colorau e bixina, araca-rosa e pajura, respectivamente. Parao "NO e ONOO™ (com
e sem NaHCOj3) destacam-se os valores de ICs, apresentados pelo extrato CE, quando
comparados com o0s demais. O presente extrato apresentou valores menores quando
comparados com os extratos dos demais. Isso indica uma maior atividade do extrato de C.
longa e dos curcuminoides, indicando maior eficiéncia no sequestro das espécies reativas em
menores concentracgdes, quando comparadas com outros tipos de plantas.
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Quadro 17 - Comparagdo entre resultados obtidos em relacdo a capacidade sequestradora do
presente estudo, com dados registrados, a partir dos mesmos métodos.

Autora(2016) | Chistéeta. (2011) | Ribeiroetal. (2014) | Berto et al. (2015)
Amostras
- Extratos de polpa,
Espeq € | Extrato de Acafrdo- | Extratos de semente de Extratos de pgl PA€ 1 casca e sementes
Reativa . casca de aracé-rosa .
daterra(C. longa) | colorau (Bixa orellana (Psidium de pgura
e curcuminoides | L.) e composto bixina . (Couepia
cattleianum)
bracteosa)
- NA polpae casca
(O] NA (extratos) 3
NA 26,0 pg/mL. (bixing) 20,6 — 84 pg/Ml 11,5 pg/mL
semente
HOCl 1 026-091pgmL | 03-3,0pugM 18,7 - 32 pg/mL. 039471
pg/mL
1
0> 36% e 49%" 1,0 19 ugMI 22,883 ug/mL i
29,4%" polpa
H,0, _ 894 ug/mL casca
NA 347 pgMi 378 - 431 pg/mL 426 pg/ml
semente
36,1%" polpa
*‘NO _ B B 485 pg/mL casca
0,71 - 2,43 pg/mL 3-9ug/Ml 2,2-6,8 ug/mL 18 pg/mL
semente
ONOO™
(sem 0,40 - 1,49 pg/mL 1-7pg/MlI 5,6-12,1 pyg/mL 2,64 — 167 pg/mL
NaHCO3)
ONOO~
(com 0,32 - 0,72 pg/mL 0,4 -8 ug/Ml 26 — 55 ug/mL 4,9 - 35 ug/mL
NaHCO3)

NA Nenhuma atividade foi encontrada na maior concentraco testada.
% Efeito de sequestro (média %) namaior concentracdo testada, 8 pg/mL e 4 pg/mL, respectivamente.
® Efeito de sequestro (média %) namaior concentracao testada, 1000 pg/mL

Comparando com o estudo de Chisté et a. (2011), que analisou uma planta utilizada

para 0 mesmo proposito que a C. longa se propde, tempero e corante de alimentos, observa-se

similaridade, principalmente quando se analisam os resultados referentes aos compostos

puros. A bixina, substancia encontrada no colorau € um carotenoide, e como 0s

curcuminoides, a bixina possui ligagdes duplas conjugadas, grupo metoxila como a curcumina

e a desmetoxicurcumina e uma hidroxila, porém ndo anel fendlico, como os curcuminoides
(Figura 62).
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Figura 62 - Estrutura da bixina.

R
HOOC” S I AN AN ~ X AN

R R /L\ SR /\‘:\W/\‘c\ - -

. . Y
Bixina \

Fonte: Chisté et al. (2011).

A comparagdo dos dados obtidos para os curcuminoides, a quercetina e a bixina, para
0 sequestro de HOCI (Quadro 17) revelou similaridade entre os compostos, mas ha diferencas
estruturais entre os compostos. Dessa forma, aém das metoxilas propostas, a presenca de
ligacOes duplas conjugadas e de hidroxilas, feicdo comum entre os compostos, indicam como
susceptiveis a reagio com HOCI (STANIC, 2017).

Para as espécies ‘'NO e ONOOQO", os curcuminoides foram mais ativos que os
apresentados por Chisté et al. (2011), apresentando valores de ICso menores. Para essas
espécies, 0 grupo fendlico presente nos curcuminoides e na quercetina, parece exercer papel
importante na atividade antioxidante, com maior eficiéncia no sequestro de "NO e ONOQO",
gue compostos que ndo possuem essa funcéo.

Os estudos realizados acerca das propriedades funcionais da C. longa geralmente
atribuem tais funcBes a curcumina (AKRAM et a., 2010; NAMRATHA et a., 2013;
TOKUSOGLU et al., 2015), que sempre é apresentada como composto majoritéario nos
extratos obtidos do rizoma, independente do lugar de cultivo ou do solvente utilizado na
extracdo (JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 2002; NAMRATHA et a. 2013;
REVATHY et a., 2011). Em relacdo as propriedades da desmetoxicurcumina e da
bisdesmetoxicurcumina, no entanto, os dados s&0 escassos. Essas ndo sd0, normalmente,
consideradas, em trabalhos sobre extratos de C. longa. Entretanto, os presentes dados indicam
uma contribuicdo da desmetoxicurcumina e da bisdesmetoxicurcumina na atividade
antioxidante de extratos de C. longa.

Inicialmente a andlise de DPPH’-CLAE-UV demonstrou uma reducdo dos picos dos
trés curcuminoides, sendo a curcumina, de fato, a que apresentou maior percentua de
reducdo, mas houve reducdo também da desmetoxicurcumina e em menor percentua de
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bi sdesmetoxicurcuming, indicando atividade apesar de ser em menor escala. Apesar desses
resultados, destaca-se que nos ensaios de capacidade sequestradora do HOCI e do ONOO, na
auséncia e na presenca de NaHCO3; a desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina
apresentaram valores de 1Csp que ndo diferiram estatisticamente da curcumina e do controle
positivo (quercetind), indicando assim, uma atividade antioxidante relevante desses
compostos frente a essas espécies reativas, de forma direta. No ensaio de captura do "NO, a
bi sdesmetoxicurcumina ndo apresentou atividade nas concentracdes permitidas para a analise,
entretanto a desmetoxicurcumina apresentou valor de ICsy, estatisticamente semelhante a

curcumina e ao controle positivo.

5.7 Suméario deresultados

Em resumo, o presente estudo evidenciou a capacidade sequestradora de extrato de C.
longa e dos curcuminoides identificados no rizoma, frente a EROs e ERNs.

Os extratos obtidos a partir do p6 do rizoma de C. longa com metanol e etanol
apresentaram os trés curcuminoides descritos na literatura como constituintes da C. longa,
curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina e o ExtFarC apresentou
curcumina, majoritariamente na sua composicdo, ndo sendo detectada a presenca de
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina por CLAE-UV.

Os extratos CE e ExtFarC apresentaram maior contetido total de fendis pelo método de
Folin-ciocalteu e maior atividade antioxidante pelo método de FRAP e também apresentaram
os menores valores de | Csy frente a0 DPPH’.

A andlise DPPH’-CLAE-UV indicou maior reducdo dos picos referentes aos
compostos curcumina e desmetoxicurcumina dos extratos, indicando maior atividade
antioxidante destes compostos frente a este radical.

A curcumina apresentou 1Csy similar a0 &cido ascorbico e menor que o BHT e o
Trolox, mostrando-se mais efetiva que estes compostos na eliminacéo do DPPH'.

Nos experimentos de capacidade de eliminacdo das EROs e ERNSs, a curcuming, a
desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina apresentaram atividade semelhante ao
controle positivo (querceting) frente ao HOCI, "NO e ONOO , mostrando-se €eficientes de
forma direta contra essas espécies. O extrato CE apesar de exibir maiores valores de 1Csq para

essas espécies, quando comparado aos curcuminoides e ao controle positivo (querceting),
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apresentou valores de ICs inferiores quando comparados com extratos de outras plantas
estudados pel os mesmos métodos.

Dessa forma, os dados expostos acima podem indicar que a utilizacdo dos extratos ou
o consumo do alimento na sua formain natura, pode ser de grande relevancia na prevencéo e
no combate a doencas relacionadas a0 estresse oxidativo, aém de indicar que a
desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina podem ter um papel essencid nos
mecani Smos de acao antioxidante e assim no combate aos danos oxidativos ocasionados pelas
EROs e ERNs.

5.8 Obstaculos

E necessério relatar alguns obstaculos que foram encontrados, durante a execugdo do
trabalho e com isso deixaram respostas ndo respondidas para as atividades dos extratos e
compostos em questéo.

Os extratos de C. longa e os curcuminoides possuem caracteristicas quimicas que
dificultam diversos tipos de andlises; como a baixa solubilidade de alguns extratos e dos
curcuminoides, que dificultou ensaios em meio aquoso.

Ainda, as moléculas apresentam absor¢do em uma ampla faixa do espectro UV-Vis e
em regido em que muitas andlises sdo realizadas, dificultando a aplicacdo de diversas técnicas,
ou, as concentracdes possiveis de trabalho foram muito baixas, a ponto de ndo apresentarem
atividade, como aconteceu no ensaio de eliminagdo do O, .

Assim como na absor¢do, a fluorescéncia dos curcuminoides pode influenciar em
analises que utilizem a fluorescéncia como leitura; muitas sondas fluorescentes séo utilizadas
em andises antioxidantes, como no caso do ensaio da peroxidagcdo lipidica onde o
comprimento de excitacdo e emissdo da sonda (Bodipy) utilizada coincidiram com o das
amostras (Aecitagio = 581 NM, Aemissio = 600) (DE OLIVEIRA et al., 2009) e do ensaio de
eliminacdo do 'O, onde ndo foi possivel utilizar concentragies maiores do extrato e dos
curcuminoides e assim, ndo houve atividade, na faixa de concentragdo trabalhada. Ainda
sobre a fluorescéncia, uma das analises mais comuns para verificar o potencial de compostos
e extratos para atividade antiglicante, utiliza a leitura de compostos AGEs fluorescentes
(Aexcitagio = 355 NM, Aemissio = 460 Nnm), ndo sendo possivel determinar a atividade antiglicante
dos extratos e compostos, por essatécnica (BEAULIEU et al., 2009).

A impossibilidade da utilizacdo de andlises por métodos quimicos mais simples e

menos dispendiosos que andlises em células e in vivo, mas que fornecem importantes
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informactes da atividade biol 6gica dos compostos, acaba deixando lacunas e duvidas sobre o
papel deles na prevencdo/tratamento de doengas relacionadas ao desbalanco redox e novos
métodos devem ser implantados, ou novas formulagdes hidrossolUveis ou passiveis de serem

administradas, devem ser preparadas, de modo a superar estes obstacul os.

5.9 Per spectivas

Implantar e desenvolver novos métodos de ensaio antioxidantes e antiglicantes, afim
de, esclarecer o papel do extrato de C. longa e dos curcuminoides referente as andlises com
limitages ou que ndo puderam ser realizadas.

Verificar a estabilidade dos compostos isolados, comparando com sua estabilidade
como extrato de C. longa.

Redlizar estudos de formulagdo em matrizes biodisponivels e seguras biologicamente,
para solucionar o problema da insolubilidade em meio aquoso dos compostos.

Analisar e comparar toxicidade frente a células normais e alteradas dos curcuminoides
de formaisolada e do extrato de C. longa.

Aplicar a C. longa na suaformain natura, extratos e compostos isolados em model os
animais, afim de verificar o papel antioxidante dos mesmos no sistema biol dgico.

Redlizar estudos em humanos com os curcuminoides, extratos e rizomade C. longa in
natura, verificando o impacto nas defesas antioxidantes de individuos normais e em pacientes

acometidos com doencas ligadas ao desbalanco redox.
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6 CONCLUSAO

Apesar dos muitos estudos realizados sobre a C. longa, ainda existe campo para
investigacdes, no tocante, principamente, a definicdo sobre qual constituinte é realmente o
mais importante em termos de atividade biolégica. Como mostrado no presente trabalho,
frente, sobretudo, a espécies reativas biologicamente importantes, 0s curcuminoides principais
s80 ativos e ndo apenas a curcuming, 0 que valoriza 0 uso do pé de Curcuma e seus

respectivos extratos.
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ANEXO A: Laudo do ExtFarC adquirido da Fagron

CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE

Autorizacao de Funcionamento M.S.1.01284-7

Aut.Especial de Funcionamento M.5:1.10236-0

146

Fagna 17/22
Impress3o 29/08/14 16.5%

NF. 014.012 de 29/08/2014

Insumo. CURCUMA LONGA EXTRATO SECO

Lote 1 14052503A
Lote Fab: CJH20140318

Brjgem : China
Pracedencia : Hong Kong

Fabric : 03/2014
Validade : 03/12017

Formula : NADA CONSTA PM : NJA Frac : 468314 01/07/2014
CAS :N/A
Ensaio Especificacao - Resultado Referencia
* DESCRIGAQ PO FINO LARANJA, COM ODOR CARACTERISTICO PO FIND LARANJA,  [FABRICANTE
COM ODOR
L CARACTERISTICO
* SOLUBILIDADE [INSOLUVEL EM AGUA CONFCRME FABRICANTL
* UMIDADE IMAXIMO: 5,0% 0.28% FABRICANTE
IDENTIFICACAD HPTLC CONFORME FABRICANTE ]
* CINZAS TOTAIS ~ IMAXIMO: 5,0% 0,15% FABRICANTE
" SOLVENTE ETAMNOL: 5000 ppm 1385.41 ppm FABRICANTE
RESIDUAL ]
' SOLVENTE METANCL: 3000 ppm 144,25 ppm FABRICANTE
RESIDUAL o
IMPUREZAS CHUMBO: MAXIMO 3 mg/Kg 0,0450 mg/Kg FABRICANTE
EILFMENTARES [
IMPUREZAS ARSENICO: MAXIMO 2 mglkg 0,0158 mg/Kg FABRICANTE
ELEMENTARES o
IMPUREZAS CADMIO: MAXIMO 1 mg/Kg < 0,01 mg/kg FABRICANTE
ELEMENTARES *
IMPUREZAS MERCURIC: MAXIMO 0,1 mg/Kg < 0,01 mgikg FABRIGANTE
ELEMENTARES i
GRANUIL OMETRIA PASSA 100% NA MALHA 80 CONFORME FABRICANTE
* TECR (BASE ANIDRA) |CURCUMINGIDES: MINIMO 96,0% 98 80% FABRICANTE
* MICROBIOLOGIA ~ |CONTAGEM TOTAL DF BACTERIAS MAXIMG 1000 = 100 UFC/g FABRICANTE
~|urcs
* MICROBIOLOGIA FUNGOS E LEVEDURAS: MAXIMO 100 UFCig = 10 UFCig FABRICANTE
* MICROBIOLOGIA SALMONELLA: NEGATIVQ NEGATIVO FABRICANTE
* MICROBIOLOGIA ESCHERICHIA COLI. NEGATIVD NEGATIVO FABRICANTE
* DENSIDADE FI’:JFORMATI\.’D {SEM COMPACTACAQ) 0,36 g/mL MET.GERAL FB V
APARENTE
NOMENCLATURA  : CURCUMA LONGA CXTRATO SECO
OBSERVACAC : NOME DA PLANTA: CURCUMA LONGA
PARTE DA PLANTA UTILIZADA- RAIZ
~ Ficha de Seguranga - |
SEGURANGA 1 ACONDICIONAR EM RECIPIENTES HERMETICOS, AQ ABRIGO NO CALOR E UMIDADE [

QL5(" Oz ensalos assinalados foram real
€ 05 demais ensaies lomm ans

mn‘ornre o Certificedo de Analise do Faoricanta

Dra. Shirlei Conti Teruya de Sales
Farmacéutica Responsével Técnica
ERF=SP:65: 711 B

‘zados no Laboratono de Conlole de Dualidace SM Empreendimantos Fermacéuticos LTDA CNPJ: £2,015.477/C006-20
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Fone 11 4785-5800
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ANEXO B: Quadro Numero Mais Provavel (NMP) e intervalo de confianca a nivel de 95%
de probabilidade, para diversas combinagdes de tubos positivos em série de trés tubos.
Quantidade inoculada da amostra: 1:10, 1:100 e 1:1000g ou mL.

Combinacgéo | NM P/g ! nt.ervalo de Combinacgéo | NM P/g ! nt.ervalo de
detubos+ | oumL conflanca 95% detubos+ | oumL conflanca 95%
Minimo | M&ximo Minimo | M&ximo
0-0-0 <0,3 - 9,5 2-2-0 21 4,5 42
0-0-1 3,0 0,15 9,6 2-2-1 28 8,7 o7}
0-1-0 3,0 0,15 11 2-2-2 35 8,7 9
0-1-1 6,1 1,2 18 2-3-0 29 8,7 o7}
0-2-0 6,2 1,2 18 2-3-1 36 8,7 o7}
0-3-0 9,4 3,6 38 3-0-0 23 4,6 A
1-0-0 3,6 0,17 18 3-0-1 38 8,7 110
1-0-1 7,2 1,3 18 3-0-2 64 17 180
1-0-2 11 3,6 38 3-1-0 43 9 180
1-1-0 7,4 1,3 20 3-1-1 75 17 200
1-1-1 11 3,6 38 3-1-2 120 37 420
1-2-0 11 3,6 42 3-1-3 160 40 420
1-2-1 15 4,5 42 3-2-0 93 18 420
1-3-0 16 4,5 42 3-2-1 150 37 420
2-0-0 9,2 14 38 3-2-2 210 40 430
2-0-1 14 3,6 42 3-2-3 290 90 1.000
2-0-2 20 4,5 42 3-3-0 240 42 1.000
2-1-0 15 3,7 42 331 460 90 2.000
2-1-1 20 4,5 42 3-3-2 1.100 | 180 4.100
2-1-2 27 8,7 o7} 3-3-3 >1.100 | 420 -

Fonte: Silvaet al. (2010)




