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Resumo

DE FREITAS, Samantha Coelho. Sintese e atividade antioxidante de analogos
de curcuminas microencapsulados com gel de carragenana e nanoparticulas de
prata. 2023. 97f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em
Bioquimica e Bioprospeccao, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de

Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A curcumina €& conhecida pelas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e antitumorais. Devido a sua baixa biodisponibilidade, essas
moléculas vém sendo microencapsuladas a fim de potencializar os efeitos
benéficos. Nesse sentido, 0 objetivo desse estudo foi realizar a sintese de
curcuminas e microencapsular essas moléculas com polimero POX-450,
carragenana e nanoparticulas de prata (GelCurAg). Os resultados mostraram
gue houve uma incorporacgéo das curcuminas avaliados através de presenca de
bandas na faixa de 300 a 500 nm na Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel e de
estiramentos relacionados aos grupos funcionais presentes nas moléculas
através da Espectroscopia no Infravermelho. Verificou-se que o tamanho de
particula foi em torno de 80 um e, com base na Microscopia Eletrénica de
Varredura, foi possivel observar que as GelCurAg tinham formato esférico
irregular que se combinavam na forma de flocos planares. Testes para a
atividade antibacteriana indicaram que as GelCurAg ndo possuiam acao
biologica para A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. auerus nas
condicdes testadas. Para a avaliacao antioxidante, se pode observar que dentre
as GelCurAgs se destaca a que possui ha sua composi¢cao a curcumina padréo
le com atividade de 93,95 * 0,05% a 10 mg.mL?'. Dessa maneira,
demonstramos que € possivel sintetizar GelCurAg de modo eficiente e que,
essas microcapsulas possuem atividade antioxidante, indicando seu possivel

potencial farmacéutico e biotecnoldgico.

Palavras-Chave: Curcumina; nanoparticulas de prata; carragenana; polimero

POX 450; microencapsulamento; atividades biolégicas.
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Abstract

DE FREITAS, Samantha Coelho. Synthesis and Antioxidant Evaluation of
Curcumin Analogues microencapsulated with Carrageenan Gel and Silver
Nanoparticles. 2023. 97f. Dissertation (Master's Degree) — Biochemistry and
Bioprospection Post-Graduate Program, Center for Chemical, Pharmaceutical

and Food Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

Curcumin is one of the main molecules that can be isolated from the rhizomes of
the plant Curcuma longa Linn whose properties include, for example, antioxidant,
antiinflammatory, anticancer and healing actions. Due to their low bioavailability,
these molecules have been microencapsulated and combined with other
components, such as nanoparticles, in order to enhance their beneficial effects.
In this sense, the aims of this study were to carry out the synthesis of curcumins
and microencapsulate them with polymer POX-40, carrageenan and silver
nanoparticles. Results showed that there was an efficient incorporation of
curcumins in the evaluated materials through the presence of bands in the range
of 300 to 500 nm in the UV-Visible Spectroscopy and stretches related to the
functional groups present in the molecules through Infrared Spectroscopy. It was
possible to verify that the particle size was around 80 um and, based on Scanning
Electron Microscopy, it was possible to observe that the microstructures had an
irregular spherical shape that combined in the form of planar flakes. Tests for
antibacterial activity indicated that the microstructures had no biological action
against A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa and S. auerus under the
tested conditions. For the antioxidant evaluation, it can be observed that the
microstructures had a wide activity reaching about 93.95 + 0.05% at 10 mg.mL"!
for 1e. Therefore, microstructures containing curcumins and silver nanopatrticles
were synthesized efficiently having noticeable antioxidant activity, indicating a

pharmaceutical and biotechnological potential for these biomaterials.

Keywords: Curcumin; silver nanoparticles; carrageenan; polymer POX 450;

microencapsulation; biological activities.
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1 Introducéo

A curcumina € uma das principais moléculas que podem ser isoladas a partir
dos rizomas da planta Curcuma longa Linn. Nas ultimas décadas a curcumina e seus
analogos vem sendo, extensivamente, utilizados devidos as suas propriedades
biolégicas as quais destacam-se, por exemplo, acdes antioxidantes, anti-
inflamatadrias, antitumorais e cicatrizantes (DA SILVA et al., 2019; WANG et al., 2017).
Embora sua utilizagdo como corante ocorra ha séculos, os processos de isolamento
e sintese das curcuminas e de seus andlogos sao recentes de maneira que
metodologias sintéticas e eficazes apenas foram desenvolvidas, bem como
elucidadas, a partir década de 60 (NOUREDDIN et al, 2019; PACHECO et al., 2021).

Os curcuminoides podem ser sintetizados a partir de modificagbes nas
subunidades fundamentais de uma molécula de curcumina as quais podem resultar
em uma vasta gama de moléculas bioativas (JORDAN et al., 2018; NAGARGOJE et
al., 2020). Assim, é possivel obter derivados e analogos de curcumina atravées de
varios tipos de rea¢cdes envolvendo condensacdo alddlica com base no uso de
diferentes tipos de materiais de partida como, por exemplo, diferentes tipos de
aldeidos e de cetonas. Nesse sentido, foi possivel obter um grande numero de
curcuminoides sintéticos que possuem importantes propriedades bioldgicas e com
maior biodisponibilidade comparados a molécula de curcumina natural (KIM et al.,
2018).

Dentre as formas de potencializacdo das propriedades bioldgicas das
curcuminas e seus derivados e analogos sintéticos esta o seu hanoencapsulamento
com nanoparticulas (NPs) (RAGHAVENDRA et al., 2014). Esses materiais sao
conhecidos por apresentarem um tamanho diminuto e, assim, possuem propriedades
eletrbnicas e bioldgicas bastante peculiares. Dentre os diferentes tipos de
nanoparticulas podem ser encontradas aquelas formadas por prata, ouro, aluminio,
cobre e zinco, por exemplo (DA ROCHA et al. 2019)

Varias formulacdes de curcumina foram desenvolvidas, incluindo micelas
emulsionadas, NPs, nanofibras ou hidrogel como uma abordagem corretiva, pois a
eficacia terapéutica da curcumina é limitada devido a sua baixa solubilidade, meia-
vida curta e baixa biodisponibilidade.O estudo de KHANH et al.,2019 relatou que o
uso de curcumina em nanoparticulas de gel de prata (GelCurAg) demonstrou atividade
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antibacteriana e antioxidante, além disso, demonstraram que as concentracdes de
gelatinas agem no controle da liberacdo das curcuminas, essa liberacdo € maior
guando héa as concentracdes de gelatina sdo menores (KHANH et al., 2019).
Conforme pode ser observado, os curcuminoides compreendem uma vasta
classe de moléculas com promissoras atividades bioldgicas. Através do seu
encapsulamento com NPs pode ocorrer um aumento de sua biodisponibilidade e,
consequentemente, uma potencializacdo das suas atividades biologicas. Assim, a
sintese das curcuminas encapsuladas com GelCuAg pode apresentar um agente
promissor com potenciais atividades antioxidantes, antimicrobiana e antiparasitarias.
A presente pesquisa tem o intuito de evidenciar a agcdo antioxidante de
analogos de curcuminas e das GelCuAg encapsuladas com gel de carragenana. A
curcumina, sem o0 encapsulamento de nanoparticulas, tem resultados evidentes,
entretanto os resultados podem ser mais significativos. Por esse motivo, com 0
objetivo de contribuir com futuros estudos sobre o tema, este trabalho traz a opcéo de
usar o microencapsulamento, com possiveis polissacarideos, que auxiliam a liberacao

da curcumina, bem como potencializam a atividade da molécula.
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2.1 Objetivo Geral

O obj
formando o

antioxidante

etivo deste trabalho foi de realizar a sintese de analogos de curcumina,
GelCuAg microencapsuladas com carregenana e realizar a avaliagcao

e antibacteriana desses produtos.

2.2 Objetivos Especificos

Dentre os objetivos especificos estao:

Sintetizar NPs de curcuminas utilizando gel de carregenana e AgNPs;
Caracterizar os produtos através de Espectroscopia no Ultravioleta-
Visivel, Espectroscopia no Infravermelho, Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, Espectroscopia de Raio-X e Microscopia Eletronica de
Varredura;

Avaliar a atividade antioxidante dos produtos através do ensaio com o
radical DPPH,;

Avaliar a atividade antibacteriana dos produtos através do ensaio de

microdiluicdo em pocos.
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3 Revisao da Literatura

3.1 Curcuminas

A utilizag&o de partes de vegetais, com fins medicamentosos, remonta desde
a Pré-Historia. Contudo, o modo como utilizavam essas plantas, era de maneira
totalmente experimental, sem saberem, de fato, o resultado que obteriam, ou seja,
acontecia de maneira circunstancial. Entretanto, os estudos da medicina moderna
buscam aliar os efeitos desses compostos naturais no uso farmacoldgico, haja vista,
gue os produtos naturais ficam em uma posi¢cdo de evidéncia na criagcdo de novos
farmacos (SANTIAGO et al., 2015).

A curcuma € um material obtido a partir da planta Curcuma longa Linn, sendo
originaria da India, sudeste asiatico e Indonésia. A parte mais utilizada desse vegetal
€ o0 rizoma, o qual é desidratado e moido, criando um pé de coloragdo dourada,
denominado turmérico (SANTIAGO et al., 2015). Essa especiaria vem sendo utilizada
h& muitas décadas na forma de pé principalmente como um corante alimentar, visto
gue apresenta uma coloracao alaranjada (PACHECO et al., 2021).

Ainda, além de seu uso culinério, essa planta também é utilizada devido a suas
propriedades biologicas que incluem acbes antioxidantes, anti-inflamatorias,
antifingicas e cicatrizantes, por exemplo, e é até hoje representante importante do
sistema oriental medicinal conhecido como Ayurveda (“Ciéncia da Vida”) (WANG et
al., 2017). Por isso, os produtos naturais se apresentam como um importante recurso
na busca de novas substancias com atividades biologicas relevantes (SANTIAGO et
al., 2015).

Classificada botanicamente como um vegetal perene, de pedunculo curto,
folhas grandes e alongadas, e rizomas piriformes ou alongados, os curcuminoides sédo
compostos fendlicos presentes nos rizomas da carcuma, planta medicinal pertencente
a familia Zingiberaceae. Os rizomas de clUrcuma possuem em sua COMpOoSICao
proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e umidade, cujos teores variam de acordo
com a regiao de origem da planta (SANTOS, 2018).

De uma forma geral, na planta s&o encontrados trés curcuminoides em maiores
concentracgdes, sendo a curcumina a mais abundante correspondendo a 77%, seguida
pela demetoxicurcumina 17% e pela bisdemetoxicurcumina 3%. Na figura 1 pode-se
observar, com base em sua estrutura quimica, que a principal diferenca entre a

curcumina e 0s outros curcuminoides em menor concentracdo € a presenca ou
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auséncia de grupos metoxi (OCHs) nos anéis arométicos (LI et al., 2015; PACHECO
et al., 2021). Por outro lado, todos os curcuminoides apresentam em comum a
presenca de grupos carbonila e cadeias de carbono-hidrogénio centrais que ligam os
dois anéis arométicos (DA SILVA et al., 2019).

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

Bisdemetoxicurcuming Demetox|curcuming Curcumina

Fonte: OSORIO-TOBON et al., 2016, p. 18

Os pigmentos curcuminoides, especialmente a curcumina, tém instigado o
interesse de pesquisadores nas Ultimas décadas e, mais recentemente, das industrias
farmacéutica e alimenticia, devido a ampla possibilidade de aplicacfes do seu uso. As
diversas propriedades benéficas vém sendo exploradas ao longo dos séculos,
principalmente em paises asiaticos, de onde a curcuma é oriunda, sendo o p6 obtido
dos seus rizomas secos utilizado como tintura em tecidos, repelente de insetos,
condimento em alimentos como corante e aromatizante. Na medicina tradicional
oriental é aplicado no tratamento de anorexia, sinusite, doencas gastricas, hepaticas,
respiratorias e inflamatérias (MOGHADAMTOUSI et al., 2014; MAHMOOD et al.,
2015; FADUS et al., 2017)

Dentre os tipos de curcuminoides, a curcumina vem sendo estudada ha quase
dois séculos a partir do seu isolamento do acafrdo da terra em 1815. Pesquisas
subsequentes indicaram que a curcumina apresentava uma vasta gama de
importantes atividades bioldgicas de forma que o niumero de estudos na area ampliou
consideravelmente nos dltimos anos (JORDAN et al., 2018; KIM et al., 2018). No
entanto, a molécula apresenta uma baixa solubilidades em solventes polares como a
agua, em contrapartida, apresenta uma solubilidade maior em solventes organicos
como a acetona e o etanol, o que dificulta seu uso biolégico devido a sua baixa
biodisponibilidade (PACHECO et al., 2021; DA SILVA, 2018).
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O estudo de Roughley e Whiting (1973), e de Kita e colaboradores (2008)
utilizando biomarcac&o com deutério e carbono-14 que auxiliaram na elucidacao das
possiveis rotas de biossintese da curcumina, na qual a biossintese teve inicio a partir
da desaminacao da fenilalanina para formar os derivados acido cindmico, acido p-
cumarico, e acido ferudlico. Esses acidos podem ser condensados ao malonil-CoA e
serem convertidos em bisdemetoxicurcumina e demetoxicurcumina pela acdo da
enzima curcumina sintase e, entdo, pela acao de hidroxilases e o-metiltransferases os
curcuminoides séo convertidos em curcumina.

A unido de dois fragmentos de &cido feralico a um carbono central gera o le
estrutural denominado diferuloilmetano, o qual também pode ser utilizado para fazer
referéncia a curcumina. Um outro intermediario-chave que pode ser formado é o
dicinamoilmetano, que tem os grupos metoxi e hidroxila inseridos a posteriori. Desta
forma, pode-se inferir que os curcuminoides sdo, em verdade, intermediarios
biossintéticos da prépria curcumina, e ndo produtos finais de uma via biossintética
alternativa (ESATBEYOGLU et al.,, 2012; SUETH-SANTIAGO et al.,, 2015). Os
compostos fendlicos podem ser acumulados na planta de forma a oferecer protecéo
antioxidante (KITA et al., 2008; SOARES, 2002).

Com base nisso, muitos estudos estdo sendo realizados na é&rea de
nanotecnologia para que seja viabilizada o seu uso com algum tipo de aplicacéo
bioguimica e biotecnolégica. Ademais, na maioria dessas pesquisas a curcumina
utilizada é a isolada, ou seja, aquela que ndo possui outro curcumindide junto, o que
aumenta o custo da sua aplicacdo (MASSIMINO, 2016). Além disso, a sintese de
analogos monocarbonilicos da curcumina tem sido relatada ha muitos anos como uma
alternativa ao uso da curcumina natural, de modo que as estruturas quimicas e a
caracterizacdo completa dos produtos estdo bem estabelecidas e confirmadas (DA
SILVA et al., 2019)

Por fim, vém sendo desenvolvidos analogos e derivados de curcuminas através
de processos sintéticos a fim de obter as propriedades bioldgicas dessas moléculas
com um aumento de biodisponibilidade. Assim, Lampe e colaboradores realizaram a
primeira sintese de curcuma em 1913 e, posteriormente, Pabon e colaboradores em
1964 estabeleceram um processo de sintese eficaz e em duas etapas para a produgéo
de curcumina abrindo caminho para o desenvolvimento de novos curcuminoides
sintéticos (DA SILVA et al., 2018).
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De maneira geral, a sintese de derivados de curcumina pode ocorrer em
reacdes que alteram a estrutura nas trés subunidades de uma molécula de curcumina.
Essas sub-unidades correspondem aos anéis aromaticos (subunidade 1), pela cadeia
carbonica linear onde normalmente estdo presentes insaturacdes (subunidade 2) e
pela carbonila (subunidade 3) (Figura 2). Assim, processos de sintese de derivados
de curcumina podem introduzir outros grupos funcionais na subunidade 1, alongar ou
diminuir a subunidade 2 bem como alterar a sub-unidade 3 (NOUREDDIN et al, 2019;
WANG et al., 2017).

Figura 2 - Subunidades passiveis de modificacdes estruturais da curcumina

Subunidade A Subunidade A’

Fonte: SUETH-SANTIAGO, 2015, p. 544.

Geralmente, as reacdes para a obtencao de derivados de curcumina envolvem
mecanismos do tipo de condensacao aldolica os quais ocorrem através de reacdes
entre uma cetona e um aldeido na proporcédo de 2:1 em mols. Para que a reacdo seja
acelerada, usualmente se utiliza um catalisador que pode ser basico ou acido
(NAGARGOJE et al., 2019; PACHECO et al., 2021). A partir desse esquema geral
para a sintese de curcuminoides, se pode utilizar diferentes tipos de aldeido
(benzaldehido, cinamaldeido, metoxibenzaldehido, por exemplo) e diferentes tipos de
cetonas (propanona, ciclopentanona, ciclohexanona, por exemplo) a fim de obter
diversos derivados e analogos de curcumina (DA SILVA et al., 2019; KIM et al., 2018;
NAGARGOJE et al., 2020).

3.2 Nanoparticulas
O estudo dos nanomateriais se destaca no final do século XX. Esse material é

COmo um corpo em que sua dimensao nanoméetrica é responsavel por modificar suas
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propriedades usuais, isso quer dizer que seu diminuto tamanho manifesta novas
caracteristicas, processabilidades e capacidades (DURAN, 2010). Recentes avangos
em nanotecnologia permitiram a producdo de prata metalica como nanoparticulas
(DURAN, 2010). As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo materiais de destaque,
sendo mais usuais e conhecidas por apresentar acao antibacteriana. Estudos sobre a
toxicidade das NPs de prata mostram que as particulas afetam organismos de
diferentes maneiras, geralmente dependendo da sua taxa de concentracdo e do
tempo de exposicdo. Tais informacfes sdo essenciais ja que muitas nanoparticulas
estdo sendo sintetizadas, processadas e descartadas, em quantidades cada vez
maiores, com poucos conhecimentos sobre seus possiveis efeitos toxicos no meio
ambiente e nos seres vivos (DURAN, 2010).

As NPs sédo materiais de tamanho muito diminuto (10-9 nm) que podem ser de
varios tipos de metais incluindo, por exemplo, prata, ouro, zinco, cobre e aluminio
(GONZALEZ-BALLESTEROS et al., 2019; MOKHTARI et al., 2009). Devido a sua
morfologia, as nanoparticulas apresentam propriedades fisico-quimicas bastante
peculiares o que as conferem aplicacdes nas industrias eletrénicas, biotecnologicas,
farmacéuticas dentre outras areas (SARAVANAN et al.,, 2021). Como podemos
perceber na FIGURA 3, um nanotubo é mais fino que um fio de cabelo, entretanto,

abriga diversas moléculas em seu interior.

Figura 3 - Comparativo das dimensdes
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Fonte: TOMA, 2023, p. 13.
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Para a producdo das NPs inicialmente deve-se realizar um procedimento de
sintese que pode acontecer através de métodos fisicos, quimicos e biolégicos. O
método fisico € conhecido como bottom-up, ou seja, “de baixo para cima” pois é
realizado a partir de &tomos ou moléculas individuais a partir da aplicacdo de técnicas
de precipitacao eletroquimica, técnica de sol-gel, deposi¢cédo de vapor quimica, método
de pir6lise por spray e pirélise a laser, por exemplo. Por outro lado, os métodos
guimicos e bioldgicos sdo chamados de top-down, ou seja, “de cima para baixo” sendo
executado com a quebra de uma fracdo maior do material em nanoparticulas através
de ablacéo a laser, pulverizacéo catddica, eletro-explosdo e moagem mecanica, por
exemplo (BHUYAR et al., 2020).

Os métodos fisicos e quimicos sdo os métodos mais utilizados para a producéo
de nanoparticulas, porém sdo metodologias de alto custo, ampla toxicidade e com uso
de reagentes e equipamentos complexos. Assim, a utilizacdo desses métodos pode
causar danos na saude do manipulador bem como para o0 meio ambiente
(GONZALEZ-BALLESTEROS et al., 2019). Em vista disso, se mostra essencial o
surgimento de métodos alternativos para substituicdo de reagentes toxicos para
metabolitos presentes em organismos que incluem, por exemplo, plantas, fungos,
bactérias e macroalgas (SARAVANAN et al.,, 2021). Dentre os metabdlitos de
organismos que podem ser utilizados para a sintese de NPs destaca-se, por exemplo,
a carragenana.

Neste mesmo sentido, é proposto por Raghavendra et al. (2014) um método
mais sustentavel, também conhecido como eco-friendly, para obtencdo de
nanoparticulas de curcumina com gelatina e fibras de celulose para aplicacédo
antimicrobiana. Os autores compararam o potencial antimicrobiano da formulacao
contendo nanoparticulas de curcumina com uma formulacdo contendo a curcumina
em sua forma original e, de acordo com os resultados, a amostra desenvolvida com
nanoparticulas apresentou uma maior eficiéncia.

De acordo com estudos anteriores, se sabe que carboidratos estéao
relacionados com a sintese de nanoparticulas. Nesse sentido, podem ser utilizados
carboidratos extraidos de organismos bem como materiais purificados como, por
exemplo, a carregenana. Embora o mecanismo de reducéo de metais para a formacao

de nanoparticulas ainda ndo esteja completamente elucidado, se entende que 0s
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carboidratos atuam como agentes redutores gerando, assim, as nanoparticulas
metalicas (FIGURA 4) (SARAVANAN et al., 2021; VASANTHARAJ et al., 2019).

Deve-se levar em conta que existem varios aspectos que influenciam a sintese
de nanoparticulas. Dentre esses fatores podem ser citados: pH do sistema,
temperatura da reacéo, tipo de reagente, concentracdo dos materiais e o tempo de
incubacdo de nanoparticulas (SARAVANAN et al., 2021). Tais parametros afetam
diretamente no rendimento da reacdo bem como no tamanho, morfologia, forma e
cristalinidade das nanoparticulas formadas (MOKHTARI et al., 2009).

Com a finalidade de confirmacéo de sintese bem como da analise da forma,
tamanho, morfologia e superficie, as nanoparticulas podem ser submetidas a diversos
métodos de caracterizacdo. Inicialmente, o primeiro indicio da formacdo de
nanoparticulas € a mudanca de coloracdo do meio reacional que pode ser verificado
através de Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (GONZALEZ-BALLESTEROS et al.,
2019). Subsequentemente, podem ser empregadas varias técnicas analiticas para
confirmar a presenca de nanoparticulas os quais incluem Espectroscopia no
Infravermelho, Microscopia Eletronica de Varredura, Microscopia Eletronica de
Transmisséo e Difragdo de Raios-X (BHUYAR et al., 2020).

A pureza das nanoparticulas pode ser analisada através de Difracdo de Raios-
X de modo que esta técnica indica o tamanho e a cristalinidade das nanopatrticulas.
Dessa forma, é possivel confirmar se a sintese foi eficaz e se o produto obtido é
realmente uma nanoparticula (BHUYAR et al., 2020; SARAVANAN et al., 2021). Por
sua vez, a identificacdo de grupos funcionais presentes no produto pode ser realizada
por meio de Espectroscopia no Infravermelho. Por fim, a Microscopia Eletrénica de
Varredura e a Microscopia Eletrénica de Transmissao permitem verificar a morfologia
e o tamanho das nanoparticulas (MOKHTARI et al., 2009; VASANTHARAJ et al.,
2019).

A respeito da curcumina, como ja citado anteriormente, ela é pouco soluvel em
agua e possui um rapido metabolismo, o que ocasiona uma baixa biodisponibilidade,
limitando assim seu uso na clinica médica. Desse modo, muitas pesquisas estao
sendo feitas na area de nanotecnologia para que seja viabilizada a utilizacao clinica
da curcumina. Assim sendo, o0 objetivo central € obter um produto final com uma
melhor biodisponibilidade, permitindo que a curcumina seja aplicada como

medicamento, como ja ressaltado anteriormente. Entdo, uma estratégia muito
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estudada para melhorar a solubilidade da curcumina € a obtencdo desse ativo na
forma de nanoparticulas (MASSIMINO, 2016).

Outro método de aplicabilidade da curcumina que vem sendo estudado € a
obtencdo de nanogel. Em alguns estudos, nanogéis obtidos com dextrina se
mostraram efetivos no carreamento de curcumina, no aumento da solubilidade em
agua, na melhora da estabilidade e no controle da liberacdo da curcumina. Outras
diversas estratégias estdo sendo estudadas visando a aplicacdo da curcumina na
clinica médica (MASSIMINO, 2016).

A utilizacao de novos sistemas que diferem da antibioticoterapia convencional,
para tratamento de infec¢fes profundas em tecidos pouco vascularizados fez com que
0S geéis tivessem um emprego ainda mais importante como matriz carreadora de
farmaco, pois possuem condi¢cdes ideias como, por exemplo, boa tolerabilidade,
biodegrabilidade, liberacdo controlada e ndo traumatica, sollveis em agua e nao
toxicos (VEYRIES et al., 1999). Assim, o poloxamer 407 (P-407), também chamado
de Pluronic® F-127 e Synperonic® PE/F127, é composto por 6xido de polietileno (PEO,
70%) e oxido de polipropileno (PPO, 30%) que quando entra em contrato com agua
forma um hidrogel com aplicabilidade biomédica, visto que é um excipiente anfifilico
gue é reconhecido como seguro para utilizacao farmacoldgica.

Estudos demonstraram que hidrogéis a base de P-407 como sistema para
liberacéo de farmacos obtiveram sucesso. Dessa forma, Dos Santos e colaboradores
(2015), investigaram a insercao do hidrogel P-407 para liberacdo prolongada de
tramadol, empregado para dor moderada e intensa. Essa incorporacao resultou no
aumento do tempo para uma liberacdo controlada e prolongada do farmaco por até
48-72h, diminuindo a citotoxidade e os efeitos genotoxicos (DOS SANTOS et al.,
2015; GIULIANO et al., 2018). Outra utilizacdo empregada na utilizacao de P-407 é
na encapsulacdo de nanoparticulas para uma estabilizacdo ideal, visto que, muitas
delas possuem agdo promissora como agentes antifingico e antimicrobiana. Assim,
0s polimeros como P-407 tém como principal funcdo estabilizar as nanoparticulas
tornando-as mais resistentes as mudancas do meio biologico, além de permitir uma

facil penetracdo nas barreiras biologicas (HUY et al., 2014; PATEL et al., 2022).

3.3 Aplicacdes Bioldgicas
Para muitos pacientes que sofrem com doencas anti-inflamatorias, as plantas

constituem uma fonte natural de compostos bioativos eficazes que podem ser
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utilizados em diversas aplicagdes, principalmente como aditivos alimentares e na
promocao da saude como ingredientes na formulacao de fitoterapicos e nutracéuticos.
A espécie Curcuma longa tem demonstrado possuir uma diversidade de compostos
fendlicos, sendo o principal a curcumina, que pode proteger o corpo do processo
oxidativo e preventivo contra varias doencgas. Os produtos naturais com propriedades
anti-inflamatoérias, como a curcumina, possibilitam a mesma acéo proposta pelos
medicamentos alopaticos, porém com menores efeitos adversos (ARAUJO, 2021).

Na atual conjuntura um dos maiores problemas na medicina € a resisténcia de
bactérias e fungos patogénicos a antimicrobianos e antifingicos. Em virtude disso, na
busca por solucionar esses problemas, estudo atrela que a associacdo de
nanoparticulas com antibiéticos e antifingicos aumentam a atividade desses contra
cepas resistentes. Embora ainda seja limitado na literatura os mecanismos de acao
das nanoparticulas como medicamento medicinal, € evidenciado que sua atividade
esta diretamente relacionada com a sua area superficial e concentracéo. Logo, quanto
maior a dose e a extensdo das nanoparticulas, maior e mais eficientemente sera a
atividade do medicamento, entretanto podera aumentar os efeitos colaterais
(MENESESI et al., 2022).

Cabe ressaltar que a descoberta da atividade biol6gica contra bactérias, fungos
e parasitas ainda ndo foi totalmente esclarecida por estudos anteriores. Alguns
pesquisadores sugerem que a atividade antimicrobiana esta relacionada com a
formacao de espécies reativas de oxigénio com a presenca das NPs. Assim, sédo
causados danos na parede celular afetando a permeabilidade da membrana celular,
proteinas, lipideos e acidos nucleicos inibindo o crescimento e levando a apoptose da
célula, bem como a reducdo de replicacdo do DNA das bactérias. Outros autores
indicam que a atividade antifingica das NPs é devido a influenciarem na conformacéo
das estruturas das hifas e conidios dos fungos deformando-as e danificando-as, bem
como diminuicdo de carboidratos, proteinas e lipideos inibindo o crescimento dos
fungos. A atividade antiparasitaria pode estar correlacionada com a atividade que as
curcuminas tém em diminuir a disponibilidade de tidis para o metabolismo parasitario
(SHANKAR, 2017).

Muito rica em iniameros alvos e com diversos mecanismos de acdo, a
curcumina é uma molécula pleiotropica que altera a atividade de enzimas, da
modulacéo de fatores de crescimento, de cofatores e de outras moléculas (FADUS et

al.,2017). A agéo antioxidante é uma das varias atividades biologicas que essa
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molécula possui e que pode ser atrelado aos grupos hidroxila e B-dicetona na sua
composicdo, onde a presenca destes grupos permitem que ocorra a captura de
radical, apresentando assim atividade antioxidante (ITOKAWA et al., 2008).

A curcumina € um potente antioxidante cujo mecanismo de acdo nao €
completamente conhecido. Recentemente foi demonstrado que a dimerizacdo € um
processo de terminacéao principal da reacao radical da propria curcumina. A curcumina
mostrou efeitos antioxidantes e pré-oxidantes nas reacfes de radicais de oxigénio ja
gue dependendo das condi¢des ela pode atuar como um eliminador ou catalisador de
radicais hidroxilo. O efeito antioxidante da curcumina pode eventualmente resultar na
remocao de radicais livres biolégicos (ITOKAWA et al., 2008).

Um dos métodos de avaliacdo da atividade antioxidante mais usual é através
do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Através da reducédo do
DPPH pode-se estimar a atividade antioxidante em termos de habilidade como doador
de elétrons ou trapeador de radicais livres (HOSTETTMANN et al., 2003). Esse
método € bastante utilizado devido ser simples, rapido, econémico, bem como, pode
ser utilizado com solventes de baixa toxicidade como, por exemplo, metanol ou etanol.
Assim, o radical da molécula apresenta coloracao violeta e, posterior a reacdo com
substancia antioxidante, torna-se violeta claro a amarelo, diminuindo a absorbancia
através do espectrofotdbmetro de UV/visivel determinando a capacidade antioxidante
da amostra (KEDARE et al., 2011; OLIVEIRA, 2015).

E sabido que a curcumina influencia no metabolismo de algumas enzimas como
a ciclooxigenase,lipoxigenase, citocinas (interleucinas e fator de necrose tumoral),
fator nuclear kB (NF-kB) e libertacdo de esterdides. Ademais, a curcumina tem uma
significativa acdo de supressdo de radicais de oxigénio, proporcionando, assim,
propriedades antiinflamatérias (SUSANA, 2017). Por sua vez, os efeitos da curcumina
na expressao, fosforilacdo e translocacdo nuclear de componentes proteicos do
sistema NF-kB foram estudados indicaram que a curcumina reprime a indugao de NF-
kKB induzida pela interleucina IL-1B por inibicdo da fosforilagdo da proteina inibitéria
kBa (IkBa), degradacao de IkB, pFD de fosforilagado e translocagao nuclear de p65.
De acordo com ltokawa e colaboradores (2008) a presenca dos grupos B-dicetona
entre os dois grupos fenilo na sua estrutura quimica da molécula € de suma
importancia para exercer a sua atividade antioxidante, como também para a sua

atividade anti-inflamatoria.
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Além disso, diversos estudos jA demonstraram o efeito antiparasitario da
curcumina. Essa molécula natural tem sido testada como opcédo para infeccbes
parasitarias (VIEIRA et al., 2015; WINK, 2012). No estudo de Wachter e coautores
(2014) foi verificado a acgdo anti-T. vaginalis da curcumina natural comercial,
combatendo trés cepas de diferentes susceptibilidades ao metronidazol (ATCC 30001,
ATCC 30236 e ATCC 50138). Passado mais de 24 horas, as concentracfes cabiveis
para a reducéo de 90% dos trofozoitos se diversificaram entre 216.3 e 164.9 pug/mL,
eliminando todas as células de Trichomonas na concentragéo de 400 ug/mL. Apesar
das concentragdes efetivas serem relativamente altas (400 pg/mL de curcumina = 1,08
mmol/L), muitos ensaios clinicos indicam que a curcumina possui um bom perfil de
seguranca, sem apresentar efeitos adversos relatados em doses de até 6 g/dia
(GUPTA; KISMALI; PAGANO et al., 2018; WACHTER et al.,2014).

No estudo de Cerveira e colaboradores (2021) houve o desenvolvimento de
uma pesquisa caracterizando as propriedades antioxidante, antimicrobiana e
atividades citotoxicas dos monocurcuminoides sintéticos. Nessa investigacao
verificou-se que a curcumina em altas doses exibiu uma diminuigdo da atividade de
eliminacdo de sais de diamdénio, pois a curcumina pode funcionar como um proé-
oxidante nessas concentragdes. Por fim, os resultados do ensaio de citotoxicidade
sugerem que 0s monocurcuminoides sintéticos usados neste estudo sdo seguros em
baixas concentragdes. Os monocurcuminoides sintéticos sao potenciais candidatos a
antimicrobianos, especialmente para bactérias gram-negativas, com baixos valores de
Concentracgdo Inibitéria Minima (MIC) e atividade efetiva em aPDT (efeito da terapia
fotodinamica em culturas bacterianas (CERVEIRA et al., 2021).

Na pesquisa de Da Silva e colaboradores (2019), foram utilizadas 20 analogos
de curcumina nas quais trés moléculas sintéticas, [1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona],
[1,5-bis(2-clorofenil) penta-1,4-dien-3-ona] e [2,6-bis (2- clorobenzilideno)
ciclohexanona], mostraram valores inibitorios contra T. vaginalis comparaveis ao do
metronidazol e mais efetivos do que o da curcumina natural. A autora concluiu que os
trés analogos monocarbonilicos da curcumina apresentam potencial atividade
antiparasitaria. Tendo em vista que essas moléculas apresentaram uma atividade na
pesquisa relatada, porém ndo tdo efetiva quanto ao do metronidazol, jA que
apresentaram elevada toxicidade as células de mamiferos o que inviabiliza o seu uso
como substituicdo a esse farmaco. Logo, o seguinte trabalho sugere que deveria ter

outras formas para diminuir a citotoxicidade celular das trés moléculas (Figura 4)
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testadas por Da Silva, sendo assim, uma opc¢do € utilizar a técnica de
nanoencapsulamento, com possiveis polissacarideos que auxiliam a liberacéo
constante da curcumina de forma que a sua metabolizacdo ndo seja imediata e

diminua assim esse limitador encontrado.

Figura 4 - Esquema de moléculas com elevada citotoxicidade
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Fonte: Adaptado de DA SILVA et al., 2019.

3.4 Carragenana

A carragenana € um polissacarideo hidrofilico integrante da matriz
extracelular de muitas algas vermelhas (Rhodophyceae), em especial, dos
géneros Euchemia e Kappaphycus (TRONO, 1992), e simboliza uma interessante
alternativa como arcabouco. Além disso, quimicamente, a carragenana é formada
por uma cadeia de dissacarideos sulfatados composta pela repeticdo de D-
galactose e residuos de 3,6-anidro-D-galactose ligados em a-(13) e $(14) (MANO
et al., 2007). Os modelos mais usuais de carragenana sao a k (kappa), | (iota) e A
(lambda), (RODE, 2015).

Em seu estado puro e seco, a carragenana apresenta-se sob a forma de um

pd inodoro e sem sabor. No entanto, o polissacarideo € soluvel em agua quando
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aquecido e a polimerizacéo do gel ocorre mediante a presenca de eletrdlitos (Ca?*
e K) (HAYASHI, 2007, 2001). As distincGes na formacdo do sulfato entre as
carragenanas definem o0s aspectos reoldgicos (viscosidade, plasticidade e
elasticidade) da amostra. As carragenanas do tipo kK e L mostram a capacidade de
construir géis devido ao formato tridimensional das duplas hélices apos a ligacéo
dos grupos sulfato com os ions, enquanto a do tipo A € somente um agente
espessante, pois ndo é capaz de formar ligacdes cruzadas (crosslinking) entre as
hélices (RODE, 2015).

Esses aspectos sdo amplamente aproveitados pela industria alimenticia e
farmacéutica que utilizam a carragenana como agente espessante, gelificante e
estabilizante em diversas formulacdes (RODE, 2015). A carragenana pode
apresentar distintas atividades biologicas dependendo das caracteristicas
guimicas, como massa molar, composicdo de sulfato e até mesmo do
procedimento de extracdo. Por exemplo, as carragenanas do tipo A sé&o
classicamente utilizadas em experimentos como agentes de inducao inflamatéria
e dor (SILVA et al., 2010). Em contrapartida, as carragenanas do tipo K e
apresentam diversas propriedades terapéuticas incluindo atividade antitumoral,
imuno-modulatéria e anticoagulante (RODE, 2015). Levando em consideracao as
diversas propriedades reologicas, o uso amplamente difundido na industria
cosmética e alimenticia, bem como sua semelhanca ao ambiente tecidual
extracelular, a carragenana é uma alternativa de biomaterial a ser empregado na
medicina regenerativa (RODE, 2015). A literatura ja descreve o uso do hidrogel de
carragenana como um arcabougo para encapsulamento de células ou liberacdo
controlada de moléculas (MEHRBAN, 1999).

As nanoparticulas de prata (AgNPS) tem o seu uso bioldgico limitado por
apresentarem efeitos toxicos as células (BURDUSEL et al, 2018). Portanto, o
revestimento das AQNPS com polimeros biocompativel € considerado um caminho
alternativo e promissor para aumentar a suas aplicacbes biomédicas
(SATHIYASEELAN et al,2020). Diante disso, a carragenana ja € um polissacarideo
utilizado na preparacdo de nanoparticulas de forma aumentar a sua estabilizacao

e minimizar a sua limitacdo de toxicidade celular (ELSUPIKHE et al, 2015). Cabe
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ressaltar que esta estabilizacdo é dada ao fato da carregenana apresentar carga
negativa na sua superficie o que auxilia na estabilizacdo das AgNPS.

A carragenana por apresentar uma estrutura linear e ser um polissacarideo
sulfatado possui propriedades fisico-quimicas ideais, haja vista, que ¢é
amplamente utilizada na liberacdo de drogas, nanocarreadores, regeneragao de
tecidos e industria de alimentos (ZIA et al. ,2017). Ademais, esse polissacarideo
também é utilizado como imunomoduladores, anticoagulantes, antitumorais e
antivirais (CHRISTOPHER, 2003).

Em relacédo as suas atividades biologicas, a atividade anticoagulante das
carragenanas foi demonstrada hd mais de setenta anos. Assim como suas
estruturas quimicas variadas, sua atividade anticoagulante também é bem
diversificada. Foi determinada, no trabalho de Silva et al. (2010), a atividade
anticoagulante por tromboplastina parcial ativada das carragenanas iota-, kappa-
e lambda-. Neste estudo, a lambda-carragenana exibiu a maior atividade
anticoagulante (240s a 20 ug), porém muito abaixo do que a da heparina (250s a
2,5 ug).

Estudos de atividades antitumorais com carragenanas também tém
apresentado resultados promissores in vitro e in vivo (ZHOU et al., 2004). Em
relacéo a atividade antioxidante, Souza e colaboradores (2012) observaram que
existe uma correlacdo dependente entre a atividade antioxidante e a quantidade
de sulfato. Em um estudo realizado com a iota-carragenana, observou-se que esta
teve um efeito mais elevado na inibicdo da formacao de ions hidroxila em relacéo

a kappa-carragenana (SOUZA et al., 2012).

4 Resultados

4.1 Sintese de analogos monocarbonilicos da curcumina

Todos os reagentes e solventes empregados ha sintese eram de grau analitico
e foram comprados da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Os anéalogos da
curcumina foram sintetizados por acoplamento do apropriado aldeido aromatico com
acetona, sendo utilizada a propanona e a ciclopropanona sob condensacéao aldélica
catalisada por uma base, usando a razdo 1:2 acetona e aldeido respectivamente.
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Resumidamente, para uma mistura do respectivo aldeido (20 mmol) e cetona (10
mmol; proporgcao de 2:1), acrescidos de etanol (15 mL), uma solucéo basica aquosa
de hidréxido de sodio (40%; 10 mL) foi adicionada e mantida sob agitagdo magnética
até que a reacdo estivesse completa. Para que ocorresse a neutralizacdo do
catalizador foi utilizada uma solucéo diluida de &cido cloridrico, filtrados a vacuo e
secos a temperatura ambiente. O sdlido obtido foi purificado por recristalizagdo com
hexano/acetato de etila. (LEE et al.,2009., DA SILVA et al.,2019).

4.2 Fabricacdo dos géis de curcumina e prata carregado com gelatina
(GelCurAgQ)

Anteriormente a sintese de AgNPs usando como estabilizador foi descrita por
Khanh e colaboradores (2019). O processo de fabricacédo do GelCurAg consiste em
duas etapas. Primeiramente, a solucédo de GelAg foi sintetizada sob radiacdo UV, esta
solucdo foi entdo utilizada para encapsular a curcumina sob o efeito de ultrassom.
Resumidamente, 0,2 g de carragenana foram dissolvidos em 20 mL de agua destilada
e agitado na velocidade de 400 rpm a 40 °C por 1 h. Depois disso, 240 ul de solugao
de AgNO3 a 1% (equivalente a 120 ppmAgNO3) foi adicionado a solugéo de gelatina
preparada e agitada a temperatura ambiente por 10 min. Essa mistura foi exposta a
luz ultravioleta por 6 h para formar uma solucdo de GelAg. Para a formacao da
suspensao da fase solvente foram dissolvidos 0,02g mg de curcumina e 0,25g de POX
407 em 5 ml de metanol. A suspensao foi rapidamente adicionada gota a gota em 20
ml de solucdo GelAg (fase anti-solvente) sob agitacdo a 750 rpm. A mistura foi entdo
sonicada por 20 min usando sondas de sonicacao (QSONICA, EUA) com amplitude
de 30 em um banho de agua gelada para manter a temperatura abaixo de 30 °C. Apés
sonicacao, a mistura foi deixada em agitacao por 2 h para metanol evaporar a 30 °C.
Na etapa subsequente, a mistura foi centrifugada a 1000 rpm por 30 min para remover
as particulas grandes (pellets), entdo o sobrenadante foi coletado e liofilizado a -50 °C
por 48 h.

4.3 Aspectos fisico-quimicos das curcuminas
A sintese das curcuminas 1a, 1b, 1d e 1c foram satisfatorias apresentando um
rendimento na faixa de 60% a 83% (Tabela 1). De uma forma geral, as curcuminas

sintetizadas estavam na forma de um solido alaranjado ou amarelado (Figura 5) de
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acordo com o respectivo produto e pontos de fusédo que variavam entre 111°C a 154°C
gue estavam de acordo com dados reportados anteriormente na literatura. Por fim, a
pureza dos produtos pode ser constatada visto que havia apenas um pico no
cromatograma (Figura 6) obtido através da andlise por Cromatografia Gasosa-
Espectrometria de Massas de maneira que as curcuminas tinham tempos de retencao

entre 22 a 28 min.
Figura 5 - Aspecto fisico das curcuminas sintetizadas.
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A estrutura das curcuminas também pode ser confirmada através da analise
por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas. Conforme pode ser observado
na fragmentacdo, a molécula la apresentou um fragmento de m/z 217.1 que
corresponde a saida do grupo carbonila da estrutura. Por sua vez, o fragmento de m/z
91.05 pode estar relacionado com a formacao do ion tropilio na molécula. O pico base
foi o proprio ion molecular indicando a estabilidade quimica da curcumina. Os outros
produtos apresentavam fragmentacOes similares que podem ser vistas no Anexo.
Cabe salientar que todas as moléculas analisadas apresentavam o ion molecular

correspondente ao produto sintetizado.
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Figura 6 - Cromatograma e espectro de massas obtido através da analise da

curcumina la por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas.
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Tabela 1 - Dados fisico-quimicos das curcuminas sintetizadas.

34

Rendimento  Ponto de Fragmentacao .
Estrutura Composto . Referéncia
(%) Fuséo (°C) (m/z)
H 0 H 1
a
A M H 60 113-115 235.11 Leow et al, 2019
H H
cl 0 cl
H F 1b 73 118-120 303.03 Weber et al, 2005
H H
C\ O cl
H H 111-114 _ _
1d 83 343.06 Bigdeli et al, 2007
H H
H 0 H
H O XNF O H 1c 74 150-154 271.09 Weber et al, 2006
F F
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4.4 Aspectos fisico-quimicos das nanoestruturas

A formacao das GelCurAgs a partir das curcuminas sintetizadas a partir
da reacao de formacao juntamente com as nanoparticulas de prata, polimero
POX 450 e com a carragenana pode ser inicialmente visualizado a partir da
mudanca de coloracao do sélido obtido ao fim do processo. Como pode ser visto
na Figura 7, as GelCurAgs se apresentam em uma coloracao variada que muda
de branca, a amarelo-claro e amarelo-escuro dependendo da curcumina
precursora as quais diferem substancialmente das curcuminas puras. Por fim, as
GelCurAgs provenientes do 1le apresentavam uma coloracao laranja-escuro ao
passo que o 1f — GelCurAg sem curcumina — apresentava uma coloracéo laranja-

claro. As imagens das GelCurAgs podem ser visualizadas no Anexo.

Figura 7 - Aspecto fisico da curcumina l1a (a esquerda) e de sua
respectiva GelCurAg (a direita).

4.4.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel

A andlise por Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel indicou a presenca de
bandas na regido de 220 a 280 nm em todos os espectros das amostras,
incluindo o 1f. Tal dado indica que essas bandas podem estar relacionadas aos
componentes que correspondem as nanoparticulas de prata, carragenana ou do
polimero. Geralmente a banda méxima de absorcao ocorria em 244 nm.

Por sua vez, a presenca de curcuminas nas amostras pode ser vista
através de bandas largas que podem ser observadas entre 280 nm a 500 nm

dependendo do produto incorporado a GelCurAg. A correlacdo dessas bandas
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com a presenca de curcuminas nas GelCurAgs pode ser feita porque essas
bandas entre 280 nm a 500 nm nao foram encontradas no 1f. A Figura 8 é um
resultado representativo dessa andlise espectrofotométrica de maneira que 0s
outros espectros podem ser vistos no Anexo.

Figura 8 - Espectro na regido do Ultravioleta-Visivel da GelCurAg
contendo a curcumina 1a.
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4.4.2 Espectroscopia no Infravermelho

A andlise por Espectroscopia no Infravermelho indicou a presenca de
bandas distintas entre as curcuminas e suas respectivas GelCurAgs. Isso
provavelmente se deve a incorporacao de outros constituintes na amostra que
incluem o polimero, a carragenana e a nanoparticula de prata. Nesse sentido,
para a curcumina la e sua respectiva GelCurAg se pode ver a presenca de
bandas de carbonila (C=0) em 1650 cm™, de ligacdo dupla (C=C) préximo a
3000 cm™ e 1600 cm* assim como de estiramento carbono-oxigénio (C-O)
préximo a 1100 cm em ambas as amostras (Figura 9). No caso da GelCurAg,
foi possivel observar a presenca da banda de hidroxila (O-H) em 3500 cm*

provavelmente relacionado com a incorporacdo de carragenana na estrutura.
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Figura 9 - Espectro na regido do infravermelho da GelCurAg contendo a
curcumina 1la.
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A interpretacfes dos outros espectros de curcuminas e de suas respetivas
se mostrou similar ao da curcumina la e de sua respectiva GelCurAg. As
principais diferengas encontradas se devem a inser¢cdo de grupamentos
guimicos distintos nas diferentes curcuminas avaliadas. Nesse sentido, a banda
préoxima a 550 cm™ pode indicar a presenca do estiramento carbono-cloro nas
amostras contendo as curcuminas 1b e 1d. Por sua vez, se pode observar o

estiramento carbono-flior na amostra 1c préximo a 1050 cm™.

4.4.3 Espectroscopia de Dispersao de Raios-X

A andlise por Espectroscopia de Dispersdo de Raios-X indicou uma
prevaléncia de elementos que incluem o potassio (49,78 — 52%), cloro (19,36 -
24,35%), calcio (16,97 — 18,46%) e enxofre (8,90 — 10%) provenientes
provavelmente do polimero e da carragenana que revestem o exterior da
GelCurAg (Tabela 2). Cabe também salientar que houve a presenca minoritaria
de diversos elementos que foram provavelmente encontrados devido a leves

impurezas dos produtos iniciais ou de reagentes utilizados durante a sintese. Por
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fim, ndo foi possivel observar a presenca da prata proveniente das
nanoparticulas o que provavelmente pode ser explicado porque as

nanoparticulas se encontram no interior da GelCurAg juntamente da curcumina.



Tabela 2 - Elementos encontrados na andlise por Espectroscopia de Dispersédo de Raios-X nas GelCurAgs sintetizadas.

Amostras
Elemento
12 1b 1c 1d le 1f
K 52% 49,78% 51,70% 49,54% 51,79% 51,33%
Cl 20% 23,50% 20,27% 24,35% 19,36% 20,34%
Ca 18% 16,97% 17,58% 16,49% 18,46% 18,04%
S 10% 9,31% 9,94% 8,90% 9,47% 9,92%
Ag 0,28% 0,25% 0,22% 0,36% 0,67% 0,19%
Fe 0,12% 0,12% 0,13% 0,20% 0,13% 0,10%
Cu 0,05% 0,05% 0,04% 0,05% 0,07% 0,04%
Br 0,02% 0,02% 0,02% 0,03% 0,05% 0,02%

39
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4.4.4 Tamanho de Particula

A andlise do tamanho de particulas das GelCurAgs sintetizadas indicou
gue as amostras apresentavam um tamanho médio que variou de 80,15 um a
80,47 um (Figuras 10). Nesse sentido, as amostras tiveram um tamanho
bastante similar. A avaliacdo dos histogramas também permitiu se constatar que
houve uma distribuicio adequada dos diferentes tamanhos de particula
encontrados na mesma amostra visto que grande parte deles tinha um tamanho
proximo ao valor médio encontrado. Os histogramas das outras GelCurAg
avaliadas podem ser vistos no Anexo.

Figura 10 - Distribuicdo do tamanho de particulas la.
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4.4.5 Cromatografia Liquida de Alta Pressao

As GelCurAg foram avaliadas por Cromatografia Liquida de Alta Presséo
a fim de avaliar a presenca de seus constituintes na amostra. Nesse sentido,
durante a andlise do 1f ndo foi possivel detectar algum pico cromatografico de
acordo com os parametros empregados. Assim, a presenca das nanoparticulas
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de prata, de carragenana e do polimero ndo puderam ser observados nessa
analise. Por outro lado, foi possivel verificar a incorporacdo de curcumina nas
amostras a partir da presenca de picos cromatograficos (Figura 13).

Figura 11 - Cromatograma da GelCurAg contendo a curcumina l1a por
Cromatografia Liquida de Alta Presséo.
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De uma forma geral, puderam ser observados a presenca de picos entre
1.5 min a 6.4 min os quais variaram de acordo com a curcumina presente na
estrutura. Também cabe ressaltar que todas as analises com a excec¢do da
GelCurAg contendo a curcumina la apresentavam apenas um pico em seu
cromatograma. A presenca de dois picos no cromatograma da GelCurAg
contendo a curcumina la pode potencialmente ser explicado pela presenca de

GelCurAgs contendo isdmeros diferentes da curcumina.
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4.4.6 Difracéo de Raios-X

A analise por Difragdo de Raios-X permitiu identificar que todas as
amostras possuiam em comum picos em torno de 20°, 25°, 50° e 60°. Cabe
ressaltar que as microestruturas possuem varios componentes em sua estrutura
como nanoparticulas de prata, o polimero, a carragenana e a curcumina de
maneira que 0s picos podem estar relacionados com quaisquer um desses
componentes. Todavia, € possivel verificar através da andlise que a curcumina

pode ser encapsulada na sua forma amorfa (KHANH et al., 2019).

Figura 12 - Ensaio Cristalogréafico por difracdo de raios X no GelCurAg.
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4.4.7 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para a verificacdo da morfologia e do tamanho das particulas foi realizada
a andlise por Microscopia Eletronica de Varredura a qual demonstrou que as
amostras apresentavam um formato esférico irregular. Também foi possivel
observar que as amostras se agregavam em estruturas na forma de flocos
planares. Cabe ressaltar que todas as amostras apresentavam uma morfologia
bastante similar o que indica que houve a formac¢éo da camada externa contendo
o polimero e a carragenana os quais envolveram o conteudo de AgNPs e de

curcuminas (Figura 16).
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Com base nas escalas obtidas durante a analise, também se pode
perceber que as estruturas no formato de esferas irregulares provavelmente se
encontram numa escala nanométrica. Por outro lado, a associacao dos materiais
na forma de flocos planares aumentou seu tamanho de maneira que essas
estruturas ja apresentavam tamanhos na ordem micrométrica. Esses resultados
corroboram com andlises anteriores realizadas no difratbmetro a laser que

permitiu identificar um tamanho médio das particulas na ordem de 80 pum.

Figura 13 - Imagem de Microscopia Eletronica de Varredura referente as
GelCurAgs sintetizadas.
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4.5 Atividade antibacteriana

A avaliacdo da potencial atividade antibacteriana das GelCurAgs
contendo a curcumina 1a, 1b, 1d, 1c e 1e bem como do 1f foi realizado utilizando
0S micro-organismos Acinetobacter baumannii ATCC 019606, Klebsella
pneumoniae ATCC 700606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Staphylococcus auerus ATCC 25923 utilizando as diversas GelCurAgs em
concentragdes que variavam de 250 pg.mL* a 0,488 pg.mL L. Apds a realizacdo
do teste, ndo foi observada uma inibigcdo no crescimento dos micro-organismos

avaliados e nas condic¢des testadas.

4.6 Atividade antioxidante

O ensaio de DPPH indicou que as GelCurAgs testadas apresentaram um
valor consideravel de atividade antioxidante (Tabela 3). De acordo com a
GelCurAg, houve variacbes brandas de atividade antioxidante a partir da
mudanca na concentracdo da amostra. Nesse sentido, la apresentou uma
variacdo de 61,35 + 0,05% numa concentracdo de 1 mg.mL*a 67,95 + 0,15%
partindo de 10 mg.mL*?. Uma variagdo branda de acordo com mudancas na
concentracdo também foi observada para 1c. Por outro lado, 1b apresentou uma
mudanca consideravel na atividade antioxidante tendo uma inibicdo do radical
DPPH a 46,35 + 0,85% a 0,5 mg.mL* chegando a 62,9 + 0,5% a 10 mg.mL™.
Cabe salientar que se utilizou acido ascérbico como controle positivo dos testes
0 qual apresentou uma atividade antioxidante total em todas as concentracdes
avaliadas.

Para a amostra 1d, também houve variacbes brandas na atividade
antioxidante com a variacdo das concentracoes testadas (60,85 + 0,45% - .56,45
+ 0,05%). Por outro lado, a amostra 1le a qual continha o padréo de curcumina
apresentou os resultados mais expressivos para atividade antioxidante. Na
concentracdo de 10 mg.mL, a amostra apresentou atividade de 93,95 + 0,05%
chegando a 67,3 + 0,1% a partir de 1 mg.mL*. Por fim, 1f que ndo continha
curcumina apresentou pouca variagdo na atividade antioxidante (61,8 = 0,2% -
54,95 + 0,15%)
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Tabela 3 - Avaliagdo antioxidante das GelCuAg a partir do ensaio do DPPH.

Concentracdo (mg.mL™1) Amostra
la (%) 1b (%) 1c (%) 1d (%) le (%) 1f (%)
10 67,95 + 0,152 68 + 0,22 62,9 + 0,5° 60,85 + 0,45¢ 93,95 + 0,05¢ 61,8 £0,2¢
5 62,3 +0,6° 67,2 £0,32 62,1 +0,4° 60,3 £ 0,1°¢ 86,2 £ 0,7¢ 60,15 + 0,25°¢
2,5 62,5+0,1° 56,15 + 0,65 62,05+ 0,05° 56,45 + 0,05 75,2 £ 0,49 58,8 + 0,6¢f
1 61,35 + 0,05 50,45 +0,25" 61,65 +0,25°¢ 57,15+ 0,15 67,3+0,12 58,85 + 0,25¢f
0,5 61,45 + 0,35 46,35+ 0,85' 61,85 + 0,45 59,3+0,1°¢ 62,05 + 0,05¢ 54,95 + 0,15/

Nota: indices em sobrescrito diferentes indicam diferenca estatistica significativa (a = 0,005).
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A avaliacdo das curcuminas isoladas demonstrou que as moléculas
possuiam uma atividade antioxidante que variou entre 55,8 + 0,30% e 75,80 +
0,10% para as amostras 1a, 1b, 1c e 1d. Cabe ressaltar que houve diferencas
significativas entre as diferentes concentracfes testadas, porém a variagdo nao
foi muito expressiva quando comparada com a le. No caso dessa amostra, a
atividade antioxidante foi alta chegando a 96,95 * 0,15% numa concentracéo de
0,5 mg.mL*. Também é possivel identificar que para 1e houve provavelmente
um efeito pré-oxidante a partir do aumento da concentracao visto que a inibicdo
ao radical DPPH chegou a niveis de 85,85 + 0,35% a 10 mg.mL™.

Comparando os resultados de atividade antioxidante entre as curcuminas
isoladas e as GelCuAg se pode observar que houve comportamentos distintos
entre as amostras. Nesse sentido, para la ndo se observaram diferencas
consideraveis ao passo que para 1b houve uma variacdo negativa na
estabilizacdo do radical DPPH principalmente em concentracdes entre 0,5
mg.mL*a 2,5 mg.mLL. Para as amostras 1c e 1d, houve uma similaridade na
atividade antioxidante nas mais baixas concentracfes testadas, porém houve
uma diminuigcdo na atividade em concentragdes maiores de GelCurAgs. Para le,
também houve diminuicdo da atividade antioxidante nas menores concentracoes
testadas para as GelCurAgs, todavia houve uma melhora na atividade
antioxidante em maiores concentra¢gdes de GelCurAgs quando comparadas com
a curcumina isolada (Tabela 4).



Tabela 4 - Avaliagao antioxidante das curcuminas isoladas a partir do ensaio do DPPH.

Concentracédo (mg.mL™1) Amostra
la (%) 1b (%) 1c (%) 1d (%) le (%)
10 68,65+ 0,158 74,15+0,45° 74,85+0,15°> 73,10+0,30> 85,85+ 0,35°
5 60,20 + 0,909 54,90 +0,50° 75,80 +0,10° 69,40 + 0,108 91,45+ 0,25¢
2,5 58,00 + 0,50" 55,8+0,30° 75,10+0,10° 69,30 +0,10*® 93,35+ 0,35¢
1 57,95 +0,05" 59,15+0,05¢ 58,35+ 0,254 59,65+ 0,259 96,15 + 0,159
0,5 59,70 £ 0,109 59,90 + 0,209 59,40 + 0,409 59,15 + 0,154 96,95 + 0,159

Nota: indices em sobrescrito diferentes indicam diferenca estatistica significativa (a = 0,05).
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5 Discusséao

A reacado da GelCurAg iniciou-se com cores claras que vai do transparente ao
amarelo claro e no decorrer do tempo ocorreu a modificacdo para cores amarronzadas
0 que indicou a formacédo GelCurAg conforme Wan et al., 2021. A explicacdo desta
mudanca colorimétrica € decorrente da mudanca da redugdo do ion prata o qual
ocorre através de grupamentos hidroxila e acido carboxilico que estdo presentes na
carragenana que desempenham um papel de reducao e estabilizacdo ions de prata e
consequentemente a estabilidade da AgNPs (GUN GOK et al., 2021).

Comparando os resultados obtidos no decorrer deste estudo com o trabalho de
Jaffar et al., 2023 na andlise por Espectroscopia no Ultravioleta Visivel ndo foi verificar
a presenca da banda correspondente a carregenana, que de acordo com o trabalho
foi em torno de 420 nm. Dentre os motivos que pode explicar essa diferenca dos
resultados estdo a composicdo da GelCurAg testada, em como, das diferentes
concentra¢cdes que foram empregadas em ambos os trabalhos.

Por outro lado, o estudo de Khanh et al. (2019) apresentou resultados similares
aos que foram identificados no presente trabalho. Neste sentido, ndo foi observado
picos de absorbéancia para o polimero e carragenana em 450 nm, mas sim foram
encontrados pontos de absorbancia quando a mostra continha curcumina onde os
resultados se aproximaram na faixa de 400-450 nm.Essa variagcdo pode estar
relacionada com os diferentes tipos de curcumina que foram utilizadas no trabalho.

Em relacéo aos resultados obtidos pelo infravermelho (FTIR) se pode observar
a presenca de varias bandas relacionadas a grupamentos polares que indicam a
formacéo da GelCurAg contendo POX-407, carragenana, AgNPs e curcumina. Tais
observacbes também foram identificadas de maneira similar na literatura
(ELSUPIKHE et al., 2014). Os estiramentos encontrados para prata-oxigénio na faixa
500 cm indicados na literatura ndo foram encontrados no estudo provavelmente
essas bandas estdo localizadas na regido de fingerprint o que dificulta a sua
visualizacdo devido a outros tipos de estiramentos que ocorrem também nesta regiao.
No entanto é possivel observar a presenca do estiramento do grupo O-H presentes
da composicao da carregenana e também identificada na literatura.

Com base na analise cromatografica se pode verificar que houve a introducéo
de curcumina nas GelCurAgs. Essa verificacdo se deve ao fato de identificar apenas
um pico no cromatograma que provavelmente esta relacionado com a estrutura das

diferentes curcuminas, bem como, a sua concentracdo. Além disso, o tamanho das
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microestruturas também esta de acordo com a literatura. De acordo com Lyu et al.
(2019) a sintese de estruturas contendo amilose, AQNPs e curcuminas resultou em
particulas de tamanho inferiores a 1 mm.

Conforme estudo relatado por Jaffar e colaboradores (2023) as imagens
resultadas do MEV demostraram que GelCuAg apresentaram uma morfologia esférica
com tamanho médio 670 nm. Além disso, o mesmo trabalho revelou através das
imagens de alta resolucdo que as nanoparticulas obtidas apresentaram uma forma
semelhante a flores com pétalas lamelares cruzadas e aleatérias com tamanho de 50
nm de espessura. Cabe ressaltar que o autor relata que o processo de secagem, bem
como a utilizacao de solventes organicos dos alcoois podem fazer com que GelCuAg
formem um agregado e formem uma morfologia semelhante a uma flor.Ademais, o
recente trabalho de Nguyen et al. (2022) também relataram que AgNPs apresentaram
morfologia de flores semelhantes a rolos de |& e que dependendo do solvente
empregado para sintese pode ocorrer agregacao e alteracdo de tamanho que no caso
do seu trabalho variou de 280 a 700 nm.

A atividade antioxidante obtida neste trabalho esta de acordo com os resultados
obtidos por Alves et al. (2018) que realizou associa¢do de nanoparticulas de prata e
curcumina e conjunto com polimero 407 onde verificou que uma atividade a nivel
maximo de 60% o que coincidem com os resultados obtidos neste trabalho. De acordo
com o0s autores houve uma variacdo entre a atividade antioxidante de acordo com o
tempo de exposicdo da amostra ao radical DPPH. Isso provavelmente pode ser
explicado pelo fato de apresentar diferentes niveis de liberagdo de GelCurAg a partir
da formulacao onde atua como um liberador desta molécula.

A utilizacdo do poloxamero (P407) foi de suma importancia para formacéo da
GelCurAg, haja vista que as formulacdes termossensiveis formadoras de gel séao
consideradas um sistema de administracdo controlada de medicamentos e esse
polimeri apresenta propriedades biocompativeis e sua transicdo solugdo-gel em
temperatura fisiologica. Assim, por ser copolimero anfifilico onde € um tribloco néo
ibnico composto por uma cadeia hidrofobica central de oxido de polipropileno
flanquada por duas cadeias hidrofilicas de oxido de polietileno apresenta viscosidade
gue é importante para formacgéo do gel a temperatura de 30 e 50°C e quando utilizadas
em baixa temperatura permite que as moléculas ou nanoparticulas do farmaco se
dispersem e permanecam suficientemente estabilizadas ja& que permite solubilizar

drogas hidrofébicas com natureza anfifilica como curcumina. Em um estudo anterior,
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SEZGIN et al. (2007) relataram o comportamento de solubilizacdo de trés agentes
anticancerigenos pouco sollveis em agua em alguns poloxameros e sugeriram que
esses sistemas sao portadores eficazes de novas drogas (ALVES et al., 2018).

A atividade antioxidante € devido a presenca da curcumina, bem como ocorre
o sinergismo com AgNPs o que pode explicar o resultado aumentado de antioxidante
através da juncdo destas. Cabe salientar que os valores obtidos para atividade
antioxidante para as formulacdes contendo curcumina e AgNPs ou somente AgNPs
variou entre 50 -70% de atividade antioxidante utilizando radical ABTS em
concentracbes de 0,125 mg/ml os quais convergem na mesma faixa que foram
encontradas no presente estudo (LYU et al., 2019).

Devido as suas notaveis propriedades antibacterianas, as nanoparticulas de
prata (AgNPs) e a curcumina (CCM) tém sido amplamente utilizados no campo
antimicrobiano. Em nosso estudo, sintetix, prata/curcumina uniforme e estavel
nanoparticulas compostas por um processo de tratamento de ultrassom facil e a
atividade antibacteriana sinérgica foram avaliados. A curcumina nédo sé desempenhou
um papel de agente redutor, mas também atuou como um agente de capeamento. Os
efeitos antibacterianos da prata/curcumina (CAgNPs) foram estudados medindo a
curva de crescimento e superficie da placa ensaio baseado em E. coli e B. subtilis,
gue mostrou concentracdo bacteriostatica dependente e bactericida efeitos de
CAgNPs. A presenca de CCM aumenta a ligagdo de Ag a membrana bacteriana e a
liberacdo de Ag+ em comparacdo com aquele sem CCM, de modo que a criacdo de
uma alta concentracdo de Ag+ temporaria e local perto da superficie da bactéria,
entretanto, a geracdo de espécies de oxigénio mais reativas, leva a danos na
membrana, lipases e induzem vazamento de conteudo intracelular seguido de morte
bacteriana que leva a inibicdo do crescimento de as bactérias.

Estudos anteriores mostram que a atividade antioxidante de curcuminas, bem
como, GelCurAg é dose-dependente de maneira que ocorre um aumento na atividade
biolégica com o aumento da concentracdo do biomaterial (KHANH et al., 2019;
CERVEIRA et al.,, 2021). Nesse sentido, a associacdo de curcuminas com
nanoestruturas possibilitou uma estabilizacdo do radical DPPH geralmente em niveis
em torno de 60% o0 que estd de acordo com dados reportados previamente na
literatura (CERVEIRA et al., 2021).

Pesquisas anteriores demostraram que as formula¢des contendo curcumina e

AgNPs potencialmente possui atividade antibacteriana para bactérias gram negativas
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e gram positivas. De acordo com Cerveira et al. (2021) os quais demostraram
atividade antibacterianas de diversos analogos de curcumina isolados utilizando
concentragbes abaixo de 200 uM para as bactérias A. hydrophila, C.albicans
,E.faecalis, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus. Esses dados divergem dos
resultados obtidos no presente trabalho, jA que as GelCurAgs ndo apresentaram
atividade antimicrobiana para K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus e
Acinetobacter baumanni. Dentre as provaveis explicacdes para essa diferenca entre
os trabalhos est4 o fato de que o presente estudo utilizou curcuminas em uma
GelCurAg, ou seja, um complexo de compostos diferentes como carragenana, Pox-
407,AgNPs e a curcumina e, assim, ndo de forma isolada como foi estuda no
elucidada no estudo de Cerveira et al. (2021).Desta forma a concentracdo de
curcuminas na GelCurAg acaba se tornando bastante inferior quando comparada aos
estudos na qual séo realizados testes antibacterianos isoladamente.

Ademais, Gun Gok et al. (2021) relatou que a carragenana isolada né&o
apresentou atividade antimicrobiana para S.aureus e E.coli , no entanto apresentou
uma acentuada atividade quando incorporada em AgNPs, em contra partida relata que
essa atividade depende dos agentes tépicos contendo prata e de materiais de
cobertura que varia dependendo da quantidade e taxa de liberagdo de prata e sua
toxicidade as células bacterianas, tendo em vista que a prata elementar (Ag®) ndo tem
antibacteriano, no entanto, o cation prata (Ag+) é altamente reativo e mantém sua
atividade em microorganismos mesmo em baixas concentra¢cdes o que pode ser uma
justificativa ja que a prata esta entrelagada na carregenana que cobre esta GelCurAg.

Os resultados cristalograficos realizado em GelCurAg em comparacdo com a
curcumina mostrou a auséncia de picos agudos na qual indica a obtencdo da
GelCurAg e sugerindo o seu encapsulamento da molécula de forma amorfa, na qual
esses dados coincidiram com os encontrados por Khanh et al. (2019).

Por fim, cabe ressaltar que a pesquisa apresentou algumas limitagdes cujo
estudo pode ser aprofundado e elucidado através de teste antibacterianos que
envolvam analise utilizando concentracbes maiores das GelCurAgs, bem como
avaliando as amostras para outros tipos de micro-organismos. Ademais, também
poderiam ser realizados estudos de liberacao das curcuminas e de AgNPs a partir das
formulacdes. Outrossim, outras analises de caracterizagdo como, por exemplo,
potencial zeta e utilizacdo na Microscopia Eletrénica de Transmisséo e assim analisar

0 comportamento quimico das formulagdes.
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Os resultados dessa dissertacao
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Abstract
Curcumin is one of the main molecules that can be isolated from the rhizomes of the
plant Curcuma longa Linn whose properties include, for example, antioxidant,
antiinflammatory, anticancer and healing actions. Due to their low bioavailability, these
molecules have been microencapsulated and combined with other components, such
as nanoparticles, in order to enhance their beneficial effects. In this sense, the aims of
this study were to carry out the synthesis of curcumins and microencapsulate them
with polymer POX-450, carrageenan and silver nanoparticles. Results showed that
there was an efficient incorporation of curcumins in the evaluated materials through
the presence of bands in the range of 300 to 500 nm in the UV-Visible Spectroscopy
and stretches related to the functional groups present in the molecules through Infrared
Spectroscopy. It was possible to verify that the particle size was around 80 um and,
based on Scanning Electron Microscopy, it was possible to observe that the
microstructures had an irregular spherical shape that combined in the form of planar
flakes. For the antioxidant evaluation, it can be observed that the microstructures had
a wide activity reaching about 93.95 + 0.05% at 10 mg.mL? for le. Therefore,
microstructures containing curcumins and silver nanoparticles were synthesized
efficiently having noticeable antioxidant activity, indicating a pharmaceutical and
biotechnological potential for these biomaterials.
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Synthesis and Antioxidant Evaluation of Curcumin Analogues

microencapsulated with Carrageenan Gel and Silver Nanoparticles

1. Introduction

In recent decades, curcumin and its analogues have been extensively used due
to their biological properties that include, for example, antioxidant, anti-inflammatory,
antitumor and healing actions, (DA SILVA et al., 2019; WANG et al., 2017). Although
its use as a dye has been going on for centuries, the processes of isolating and
synthesizing curcumin and its analogues are recent, so that synthetic and effective
methodologies were only developed and elucidated from the 1960s onwards
(NOUREDDIN et al, 2019; PACHECO et al., 2021).

Curcuminoids can be synthesized from modifications in the fundamental
subunits of a curcumin molecule, which can result in a wide range of bioactive
molecules (JORDAN et al., 2018; NAGARGOJE et al., 2020). Thus, it is possible to
obtain derivatives and analogues of curcumin through various types of reactions
involving aldol condensation based on the use of different types of aldehydes and
ketones. In this sense, it was possible to obtain a large number of synthetic
curcuminoids that have important biological properties and with greater bioavailability
compared to the natural curcumin molecule (KIM et al., 2018).

Among the ways to enhance the biological properties of curcumins and their
derivatives and synthetic analogues is their nanoencapsulation with nanoparticles
(NPs). These materials are known to have a small size and, therefore, have very
peculiar electronic and biological properties. Among the different types of nanoparticles
can be found those formed by silver, gold, aluminum, copper and zinc, for example.
Differences in their metal composition influence considerably their physico-chemical
and biological properties (DA ROCHA et al., 2019; RAGHAVENDRA et al., 2014)

Previous reports indicate that several curcumin formulations have been
developed including emulsified micelles, NPs, nanofibers or hydrogel as an approach
to enhance the therapeutic efficacy of curcumin. It is worth noting that its use is limited
due to its low solubility, short half-life and poor bioavailability. In previous studies, use
of curcumin in gel formulation associated to silver nanoparticles (GelCurAg) has

already demonstrated antibacterial and antioxidant activity. In addition, it is reported
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that gelatin concentrations act controlling the release of curcumins which can assist in
drug release (KHANH et al., 2019).

As can be seen, curcuminoids comprise a vast class of molecules with
promising biological activities. Through its encapsulation with NPs, an increase in its
bioavailability can occur and, consequently, a potentiation of its biological activities.
Thus, the production of curcumins encapsulated with GelCuAg may present a
promising agent with potential biological activities. In this sense, the aims of this study
was to synthesize curcumins and produce microstructures associated to silver
nanoparticles, carrageenan and polymer P470 as well as to chemically characterize

the biomaterials and evaluate their antioxidant activity.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

All chemicals were analytical grade and were purchased from Sigma-Aldrich (Saint
Louis, USA).

2.2. Synthesis of curcumins

The four curcumin analogues were synthesized by reaction with the appropriate
aromatic aldehyde to acetone in the forms of propanone or cyclopropanone using a
1:2 ratio, respectively, and under base-catalyzed aldol condensation. Briefly, the
synthesis occurred to a mixture of the respective aldehyde (20 mmol), ketone (10
mmol; 2:1 ratio), ethanol (15 mL) and an alkaline aqueous sodium hydroxide solution
(40%; 10 mL) was added to the system and kept under magnetic stirring until the
reaction was complete. In order to neutralize the catalyst, a dilute solution of
hydrochloric acid was used and the product was filtered under vacuum and dried at
room temperature. The obtained solid was purified by recrystallization with
hexane/ethyl acetate (DA SILVA et al., 2019).

2.3. Synthesis of microstructures

The GelCurAg synthesis process consisted of two steps and followed the
methodology of KHANH et al. (2019). Initially, 0.2 g of carrageenan were dissolved in
20 mL of distilled water and stirred at 400 rpm at 40 °C for 1 h. After, 240 pL of 1%
silver nitrate solution was added to the prepared gelatin solution and stirred at room
temperature for 10 min. The mixture was exposed to ultraviolet light for 6 h to form a
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GelAg solution. In order to form the solvent phase suspension, 0.02 g mg of curcumin
and 0.25 g of polymer POX 407 were dissolved in 5 ml of methanol. The suspension
was quickly added dropwise into 20 mL of GelAg solution (anti-solvent phase) under
stirring at 750 rpm. The mixture was then sonicated for 20 min using sonication probes
(QSONICA, USA) in ice water bath. After sonication, the solution was stirred for 2 h in
order to evaporate methanol. In the subsequent step, the mixture was centrifuged at
1000 rpm for 30 min to remove large particles (pellets), then the supernatant was
collected and lyophilized at -50 °C for 48 h.

2.4. Instrumental analysis

Ultraviolet-Visible Spectroscopy was conducted using an aliquot of the
microstructure dissolved in distilled water scanning from 200 nm to 700 nm using a
spectrophotometer model LGS53 (Bel, Piracicaba, Brazil). For Infrared Spectroscopy,
curcumins and their microstrutures were analyzed from 4000 cm™ to 500 cm™ using
potassium bromide pellets. Moreover, X-Ray Spectroscopy was made using an
equipment model EDX720 (Shimadzu, Kyoto, Japan).

In addition, X-Ray Diffraction was made using a diffractometer model XRD6000
(Shimadzu) while Scanning Electron Microscopy was conducted through an equipment
model JSM-6010LA (Jeol, Peabody, USA). Particle size analysis was performed by a
laser diffractometer model CILAS 1064 (Cilas, Milan, Italy).

Curcumin analogues were analyzed using Gas Chromatography-Mass
Spectrometry model QP 2010 (Shimadzu). Helium was used as the carrier gas while
the cappilary column was RTX-5MS. Finally, the microstrures were analyzed using
High Presure Liquid Chromatography model Ultimate 3000 (Thermo Scientific,
Waltham, USA). The mobile phase was a 0.5% solution of acetic acid in methanol—
water (40:60, v/v) and the column was C18.

Statistical analysis were performed using Two-Way Analysis of Variance
(ANOVA) using software Graphpad version 9.5 (San Diego, USA) with statistical
significance at a < 0.005. Results were generally expressed as mean + standard

deviation.
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2.5. Antioxidant activity

Concentrations of 10, 5, 2.5, 1 and 0.5 mg.mL ! of the microstructures were
evaluated for antioxidant activity by mixing them with 300 uL of methanolic solution of
DPPH radical (0.394 mg.mL™ ) and 3 mL of methanol. Samples were incubated at
room temperature for 15 min in the dark and analyzed by Ultraviolet-Visible
Spectroscopy (Bel) at 517 nm. Positive controls were performed with ascorbic acid at
the same concentrations as the tested samples. An analytical blank using 300 uL of
radical DPPH mixed with 2.7 mL of methanol was also tested. All experiments were
performed in triplicate (n=3).

3. Results
3.1. Physico-chemical evalution of curcumin and their microstructures

Synthesis of curcumins 1a, 1b, 1d and 1c were satisfactory having a yield in the
range of 60% to 83% (Table 1). In general, the synthesized curcumins were in the form
of an orange or yellowish solid according to the respective product while melting points
varied between 111°C and 154°C, which were in agreement with data previously
reported in the literature. Finally, the purity of the products could be verified since there
was only one peak in the chromatogram obtained through the analysis by Gas
Chromatography-Mass Spectrometry with retention times of curcumins between 22 to
28 min. Chromatograms and mass spectra data can be seen in the Supplementary

Information section.
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Table 1. Physico-chemical information of the synthesized curcumin analogues.

Yield Melting Fragment
Structure Sample _ Reference
(%)  Point (°C) (m/z)

Leow et

H H
o H m /\@ : la 60 113115  235.11
. ] al, 2019

Weber et

al cl
" @f\“ /\C[F 1b 73 118-120 303.03
y . al, 2005
Cl Cl
H H Bigdeli et
@Ax /\C[ 1d 83 111114 34306
H H al, 2007

H H

Weber et
H x F H 1c 74 150-154 271.09
F F al, 2006

Formation of GelCurAgs from the synthesized curcumins, silver nanopatrticles,
POX 450 polymer and carrageenan could be initially visualized from the color change
of the solid obtained at the end of the synthesis process. GelCurAgs had varied colors
from white, to light yellow and dark yellow depending on the precursor curcumin which
differed substantially from pure curcumins. Finally, the GelCurAgs from the 1le had a
dark orange color while the 1f — sample without curcumin — had a light orange color.

Ultraviolet-Visible Spectroscopy analysis indicated the presence of bands in the
region from 220 to 280 nm in all spectra. These bands may be related to the
components that correspond to the silver nanoparticles, carrageenan and polymer
nanoparticles of the microstructures. Generally, the maximum absorption band
occurred at 244 nm. In turn, the presence of curcumins in the samples could be seen
through broad bands that can be observed between 280 nm to 500 nm depending on
the product incorporated into GelCurAg. The correlation of these bands with the
presence of curcumins in GelCurAgs can potentially be done since bands between 280
nm and 500 nm were not found in 1f which was the sample without curcumins.

Infrared Spectroscopy analysis indicated the presence of distinct bands
between curcumins and their respective GelCurAgs. This is probably due to the

incorporation of other constituents in the sample that include the polymer, carrageenan
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and silver nanoparticles. In this sense, for curcumin 1a and its respective GelCurAg,
the presence of carbonyl bands (C=0) at 1650 cm™, double bond bands (C=C) close
to 3000 cm™ and 1600 cm can be seen. as well as carbon-oxygen (C-O) stretching
close to 1100 cm™ in both samples. In the case of GelCurAg, it was possible to observe
the presence of a hydroxyl band (O-H) at 3500 cm™, probably related to the

incorporation of carrageenan in the structure (Figure 1).

Figure 1. Infrared spectra of microstructure la.
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The interpretation of the other curcumin spectra and their respective GelCurAg
was similar to that of curcumin la and its respective GelCurAg. The main differences
found are due to the insertion of different chemical groups in the different curcumins
evaluated. In this sense, the band close to 550 cm! could indicate the presence of
carbon-chlorine stretching in the samples containing curcumins 1b and 1d. In turn, it
can observe the carbon-fluorine stretching in sample 1c close to 1050 cm™.

X-Ray Scattering Spectroscopy analysis indicated a prevalence of elements
including potassium (49.78 — 52%), chlorine (19.36 — 24.35%), calcium (16.97 —
18.46%) and sulfur (8.90 — 10%) probably coming from the polymer and carrageenan
that coat the outside of GelCurAg (Table 2). It should also be noted that there was a
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minority presence of several elements that were probably found due to slight impurities

in the initial products or reagents used during the synthesis. Finally, it was not possible

to observe the presence of silver from the nanoparticles, which can probably be

explained because the nanoparticles are found inside the GelCurAg together with the

curcumin.

Table 2. Element profile by X-Ray Spectroscopy of the synthesized GelCurAgs.

Sample
Element
la 1b 1c 1d le 1f
K 52% 49,78% 51,70% 49,54% 51,79%  51,33%
Cl 20% 23,50% 20,27% 24,35% 19,36%  20,34%
Ca 18% 16,97% 17,58% 16,49% 18,46%  18,04%
S 10% 9,31% 9,94% 8,90% 9,47% 9,92%
Ag 0,28% 0,25% 0,22% 0,36% 0,67% 0,19%
Fe 0,12% 0,12% 0,13% 0,20% 0,13% 0,10%
Cu 0,05% 0,05% 0,04% 0,05% 0,07% 0,04%
Br 0,02% 0,02% 0,02% 0,03% 0,05% 0,02%

Particle size analysis of the synthesized GelCurAgs indicated that the samples
had an average size ranging from 80.15 um to 80.47 um having similar sizes among

the microstructures. Evaluation of histograms also showed that there was an adequate

distribution of the different particle sizes found in the samples, since most of them had
a size close to the average value found (Figure 2). X-Ray Diffraction results indicated
the presence of peaks around 20° and 25° as well as at 50° which indicated the

presence of silver in the microstructures.
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Figure 2. Particle size distribution of microstructure 1a by Laser Diffractometry

analysis.
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Figure 3. Results of X-Ray Diffraction of the studied microstructures.
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GelCurAgs were evaluated by High Pressure Liquid Chromatography in order
to assess the presence of their constituents in the sample. In this sense, during the 1f
analysis, it was not possible to detect any chromatographic peak according to the
parameters used. Thus, the presence of silver nanoparticles, carrageenan and
polymer could not be observed in this analysis. On the other hand, it was possible to
verify the incorporation of curcumin in the samples from the presence of
chromatographic peaks.

In general, chromatographic analysis showed the presence of peaks between
1.5 min and 6.4 min which varied according to the curcumin present in the structure. It
is also worth noting that all analyzes with the exception of GelCurAg containing
curcumin la showed only one peak in its chromatogram. The presence of two peaks
in the chromatogram of GelCurAg containing curcumin 1a can potentially be explained
by the presence of GelCurAgs containing different isomers of curcumin (Figure 4).

Figure 4. Chromatogram of microstructure 1a.
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In order to verify the morphology and size of the particles, an analysis by
Scanning Electron Microscopy was carried out, which demonstrated that the samples
had an irregular spherical shape. It was also possible to observe that the samples

aggregated in structures in the form of planar flakes. It should be noted that all samples
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had a similar morphology, which indicates that there was formation of the outer layer
containing the polymer and carrageenan, which involved the content of AgNPs and

curcumins (Figure 5).

Figure 5. Results of Microscope Electron Microscopy of the studied microstructures.

Based on the scales obtained during the analysis, it can also be seen that
structures in the shape of irregular spheres are probably on a nanometric scale. On
the other hand, the association of materials in the form of planar flakes increased their
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size in a way that these structures already presented sizes in the micrometric order.
These results corroborate previous analyzes carried out using a laser diffractometer,

which allowed the identification of an average particle size of around 80 pum.

3.2. Antioxidant activity

The DPPH assay indicated that the GelCurAgs tested showed a considerable
amount of antioxidant activity (Table 3). According to GelCurAg, there were mild
variations of antioxidant activity from the change in sample concentration. In this
sense, la showed a variation of 61.35 + 0.05% at 1 mg.mL™ to 67.95 + 0.15% at 10
mg.mL1. A mild variation according to changes in concentration was also observed for
1c. On the other hand, 1b showed a considerable change in antioxidant activity, having
a DPPH radical inhibition of 46.35 + 0.85% at 0.5 mg.mL"! reaching 62.9 + 0.5% at 10
mg. mL. It should be noted that ascorbic acid was used as a positive control for the
tests, which showed total antioxidant activity at all concentrations evaluated.

For sample 1d, there were also mild variations in antioxidant activity with varying
concentrations tested (60.85 + 0.45% - .56.45 + 0.05%). On the other hand, sample
le which contained the curcumin standard showed the most expressive results for
antioxidant activity. At the concentration of 10 mg.mL%, the sample showed activity of
93.95 + 0.05% reaching 67.3 + 0.1% from 1 mg.mL* onwards. Finally, 1f that did not
contain curcumin showed little variation in antioxidant activity (61.8 + 0.2% - 54.95 *
0.15%).



Table 3. Antioxidant evaluation of the synthesized microstructures.

Concentration (mg.mL- Sample
1 la (%) 1b (%) 1c (%) 1d (%) le (%) 1f (%)
10 67,95 + 0,152 68 + 0,22 62,9 + 0,5° 60,85 +0,45¢ 93,95 + 0,05¢ 61,8 +£0,2°
5 62,3 +0,6° 67,2 +£0,32 62,1 +0,4° 60,3 £ 0,1¢ 86,2 +0,7¢ 60,15 + 0,25°¢
2,5 62,5+0,1° 56,15 + 0,65' 62,05+ 0,05° 56,45 + 0,05 75,2 £ 0,49 58,8 + 0,6
1 61,35 + 0,05 50,45+ 0,25" 61,65+ 0,25 57,15+ 0,15 67,3 +0,12 58,85 + 0,25¢f
0,5 61,45+ 0,35 46,35+ 0,85 61,85 + 0,45 59,3 +0,1¢ 62,05 + 0,05¢ 54,95 + 0,15

Note: Distinct superscripts indicate significant differences in the results (a = 0.005).
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The evaluation of the isolated curcumins showed that the molecules had an
antioxidant activity that varied between 55.8 + 0.30% and 75.80 £ 0.10% for samples
la, 1b, 1c and 1d. It should be noted that there were significant differences between
the different concentrations tested, but the variation was not very expressive when
compared to le. In the case of this sample, the antioxidant activity was high, reaching
96.95 + 0.15% at a concentration of 0.5 mg.mL™. It is also possible to identify that for
le there was probably a pro-oxidant effect from the increase in concentration since the
DPPH radical inhibition reached levels of 85.85 + 0.35% at 10 mg.mL1,

Comparing the results of antioxidant activity between isolated curcumins and
GelCuAg, it can be seen that there were different behaviors between the samples. In
this sense, for 1a no considerable differences were observed while for 1b there was a
negative variation in the stabilization of the DPPH radical mainly in concentrations
between 0.5 mg.mL* to 2.5 mg.mL1. For samples 1c and 1d, there was similarity in
antioxidant activity at the lowest concentrations tested, however there was a decrease
in activity at higher concentrations of GelCurAgs. For 1e, there was also a decrease in
antioxidant activity at the lowest concentrations tested for GelCurAgs, however there
was an improvement in antioxidant activity at higher concentrations of GelCurAgs

when compared with isolated curcumin (Table 4).



Table 4. Antioxidant evaluation of isolated curcumin analogues.

Concentration (mg.mL- Sample
h la (%) 1b (%) 1c (%) 1d (%) le (%)
10 68,65+ 0,152 74,15+0,45> 74,85+0,15* 73,10+0,30° 85,85+ 0,35°¢
5 60,20 + 0,909 54,90 +0,50¢ 75,80+ 0,10° 69,40+ 0,10*8 91,45+ 0,25¢
2,5 58,00 £ 0,50° 55,8+0,30° 75,10+0,10° 69,30+0,108 93,35+ 0,35¢
1 57,95 +0,05° 59,15+0,05¢ 58,35+0,254 59,65+0,254 96,15 + 0,159
0,5 59,70 + 0,109 59,90 + 0,209 59,40 + 0,409 59,15 + 0,159 96,95 + 0,159

Note: Distinct superscripts indicate significant differences in the results (a = 0.005).
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4. Discussion

Formation of GelCurAg could be observed since the starting materials had light
colors ranging from transparent to light yellow and over time the reaction mixture turned
to brownish colors, which indicated the formation of GelCurAg according to Wan et al.,
2021. This color change could be due to the reduction of the silver ion which occurs
through hydroxyl and carboxylic acid groups that are present in carrageenan. These
polar goups probably played a role in reducing and stabilizing silver ions forming
AgNPs (GUN GOK et al., 2021).

Comparing the results obtained in this study with the work of Jaffar et al., 2023
it was not possible to observe the presence of the band corresponding to carrageenan,
which according to Jaffar et al. (2013) was around 420 nm. Among the reasons that
can explain this difference in results are the different composition of the GelCurAg
tested and the distinct concentrations evaluated both works. On the other hand, the
study of Khanh et al. (2019) had similar results to those identified in the current work.
In this sense, there were no bands observed for the polymer and carrageenan at 450
nm, but there were bands related to curcumin in the range of 400-450 nm which was
similar to the observed the current study. Small variations may be related to the
different types of curcumin that were used in the work.

Regarding the results obtained by Infrared Spectroscopy, it can be observed the
presence of several bands related to polar groups which could indicate the formation
of GelCurAg containing POX-407, carrageenan, AgNPs and curcumin. Such
observations were also similarly identified in the literature (ELSUPIKHE et al., 2014).
It is worth noting that chemical stretches found for silver-oxygen in the 500 cm were
not found in the study, probably because of the interference from other bands of the
constituents of the sample. However, it was possible to observe the presence of the
stretching of the O-H group present in the composition of carrageenan and also
identified in the literature.

According to a study reported by Jaffar and collaborators (2023), the resulting
SEM images showed that GelCuAg had a spherical morphology with an average size
of 670 nm. In addition, the research showed that the obtained nanoparticles presented
a shape similar to flowers with crossed and random lamellar petals with a size of 50
nm thick. These results partially agree with the morphology of the microstructures
found in the current study. Changes in sample morphology can be associated to

several physico-chemical parameters that includ the drying process, type of organic



71

solvents of alcohols and level of aggregation. According to Lyu et al. (2019) the
synthesis of structures containing amylose, AgQNPs and curcumins resulted in particles
smaller than 1 mm which also agree with the study as samples were found in the
micrometer to nanometer scale.

In addition, the recent work by Nguyen et al. (2022) also reported that AQNPs
presented a morphology of flowers similar to rolls of wool and that depending on the
solvent used for synthesis, aggregation and size alteration may occur, which in the
case of their work ranged from 280 to 700 nm. The crystallographic results performed
on GelCurAg in comparison with curcumin showed the absence of sharp peaks, which
indicates obtaining GelCurAg and suggesting its encapsulation of the molecule in an
amorphous way, in which these data coincided with those found by Khanh et al. (2019).

Regarding antioxidant activity, results obtained in this work agreed with the
report pf Alves et al. (2018) who carried out an association of silver nanoparticles,
curcumin and polymer P407 having an activity at a maximum level of 60% which
coincided with the results obtained in this work. According to the authors, there was a
variation between the antioxidant activity according to the time of exposure of the
sample to the DPPH radical. This can probably be explained by the fact that it presents
different levels of GelCurAg release from the formulation where it acts as a releaser of
this molecule.

Previous studies showed that the antioxidant activity of curcumins as well as
GelCurAgs is dose-dependent, so that there was an increase in biological activity with
increasing concentrations of the biomaterial (KHANH et al., 2019; CERVEIRA et al.,
2021). In this sense, the association of curcumins in the microstructures enabled a
stabilization of the DPPH radical generally at levels around 60%, which is in line with
data previously reported in the literature (CERVEIRA et al., 2021).

The use of poloxamer (P407) was of paramount importance for the formation of
GelCurAg, given that thermosensitive gel-forming formulations are considered a
controlled drug administration system and this polymer has biocompatible properties
and its solution-gel transition at physiological temperature. Thus, as it is an amphiphilic
copolymer where it is a non-ionic triblock composed of a central hydrophobic chain of
polypropylene oxide flanked by two hydrophilic chains of polyethylene oxide, it has a
viscosity that is important for gel formation at temperatures of 30 and 50°C and when
used at low temperature allows the molecules or nanoparticles of the drug to disperse

and remain sufficiently stabilized as it allows to solubilize hydrophobic drugs with an
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amphiphilic nature such as curcumin. In a recent study, SEZGIN et al. (2007) reported
the solubilization behavior of three poorly water-soluble anticancer agents in some
poloxamers and suggested that these systems are effective carriers of new drugs
(ALVES et al., 2018).

The antioxidant activity is due to the presence of curcumin, as well as the
synergism with AgNPs, which may explain the increased antioxidant result through
their junction. It should be noted that the values obtained for antioxidant activity for
formulations containing curcumin and AgNPs or only AgNPs varied between 50 -70%
of antioxidant activity using ABTS radical in concentrations of 0.125 mg/ml which

converge in the same range that were found in the present study (LYU et al., 2019).

Conclusion

As it could be seen, synthesis and characterization of curcumin analogue and
their related microstructures containing silver nanoparticles, carrageenan and polymer
P450 was successful. Furthermore, it was possible to observe that the samples had
noticeable antioxidant activity. Therefore, microstructures composed of curcumins
could be promising biomaterials with important biological actions that could be used in
further pharmaceutical, biotechnological and medical applications.
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6 Consideracgdes Finais

Neste trabalho, foi possivel observar que a sintese dos analogos da curcumina
foi eficiente, bem como a preparacdo dos GelCurAgs na qual foi evidenciado por
diversos métodos de caracterizacdo que realmente houve a formacdo desta
microestrutura e finalmente que o0s géis se apresentaram como um antioxidante
promissor diante a teste de DPPH.

Dessa forma, o nanoencapsulamento € uma das maneiras encontradas para
elevar os resultados dessa molécula. Assim, a pesquisa realizada explana um pouco
acerca do uso das nanoparticulas de prata. As suas propriedades, bem como a sua
utilizacdo extensa é ampliado pelo seu tamanho diminuto. Além disso, evidencia-se
gue o caminho das nanoparticulas de prata € longo e, por esse motivo, mais estudos

precisam surgir
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Figura 1S. Cromatograma obtido através da analise da curcumina 1b por

Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas.
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Figura 2S. Cromatograma e espectro de massas obtido através da analise da

curcumina 1c por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas.
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Figura 3S. Cromatograma e espectro de massas obtido através da andlise da

curcumina 1d por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas.
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Figura 4S. Espectro de Massas e espectro de massas obtido através da analise

da curcumina la por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas.

Figura 5S. Aspecto fisico da curcumina 1b (a esquerda) e de sua respectiva
GelCurAg (a direita).

Figura 6S. Aspecto fisico da curcumina 1d (a esquerda) e de sua respectiva
GelCurAg (a direita).
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Figura 7S. Aspecto fisico da curcumina 1c (a esquerda) e de sua respectiva
GelCurAg (a direita).

Figura 8S. Aspecto fisico geral de todas as GelCurAgs sintetizadas.
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Cromatografia Liquida de Alta Presséao
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