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Resumo

Titulo: Efeitos de Curcumindides Modificados nas Propriedades Fisico-
Quimicas de Membranas: Correlagdo com sua Atividade Antioxidante e

Antitumoral

Autora: Amanda Vicente Marques
Orientadora: Profa. Dra. Vania Rodrigues de Lima
Co- orientadora: Prof. Dra. Darlene Correia Flores

O estudo das interacbes dos curcumindides modificados com
membranas biolégicas é importante para compreender e viabilizar estas
substancias como candidatos a farmacos, ao se buscar informacdes sobre seu
modo de acdo bem como os efeitos de sua incorporacdo em sistemas

carreadores lipidicos.

Este trabalho apresenta trés diferentes curcumindides modificados
(PPQ, CD2 e CD3) que foram estudados quanto as suas atividades biolégicas
assim como quanto as suas interagcbes com membranas lipossomais. Suas
interacBes com lipossomos de asolecitina de soja (ASO) foram caracterizadas
através de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier,
ressonancia magnética nuclear, calorimetria de varredura diferencial e

espectrofotometria de ultravioleta visivel.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo teste de sequestro de radical
ater DPPH, e os trés curcumindides modificados apresentaram carater

antioxidante.

A atividade antitumoral foi monitorada via testes de viabilidade celular
(MTT) em linhagens de glioma de rato (C6). A incorporacéo dos curcumindides
modificados em lipossomos reduziu em 35 % (PPQ), 23% (CD2) e 2% (CD3) a
viabilidade celular de C6, quando comparado aos curcuminoides modificados
livres. Assim, os curcumindides modificados incorporados em lipossomos de
ASO foram mais eficientes do que os na forma livre, no que diz respeito a sua

atividade antitumoral.

A investigagdo dos efeitos dos trés curcumindides modificados na

dindmica molecular de regides especificas dos lipossomos de ASO, a partir das
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técnicas instrumentais utilizadas, indicou que as trés substancias provocam o
ordenamento da membrana, na seguinte ordem PPQ>CD2>CD3. Tal
ordenamento pode influenciar as respostas observadas nos testes bioldgicos,
visto que uma membrana mais ordenada dificulta a difusdo de uma espécie
reativa, e que uma célula tumoral costuma apresentar maior fluidez de

membrana em relacdo a uma célula saudavel.

PALAVRAS-CHAVE: curcuminoides modificados, lipossomos, cancer, FTIR,
DSC, UV-Vis.
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Abstract

Title: Effects of modified curcuminoids in membranes physico-chemical

properties correlated to their antioxidant and antitumoral activities.

Author: Amanda Vicente Marques
Supervisors: Prof. Dr. Vania Rodrigues de Lima and Prof. Dr. Darlene Correia
Flores

The study of interactions between modified curcuminoids and biological
membranes is important to enable these substances as pharmacological drug
candidates, as well as to understand their mechanism of action and effects

when encapsulated in a lipid carrier, as the liposomes.

In this work, the antioxidant and antitumoral activities of three modified
curcuminoids (PPQ, CD2 e CD3) were tested. Furthermore, their interactions
with liposomes containing soy asolectin were monitored by Fourier-transform
infrared, nuclear magnetic resonance, differential scanning calorimetry and

ultraviolet-visible spectroscopy.

The antioxidant activity was evaluated by the scavenging of DPPH
radical. The antioxidant activity was detected as 97%, 31% and 9% to free
PPQ, CD2 and CD3, respectively.

The antitumoral activity was evaluated to free and liposome-loaded
modified curcuminoids, through MTT assays on rat glioma cell lines (C6). The
liposome-loaded modified curcuminoids showed better antitumoral activity
reducing the cellular viability in 87% (PPQ), 45% (CD2) and 5% (CD3) when

compared to the free ones.

Characterization of the interaction between modified curcuminoids and
ASO liposomes showed that all the active substances ordered the membrane,
following the order PPQ > CD2 > CD3. This ordering effect may influence
biological responses, since it may difficult reactive species diffusion, and

prevent the tumoral cells lipid fluidity.

KEYWORDS: modified curcuminoids, liposomes, cancer, FTIR, DSC, UV-Vis.
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1. Introducao

A Curcuma longa, conhecida popularmente como acafrdo da terra ou
gengibre amarelo, é uma planta cultivada em regides tropicais no sudoeste da
Asia. Seu rizoma, ou raiz, é a parte mais (til da planta para fins culinarios e
medicinais. E constituido de aproximadamente 77% de curcumina (Figura 1),
um polifenol natural que, ha séculos, vem sendo utilizado na medicina indigena
para tratamento de doencas inflamatérias (Shishodia & Aggarwal, 2005;
Maheshwatri et al., 2006).

H;C CHj;

HO OH

Figura 1- Estrutura da curcumina. Adaptado de Padhye (2010).

A curcumina € capaz de prevenir e tratar diversos tipos de céancer.
Porém, o potencial anticancer da curcumina € severamente afetado por sua
baixa disponibilidade no tecido alvo e rapida metabolizacdo (Padhye S. et al.,
2010; Bairwa et al., 2014).

A Curcuma longa também apresenta em sua COMPOSICA0 O0S
curcumindides, que sdo seus metabdlitos farmacologicamente ativos. Um

exemplo é a demetoxicurcumina (DMC), mostrada na Figura 2.

O OH

HO \ / / O\

CHs;

DMC
HO OH

Figura 2- Estrutura da demetoxicurcumina (DMC), presente na Curcuma Longa.
Adaptado de Bairwa, 2014.
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Na ultima década, tem sido observado um aumento expressivo na
obtencdo de substancias analogas estruturalmente a curcumina e aos
curcumindides, bem como na publicacdo de estudos de sua relacdo estrutura-
atividade. Tais estruturas denominam-se curcumindides modificados. Os
estudos visam a obtencdo de curcumindides modificados, que apresentem
estruturas relacionadas a efeitos terapéuticos iguais ou melhores que a
curcumina (Bairwa et al.,, 2014). Um exemplo de curcumindide modificado

encontra-se na Figura 3.

MOMO \\\ /// OMOM

OMOM OMOM

Figura 3—- Exemplo de curcuminodide modificado com por¢cdo 3 - oxo- 1,4
pentadieno. Adaptado de Yamakoshi, 2010.

Alguns curcuminoides modificados possuem um carater estrutural
essencial para a toxicidade de células tumorais, onde se destaca a regiao 3 -
oxo- 1,4 pentadieno. Essa porcdo possui a capacidade de interagir com grupos
amino ou hidroxi encontrados em acidos nucleicos (controladores da atividade
celular), frente as cetonas conjugadas presentes na curcumina, que tém pouca
ou nenhuma capacidade de interagir (Figura 1) (Yamakoshi et al., 2010; Das et
al., 2009). Além disso, estudos com curcuminéides modificados de diferentes
estruturas revelam que, quando um grupo amino est4 presente nessas
substancias, as concentracoes utilizadas em estudos de viabilidade celular se
tornam menores. Isto indica um aumento da eficiéncia contra células malignas
(Padhye, 2010).

As propriedades antitumorais de uma substancia ativa podem estar
associadas a um potencial antioxidante, visto que o cancer € associado ao
estresse oxidativo (Castelli et al., 1997). Os curcumindides modificados podem
conter em sua estrutura grupos redutores, de carater antioxidante, como o

amino. Assim, torna-se importante a investigacdo das propriedades
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antioxidantes de curcuminodides modificados, juntamente as suas propriedades

anti-cancer.

No que diz respeito aos tratamentos convencionais do cancer
(radioterapia e quimioterapia), estes utilizam farmacos que possuem como alvo
o ciclo celular, atingindo células que se dividem rapidamente. Pelo fato de
focalizarem o ciclo, também séo atingidas células saudaveis, causando efeitos
colaterais (Lopez-Lazaro, 2002). Uma proposta para a reducdo dos efeitos
colaterais é o encapsulamento dos farmacos em carreadores lipidicos, como 0s
lipossomos. As membranas lipossomais permitem o direcionamento e a
liberacdo gradual do farmaco, acarretando em menor toxicidade ao paciente,
além de uma maior disponibilidade da substancia ativa. Nesse contexto, o
estudo das interacdes de substancias ativas, tais como os curcumindides
modificados, com membranas bioldgicas, permite a compreensdo dos seus
mecanismos de acao antitumoral e antioxidante, bem como a investigacédo dos
materiais adequados para o desenvolvimento de sistema de liberacdo

prolongada de farmacos.

A partir destas informacdes, ressalta-se a importancia da descoberta de
novos farmacos de propriedades antitumorais e antioxidantes, bem como o
estudo de suas interacdes com sistemas membranares, devido aos indices
atuais de cancer. Estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (larc / International Agency for
Research on Cancer), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), indicam que
houveram 14,1 milhdes de novos casos e um total de 8,2 milhdes de mortes
por cancer, em 2012. Os indices da doenca continuardo aumentando nos
paises em desenvolvimento e crescera ainda mais em paises desenvolvidos se
medidas preventivas ndo forem amplamente aplicadas. Estima-se que em
2030, o indice global sera de 21,4 milhdes de casos novos e 13,2 milhdes de

mortes por cancer (INCA, 2012).
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2. Referencial Teérico

2.1 Curcumina

A Curcuma longa (curcuma, familia das Zingiberaceae) ha séculos tem
sido amplamente utilizada na medicina hindu, para o tratamento de uma
variedade de doencas. Estas propriedades medicinais sdo atribuidas a
curcumina, (difeluroilmetano)-(1,7-bis (4-hidroxi- 3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-
3,5-diona), presente em 77% na Curcuma longa (Figura 1), e aos principais
curcumindides, demetoxicurcumina (DMC, Figura 2), presente em 17% e bis-
demetoxicurcumina (BDMC), presente em 3% (Figura 4) (Maheshwari, 2005;

Bairwa, 2014). Estas substancias estéo presentes no rizoma da planta.

(o} OH

HO N = > OH

BDMC
HO OH

Figura 4- Estrutura da bis-demetoxicurcumina (BDMC), presente na Curcuma Longa.
Adaptado de Bairwa, 2014.

Diversos trabalhos foram publicados relatando a potencialidade
farmacoldgica da curcumina para uma ampla gama de atividades, tais como:
anti-inflamatoéria, antioxidante, antimicrobiana, cardiovascular e anti-
carcinogénica (Satoskar et al., 1986; Kuttan et al., 1986; Sidhu et al., 1998;
Negi et al., 1999).

Quanto a sua atividade anticancer, a curcumina inibiu a proliferacdo de
uma variedade de células tumorais, tais como as de colon, mama, pele e
leucémicas. A curcumina apresentou capacidade de bloquear a iniciacdo e
promogdo dos tumores, além dos processos de angiogénese e metastase
(Shishodia et al., 2005).

Apesar de sua consideravel atividade biolégica, a curcumina possui
baixa absor¢cdo no intestino. Em pesquisas anteriores (Holder et al., 1978),
apoOs ser administrada em ratos por via oral, cerca de 75% foi excretado nas

fezes e tracos foram detectados na urina. Quando a dosagem foi ministrada por
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via intraperitoneal, a curcumina também foi excretada nas fezes e somente
cerca de 11% foi encontrado na bile dos roedores. Isto sugeriu que a
curcumina possui diferentes metabolitos, sendo transformada em
diidrocurcumina e tetraidrocurcumina (Figura 5). Estes ainda podem ser

convertidos no organismo a outros produtos.

O OH

Diidrocurcumina

O OH

Tetraidrocurcumina

Figura 5- Estrutura da diidrocurmina e tetraidrocurcumina. Adaptado de Shishodia, 2005.

Adicionalmente, a curcumina é pouco soltuvel em agua (= 20 ug/L, pH 7)
e pode sofrer hidrolise em meio aquoso. Para aumentar a sua solubilidade,
assim como estabiliza-la, pode-se modificar estruturalmente a curcumina,
obtendo-se os curcumindides modificados. Outra alternativa € encapsular a
substancia ativa em micro/nano-sistemas de diferentes estruturas, tais como
micelas e vesiculas. O encapsulamento em membranas lipidicas pode também

aumentar a biodisponibilidade do farmaco no organismo (Martins, 2013).

2.2 Curcumindides Modificados

As limitagBes no uso da curcumina levaram a sintese dos curcuminoides
modificados, para ndo somente melhorar algumas das suas propriedades,
como biodisponibilidade e toxidade, como também aumentar a quantidade de

produto disponivel para testes (Suarez, 2009).
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As modificacbes podem ser feitas em cinco diferentes grupos da
estrutura da curcumina, sendo eles: A- arila lateral, B- duplas conjugadas, C-
metilenos, D- grupos diceto, E- carbono adjacente. Os exemplos de
curcumindides modificados estruturalmente nestes grupos (A, B, C, D e E)

estdo apresentados na Figura 6.

Diversas estruturas de curcumindides modificados ja foram testadas
quanto as suas propriedades farmacoldgicas. Por exemplo, os curcumindides
modificados que possuem uma porcéo cicloexanona apresentam atividade
citototéxica (em células tumorais) e anti-inflamatéria melhor do que os que
apresentam porcdes ciclopentanona e cetonas (Nagaraju, 2012; Bairwa, 2013).
A relacdo entre a atividade anti-inflamatoria e antitumoral se da pelo fato de
gue o excesso de substancias inflamatorias nos tecidos acarretam no bloqueio
da apoptose nas células cancerosas e possibilitando assim o crescimento

descontrolado e proliferacéo do tumor (de Castro et al., 2011).

= = (o] o]
HiC - ~ CH;
HO OH

Figura 6— Possibilidades de modificagbes na curcumina e exemplos de
curcuminoides modificados. Adaptado de Padhye, 2010.
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Na Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), o Nucleo de Estudo Estrutural e Sintese de Heterociclos,
(NEESH) coordenado pelo Prof. Dr. Alex Flores, e no qual a Prof. Dr. Darlene
Flores colabora na superviséo, sintetiza e investiga diferentes derivados de
curcumina. Cita-se assim, como exemplo, trés curcuminoides modificados
(Figura 7), que diferem entre si pelos anéis centrais na estrutura. A estrutura
(3E, 5E)- 3,5 dibenzilideno piperidin-4-ona, denominada como PPQ, possui
anel piperidona. J4 a estrutura (3E, 5E)- 3,5 dibenzilideno-1-metilpiperidin-4-
ona, denominada como CD2, possui anel N-metil piperidona, e a estrutura
codificada como CD3, (2E, 6E)- 2,6- dibenzilideno cicloexanona, possui anel

cicloexanona.

0 0 0
e vl e e
C O C PR
N N
H I
PPG CD, CHa D,

Figura 7- Exemplos de curcumindéides modificados sintetizados na FURG.

Apesar dos avancos no desenvolvimento de curcumindides modificados
com propriedades vantajosas em relacdo a curcumina, 0S primeiros ainda,

apresentam baixa biodisponibilidade no organismo.

Este desafio pode ser contornado incorporando essas substancias em
sistemas carreadores. Tais sistemas S&80 responsaveis por prevenir as
limitagbes das propriedades fisico-quimicas do farmaco encapsulado,
melhorando desta forma a farmacocinética, farmacodinamica e reduzindo os
efeitos toxicolégicos dos mesmos. Os sistemas carreadores permitem uma
liberagdo controlada do candidato a farmaco além de vetoriza-lo ao alvo
especifico. Isto permite a administracdo de menores concentracdes da
substéancia ativa, acarretando em uma menor toxicidade no organismo (Santos;
Castanho, 2002). Dentre os carreadores lipidicos, os lipossomos vém sendo

estudados como sistemas de liberacdo controlada de farmaco, prevenindo
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efeitos colaterais causados por altas dosagens, além dos problemas de

retencdo, degradacao e baixa solubilidade (Machado et al., 2007).

2.3 Lipossomos

Os lipossomos sao definidos como suspensdes coloidais de lipidios
anfipaticos, que se organizam espontaneamente em estruturas fechadas do
tipo concha esférica, podendo conter uma ou mais bicamadas (Figura 8).
Podem ser preparados por diversos métodos a partir de associacdes lipidicas
extraidas e purificadas de fontes naturais, ou a partir de lipidios sintéticos,
disponiveis comercialmente. A asolecitina de soja (ASO), por exemplo, é
constituida de uma mistura de fosfolipidios naturais e possui 25% de
fosfatidilcolina (FC), sendo a FC muito utilizada no estudo de preparacao de
lipossomos. Sua vasta utilizacdo na formulacdo de lipossomos se da por ser o
fosfolipidio de constituicdo majoritaria ha membrana celular, fazendo com que
assim, seja menos téxico no organismo e adequados com o sistema de

liberacdo prolongada de farmaco (Brandl, 1994; Santos, 2002).

Figura 8- Esquema de corte transversal de um lipossomo. Adaptado de
http://worldschoiceproducts.com/index.php?main_page=index&cPath=28.

Os fosfolipidios, como a FC, estédo entre os diversos tipos de lipidios que
podem ser utilizados no preparo dos lipossomos. Estes sdo compostos por
alcoodis esterificados a um grupo glicerol, por sua vez esterificado a acidos

graxos de cadeias longas. O &cido fosférico presente na parte polar do lipidio
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pode ser esterificado a grupos do tipo: amina, serina, colina e glicerol, dando
origem aos fosfolipidios mais utilizados nas formulages. Um exemplo de
fosfolipideo (FC) e um esquema geral deste estdo apresentados na Figura 9
(Vemuri, 1995; Batista et al., 2007).

_ Grupo fosforilado

i (cabega polar)

Glicerol

<% W

o A
" 3

i Acido graxo

(parte hidrofébica)

Figura 9- 1- Estrutura da fosfatidilcolina (FC). 2-Esquema geral de fosfolipidios®.

Os fosfolipidios mais utilizados nos estudos de formulacbes de
lipossomos séo os que apresentam uma forma cilindrica como, por exemplo, a
FC, o fosfatidilglicerol e a fosfatidilserina. Estes tendem a formar uma bicamada
estavel em solugdo aquosa. As FC apresentam alta estabilidade frente as
variacdes de pH ou concentracdo de sal no meio. Podem ser naturais ou
sintéticas, e sdo constituidas por uma extremidade hidrofobica composta de
cadeias longas de hidrocarbonetos de 16 a 22 carbonos, saturadas ou
insaturadas, esterificadas a cabeca polar. Esta é constituida de dois grupos:
fosfato e colina (Figura 10) (Batista et al., 2007; Vemuri, 1995).

Figura 10- Estrutura geral da fosfatidilcolina (FC), onde R representa cadeias
hidrocarboneto com 16 a 22 carbonos.

! Adaptado de
http://www.optimapharma.de/index.php?option=com_content&view=article&id=165%3Aliposom
en-was-sind-liposomené&catid=65%3Aliponasal-heuschnupfen&ltemid=96&lang=en Acessado
em: 07 de janeiro de 2015.



http://www.optimapharma.de/index.php?option=com_content&view=article&id=165%3Aliposomen-was-sind-liposomen&catid=65%3Aliponasal-heuschnupfen&Itemid=96&lang=en
http://www.optimapharma.de/index.php?option=com_content&view=article&id=165%3Aliposomen-was-sind-liposomen&catid=65%3Aliponasal-heuschnupfen&Itemid=96&lang=en
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Os lipossomos sao considerados um sistema de liberacédo controlada de
farmacos e substancias biologicamente ativas devido a sua flexibilidade
estrutural que permite variabilidade na fluidez, tamanho e composigao.
Também apresenta capacidade de encapsular substancias hidrofilicas e
hidrofébicas (Figura 11). As substancias hidrofilicas tendem a estarem
localizadas no compartimento aquoso da membrana, ou na regido polar lipidica
enquanto as substancias hidrofébicas tendem a estar localizadas na regido acil
da cadeia lipidica. Outras propriedades dos lipossomos sao a
biocompatibilidade, biodegradabilidade e a ndo-imunogenicidade (Brandl, 1994;
Batista et al., 2007).

Atualmente, existem medicamentos lipossomais aprovados ou em fase
de teste clinico. Um dos primeiros medicamentos vendido na forma lipossomal
tem como nome comercial DOXIL®, utilizado no tratamento de Sarcoma de
Kaposi. Este € um tipo de cancer que acomete as camadas internas dos vasos
sanguineos. Seu principio ativo, a doxorrubicina, é cardiotdéxico e resulta em
lesGes cumulativas, gerando possivel enfraguecimento da capacidade de
bombeamento do sangue, comprometendo a circulagdo do sangue no coracéao.
Na forma encapsulada, seus efeitos colaterais diminuiram e sua meia vida no
organismo foi aumentada, tornando assim seu uso mais eficaz e seguro (Rang
et al., 2003; Allen et al., 2006).

N,
—» <=
>, N
r%m Farmaco
hidrossollvel
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lipossoltvel

Figura 11- Esquema ilustrativo de corte transversal de um lipossomo que pode
conter substancia hidrofilica na cavidade aquosa interna e hidrofébica na bicamada
lipidica. Adaptado de Pimentel, 2007.
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Como dito anteriormente, os tipos de lipidios e materiais dos quais 0s
lipossomos podem ser compostos influenciam nas propriedades e estrutura do
sistema lipossomal. Desta forma, fatores como o tamanho e ndmero de
bicamadas influenciam na eficiéncia e cinética de liberagcdo de substancias
ativas inseridas no lipossomo. Estes também sao critérios para classificacédo

dos lipossomos, conforme descrito a seguir, no item 2.3.1.

2.3.1 Classificacdo dos Lipossomos

Os lipossomos séo classificados quanto ao seu tamanho e namero de
bicamadas lipidicas (lamelas). Os lipossomos que apresentam mais de quatro
lamelas sdo chamados vesiculas multilamelares grandes (MLVs / “multilamelar
vesicles”, Figura 12 A), podendo variar seu diametro entre 400 e 3500 nm. As
MLVs apresentam um sistema bem definido e de interpretagcdo mais simples
em termos estruturais. Dentre os lipossomos unilamelares, os mais utilizados
sdo as chamadas vesiculas unilamelares grandes (LUVs/ “large unilamellar
vesicles”, Figura 12 B), de didametro superior a 100 nm. Existem ainda as
vesiculas unilamelares pequenas (SUVs/ “small unilamellar vesicles”, Figura 12
C), com diametro entre 20 e 50 nm (Singh, 1983; Lasic, 1998; Santos; 2002).

@ o .

LU sSUv
MLV

A B G

Figura 12- Representacdo dos lipossomos de acordo com o tamanho e numero de
lamelas. Cada linha representa uma bicamada lipidica (Adaptado de Santos;
Castanho, 2002).

Muitos estudos prévios ao desenvolvimento do sistema carreador
lipossomal, bem como a sua aplicacdo terapéutica, sdo necesséarios. Neste
contexto, deve-se conhecer as interagdes das membranas lipidicas com o
candidato a farmaco/ substancia ativa. Estas interacdes podem ser estudadas

através de diversas técnicas instrumentais, tais como as descritas a seguir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378517383901527
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2.4 Técnicas de Caracterizacdo da Dinamica Molecular de
Membranas

Dentre as técnicas instrumentais utilizadas para a caracterizacao fisico-
quimica na dinamica molecular de membranas podem ser citadas:
espectrofotometria de ultravioleta visivel (UV-vis), ressonancia magnética
nuclear (RMN), calorimetria de varredura diferencial (DSC) e infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR).

2.4.1 Espectrofotometria de UV- Vis em Membranas

Em estudos com membranas, a técnica de espectrofotometria de UV-
Vis, pode auxiliar a quantificar substancias ativas inseridas nas mesmas, bem
como medir a turbidez no sistema global.

A turbidez é facilmente determinada por UV-Vis e é extremamente Util no
estudo de dispersfes de agregados como as vesiculas e as micelas. Chorilli e
colaboradores (2007) utilizaram medidas de turbidez para avaliar a estabilidade
de lipossomos. Através da andlise da turbidez do sistema, pode-se também
monitorar alteracdes da ordem molecular de vesiculas provocadas por um
agente exdgeno ao comparar-se, por exemplo, a turbidez em uma suspensao
lipossomal pura, com a de um lipossomo contendo uma substéncia ativa. A
turbidez de um fosfolipidio pode ser medida, baseando-se no comprimento de
onda de absorcdo maxima (A) de 400nm (Yi e MacDonald, 1973). A reducao da
turbidez indica um aumento na mobilidade do sistema lipossomal, e vice-versa
(ver esquema descrito na Figura 13) (Bonassi, 2003; Perkampus, 1992,
Korkmaz and Severcan, 2005). Assim sendo, turbidez pode estar relacionada
ao estado de fase lipidica. Para complementar as informacdes sobre os
estados de fase das membranas pode-se utilizar a técnica de Calorimentria de

Varredura Diferencial (Differential Scanning Calorimetry - DSC).
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Figura 13— Esquema demonstrativo da alteracédo na turbidez.

2.4.2 Calorimetria de Varredura Diferencial

Os fosfolipidios podem sofrer a chamada transicdo de fase principal.
Esta é caracterizada pela passagem dos lipidios de uma fase gel (ordenada)
para uma fase de cristal-liquido (desordenada), onde as moléculas ficam com
movimentos mais livres e os substituintes hidrofilicos inicialmente agrupados
tornam-se completamente hidratados. O comprimento e a saturacao da cadeia
lipidica influenciam o valor da temperatura na qual essa transicdo ocorre.
Sendo assim, diversas membranas compostas por lipideos distintos podem
exibir diferentes niveis de fluidez na mesma temperatura (Frézard, 2005; Lasic,
1998; Batista et al., 2007). Conhecer as transicbes de fase e fluidez das
membranas lipidicas é relevante tanto na preparacdo quanto nas aplicacdes
farmacoldgicas das vesiculas, pois o comportamento de uma membrana
determina as propriedades, tais como permeabilidade, fusdo e agregacao.
Todas essas propriedades afetam a estabilidade dos lipossomos e seu
comportamento em sistemas bioldgicos.

A técnica de DSC é muito utilizada no estudo do comportamento
termotropico de fases de sistemas anfifilicos. Pode-se obter, a partir desta
técnica, valores de variacdo de entalpia (AH) da transicdo de fases de
vesiculas. A AH de transigcdo € a energia ou calor, necessario para que a
transicdo de fase se complete (Marsh et al., 1977). A AH é obtida a partir da
integral da area sob o pico da curva de DSC. A partir deste dado, pode-se

determinar alteragcbes provocadas por substancias ativas em parametros
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termodinamicos principalmente da regido da cadeia acil dos lipossomos
(Bonassi, 2003; Azambuja, 2014; Benatti, 1999). Como exemplo de estudos
realizados através de DSC, Marques e colaboradores (2013) avaliaram a
influéncia do farmaco isoniazida nos parametros termodinamicos referentes a

transicOes de fase de lipossomos compostos por dimiristoilfosfatidilcolina.

2.4.3 Infravermelho com Transformada de Fourier

O uso da técnica de FTIR no modo de refletancia total atenuada
horizontal (HATR), minimiza os danos causados pelo laser de infravermelho na
amostra, pois este é incidido em um cristal (geralmente composto por seleneto
de zinco), no qual a amostra esta suportada. Assim, o laser penetra pouco n
amostra. Um esquema demonstrando uma célula de HATR-FTIR esta
representado na Figura 14 (Tamm e Tatulian, 1997; Tatulian, 2003; Arsov,
2007).

Analisando a frequéncia e largura dos picos caracteristicos de modos
vibracionais do lipidio, em um espectro de HATR-FTIR, é possivel obter dados
como: grau de hidratagdo, ordem molecular de grupos funcionais e também a
localizacdo da substancia ativa, quando incorporada no lipossomo (Moreno et
al.,2009).

Suspensdo de lipossomos

Detectaor

Cristal de HATR

Figura 14— Esquema de HATR-FTIR.

Os estiramentos axiais (v) geralmente observados em um espectro de
HATR-FTIR de FC sao: (a) estiramento assimétrico do grupo fosfato (vas PO>),

(b) estiramento assimétrico do grupo colina (v as N*(CHs)3), (c) estiramento do
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grupo carbonila (v C=0), (d) estiramento simétrico do grupo metileno presente
na cadeia acil (vs CH,), (e) estiramento assimétrico do grupo metileno presente
na cadeia acil (vasCH>). Assim, o espectro de HATR-FTIR de FC mostra bandas
de vibracdo que representam trés regides diferentes do lipidio: a polar, a
interfacial e a hidrofébica (Mantsch et al, 1991). Os estiramentos e as
frequéncias em que se encontram estdo apresentados na Tabela 1 (Here¢ et
al., 2007; Manrique-Moreno, et al., 2010).

Tabela 1- Valores de frequéncia de HATR-FTIR para picos especificos avaliados
para FC.

Grupo Frequéncia (cm™)
N*(CHs)s 970
PO, 1220 - 1260
C=0 1725 - 1740
CH, v 2850
CHp Vas 2920

Ao incorporar uma substancia ativa na membrana lipidica, pode-se
observar possiveis alteracdes nas bandas de HATR-FTIR referente aos
lipidios. As alteracdes podem ocorrer nos valores de frequéncia e largura dos
picos, fornecendo dados sobre os processos fisico-quimicos que ocorrem na
membrana (Severcan et al.,, 2005). Por exemplo, efeitos rotacionais,
translacionais e/ ou de colisdes afetam a largura da banda. Portanto, variacbes
na largura de bandas de grupos especificos de FC fornecem informacdes sobre
a dinamica do sistema (Lee e Chapman, 1986). Por exemplo, quando ocorre
um aumento da largura da banda do lipidio, isto indica um aumento da

dindmica da membrana, ou seja, de sua mobilidade (Toyran e Severcan, 2003).

As alteragbes na distancia entre o grupo colina de uma molécula de
lipidio e o grupo fosfato de outra molécula lipidica, intercalados por moléculas

de agua, podem refletir em variacbes de intensidade e deslocamentos na
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frequéncia relacionados as bandas de estiramentos da colina (Grdadolnik,
Kidric e Hadzi, 1991). Este grupo pode também estar associado a agua por
interacdes dipolo, e estes podem ser afetados pela interacdo de uma molécula
exdgena incorporada na membrana lipidica (Moreno et al.,, 2009). Essas
alteracdes foram avaliadas, por exemplo, por Fraceto e colaboradores (2009),
que observaram o efeito de dois anestésicos (lidocaina e benzocaina) em
membranas sobre as propriedades estruturais e dindmica de vesiculas

unilamelares.

Tratando-se do grupo fosfato, a frequéncia do vas PO, é sensivel ao
grau de hidratacdo, e o deslocamento de sua frequéncia para valores menores
indica um aumento do namero de ligacBes de hidrogénio existentes, ou grau de
hidratacédo deste grupo (Chen e Tripp, 2008; Choi et al., 1991).

Quanto ao grupo carbonila, a vibragdo do v C=0 também € um sensor do
grau de hidratacdo da regido interfacial do lipidio, influenciado pela polaridade,
bem como pelo grau e natureza das interacfes da ligacdo de hidrogénio na
interface lipidio-dgua (Manrique-Moreno et al., 2010). O deslocamento desse
grupo para valores menores de frequéncia pode indicar aumento do seu grau

de hidratacao (Severcan, Sahin e Kazanci, 2005; Korkmaz e Severcan, 2005).

No que diz respeito aos metilenos presentes na cadeia acil, estes sao
sensiveis a conformacdo da cadeia lipidica. Analisar as bandas referentes ao
seu estiramento axial torna-se util para o estudo dos estados de fase dos
fosfolipidios (Mannock, Lewis e McElhaney, 2010). Por exemplo, quando os
lipidios estdo em uma fase mais ordenada, como a fase gel, as bandas que
correspondem a estes grupos estdo presentes em frequéncias menores (Lewis
e McElhaney, 1998; Lee e Chapman, 1986). A medida que o estado de fase
desses lipidios torna-se mais movel, estas bandas tendem a alargar e/ou as
suas frequéncias aumentarem (Mannock, Lewis e McElhaney, 2010). Vale
ressaltar que as alteracdes no grau de liberdade da regido hidrofébica lipidica
estdo diretamente relacionadas as larguras das bandas referentes aos grupos

metilénicos (Lopez-Garcia et al., 1993).

As mudancas na frequéncia e largura das bandas dos grupos metilenos

em questdo sdo consequentes de variagdes na quantidade de conférmeros
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gauche, bem como na liberdade de movimento vibracional ou torcdo das

cadeias acil lipidicas (Casal et al.,1980).

Para correlacionar as informacbes obtidas com HATR-FTIR sobre a
influéncia de uma substancia ativa na dinamica de grupos lipidicos, como
colina e cadeia acil, pode-se também obter-se dados com a técnica de RMN de

Hidrogénio.

2.4.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Com a técnica de RMN de préton, através de estudos de tempos de
relaxagdo longitudinal (T;), é possivel obter informacdes tais como o efeito de
substancias ativas na velocidade e ordem molecular de regifes especificas dos
lipidios (de Lima et al., 2007). A relaxacdo longitudinal é a transferéncia de
energia do ndcleo excitado para as moléculas mais proximas, que estdo
vibrando nas frequéncias apropriadas (Silverstein, Webster, Kumle, 2005). Os
valores de T, estéo relacionados ao tempo de correlagéo (1¢), definido como o
tempo médio que uma molécula leva para girar em um radiano, sendo um bom
parametro para se estudar o efeito de uma substancia ativa na mobilidade da
membrana em funcdo do regime de mobilidade do sistema a ser analisado.

O ponto minimo da curva mostrada na Figura 15 determina o regime de
alta mobilidade e o regime de baixa mobilidade dos materiais analisados. Para
as MLVs, o sistema considerado € o de baixa mobilidade, enquanto que para
as particulas menores, como micelas e nanoparticulas, o sistema considerado
€ 0 de alta mobilidade. Na regido de baixa mobilidade, o T, é diretamente
proporcional ao T, ou seja, quanto maior for o T;, maior sera o0 T. €,

consequentemente, menor a mobilidade do sistema (Lasic, 1998).
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Figura 15- Gréfico relacionando tempo de relaxa¢do (T1) e tempo de correlacdo
(Tc). Adaptado de de LIMA, V. R., 2009.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

v O objetivo geral deste trabalho é estudar a capacidade antitumoral
e antioxidante de trés curcuminéides modificados® (Figura 16)
gue diferem estruturalmente, em relacdo aos seus substituintes.
Estudar a influéncia de cada um dos curcuminoides modificados
na dindmica molecular de lipossomos compostos por asolecitina
de soja (ASO), no que diz respeito a ordem, fluidez e mobilidade.
Realizar correlagbes entre a estrutura dos curcumindides
modificados, bem como o efeito da interagdo com a membrana,
em seu potencial biolégico. Desta forma, contribuir no estudo de

novos sistemas de liberacdo controlada de farmacos.

=N /l\ o
I SA0AS
H

PPQ

CD,

Figura 16— Curcumindides modificados estudados neste trabalho.

3.2 Objetivos Especificos
v Incorporar cada um dos curcumindides modificados descritos
anteriormente em lipossomos constituidos de ASO;
v' Avaliar o potencial antitumoral e antioxidante dos curcumindides

modificados;

% Os curcumindides modificados estudados nesse trabalho foram gentilmente doados pela
Profa. Dra. Darlene Correia Flores, co- orientadora desse projeto.
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v Avaliar a localizacao e influéncia dos curcuminéides modificados
na mobilidade molecular e estados de fase dos lipossomos

através de:

i. ensaios de turbidez, realizados por espectrofotometria de
UV-Visivel nos lipossomos puros ou contendo um
curcumindide modificado incorporado;

ii. medidas de HATR-FTIR;

iii. medidas de RMN, por deteccédo de valores de tempo de
relaxacdo longitudinal (T1) nos lipossomos puros ou
contendo um curcuminéide modificado incorporado, e;

iv. medidas de DSC, por deteccdo de valores de variacdo de
entalpia (AH) nos lipossomos puros ou contendo analogo

incorporado.
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4. Material e Métodos

4.1 Equipamentos, Materiais e Reagentes

Para o desenvolvimento do presente trabalho, o lipidio — ASO- contendo
25% de FC, tricina e agua deuterada/3-(trimetilsilil)- [2,2,3,3-2H4]-1-propidnico
de sddio (TSP, 0,05%) foram obtidos da SIGMA-ALDRICH (Sao Paulo, Brasil).
O cloroférmio e o metanol foram obtidos através da SYNTH do Brasil (Sao
Paulo, Brasil). As linhagens de glioma de rato (C6) foram obtidas da American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, USA). O 3 - (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) foi obtido da Sigma Chemical
Co.(St. Louis, MO, USA) e soro fetal bovino (FBS) da Gibco BRL, Invitrogen
Co., Carlsbad, CA, USA). Os lipidios foram utilizados sem qualquer purificacédo
adicional. Os demais reagentes utilizados séo de grau de pureza analitica.

Os materiais e vidrarias utilizados foram compostos por itens de uso
convencional no laboratério, como: béquers, erlenmeyers, pipetas, funis
simples, provetas, kitassatos, balées volumétricos de 10 mL e 25 mL, suportes,
espatulas, eppendorfs, entre outros.

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: placa de aquecimento
e agitacdo magnética modelo 752A Fisatom com poténcia de 650W (de 120 a
1800 rpm), evaporador rotatério modelo 801A Fisatom de 70W, bomba de
vacuo mod. XKM60-11/2HP FAMAC, espectrofotbmetro de UV - Visivel
Shimadzu UV-2550, espectrofotdmetro de FTIR Shimadzu — IR Prestige-21 e
espectrdmetro de RMN Anasazi Instruments (60 MHz), disponiveis na
Universidade Federal do Rio Grande - FURG; calorimetro de varredura
diferencial TA Instrument 2010 DSC cell (New Castle, DE), disponivel na
Universidade Federal de Pelotas - UFPEL.

4.2 Métodos

4.2.1 Sintese dos Curcumindides Modificados
Os curcumindides modificados foram sintetizados e doados gentilmente
pelo grupo de pesquisa Nuacleo de Estudo Estrutural e Sintese de

Heterociclos (NEESH). Resumidamente, uma solugdo com 4-piperidona foi
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agitada na presenca de uma solucao de aril aldeido em hidréxido de sédio
(segundo a reacdo de condensacdo alddlica descrita no Esquema 1). O
precipitado formado foi coletado por filtracdo a vacuo e recristalizado com
etanol (YAMAKOSHI et al., 2010).

O o

i ; Ar\ /Ar
J ()=

Ar H
N
H

N IT=Z

i=NaOH, H,0,/ EtOH, 25°C

Esquema 1 - Reagdo de condensacdo alddlica utilizada para a sintese dos
curcuminoides modificados usados neste trabalho.

4.2.2 Preparagao de Lipossomos

Os lipossomos de Asolecitina de Soja (ASO) do tipo vesiculas
multilamelares grandes (MLV) foram preparados através do método de hidratagéo
de vesiculas (Hope et al.,, 1986), esquematizado na Figura 17, na auséncia e

presenca dos curcuminoides modificados.

Cloroférmio Hidratacao
ASO
Curcuminoides l
A

/_K /1

-

Figura 17- Método de preparacdo de MLVs pelo método de hidratacéo de vesiculas
na presenca ou na auséncia de curcuminéides modificados. Adaptado de Hope e
colaboradores (1986).
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O lipidio e os curcumindides modificados foram solubilizados em
cloroférmio. O solvente foi evaporado através de rotaevaporacgao, formando um
filme lipidico e os tragcos de solventes foram eliminados através de vacuo (em
dessecador) por uma hora. O filme lipidico formado foi hidratado em agua e
homogeneizado em vértex (Hope et al., 1986). Foi determinada a concentracéo
de 2,5 mg/mL de curcumindide modificado para 50mg/mL de ASO (razéo
curcumindide modificado: ASO de 0,05), evitando-se assim a saturacdo de

amostra®.

4.2.3 Ensaio Antioxidante

Para a determinacéo da atividade antioxidante (AA) dos curcumindides
modificados, foi utilizado o método de sequestro do radical 2,2 difenil 1-picril
hidrazila (DPPH’). Este método consiste na avaliagdo da atividade
sequestradora do radical citado, de coloracdo purpura, que absorve em 515
nm. Por agdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPH" é
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com

consequente decréscimo da absorbancia (Figura 18) (Souza et al.).

s¥<IoVel

+ AH ———3 NH
O,N NO, O,N NO,
NO2 NOZ
DPPH DPPH- H
Parura, 515nm Amarelo

Figura 18— Reacdo de reducéo do radical DPPH a difenil-picril-hidrazina.

® Testes de incorporacdo em diferentes concentracbes fora feitos, determinando a

concentracao de 2,5mg/ mL como a concentracdo maxima de incorporacao.
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A avaliacao foi feita reagindo-se por sessenta minutos uma solugéo de
DPPH 1x10* M e curcuminéide modificado, onde os curcumindides foram
testados em diferentes concentracdes. Os solventes CHCI3: EtOH (1:1) foram
usados no preparo das solugdes, em funcéo da solubilidade dos curcumindides
modificados. Logo apoés, as amostras foram submetidas a leitura por Uv- Vis
em 515 nm. O valor de absorbancia na (s) concentracdo (6es) testada (s), no
tempo de 60 min, foi convertido em porcentagem de atividade antioxidante

(AA), determinada pela Equacao 1:

%AA = {[AbScontrole— (AbSamostra— ADS branco)]X100} ADS controle

Equacéo 1- Célculo para obter-se a atividade antioxidante em percentagem, a partir
dos valores de absorbancia.

O curcumindide modificado com melhor AA foi testado em um gradiente
de concentracdes que variou de 0 a 13 mg/mL, Neste caso, a concentracao de
antioxidante necessaria para diminuir a concentracdo inicial de DPPH em 50%
(ICsp), foi determinada usando o programa Microcal Origin 7.5, a partir de uma
curva exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se na abcissa as
concentracbes da amostra (mg/ mL) e na ordenada, a porcentagem de AA
(Sanchez-Moreno et al., 1998).

4.2.4 Ensaios Antitumorais

4241 Cultura Celular

As linhagens celulares de glioma de rato (C6) foram cultivadas em meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 5% ou 10% de
soro fetal bovino, a 37°C em uma atmosfera umida contendo 5% de CO,. O
curcumindide modificado livre e incorporado nos lipossomos de ASO (em razéo
curcumindide modificado:ASO ,m/m, de 0,05) foram diluidas em DMEM, 5% ou
10% de FBS para obter a concentragcdo de 100 pyM. Os experimentos foram

realizados em triplicatas.



38

4.2.4.2 Ensaio de Viabilidade Celular- MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados monitorando-se a reducgéo
colorimétrica do 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) a formazan. As
linhagens celulares C6 foram subcultivadas em placas de 96 pocos de cultura de
tecidos contendo 1 x 10° células por poco, por 24h de cultura. Apés este periodo,
as ceélulas foram expostas ao tratamento com o curcumindide modificado livre, ou
incorporado em lipossomos de ASO (50mg/mL) em concentracdo de 100uM. Apds
48h de tratamento, o ensaio de MTT foi realizado de acordo com as instru¢des do
fabricante. Foram realizados controles, sendo eles: células de C6 sem tratamento
e células de C6 tratadas com lipossomos puros, a fim de confirmar que os efeitos
eram apenas dos curcumindides modificados. Os resultados foram expressos

como absorbancia a 492 nm.

4.2.4.3 Anédlise estatistica

Os dados foram expressos como média * desvio padrdo e foram
submetidos a analise one-way de variancia (ANOVA) seguida do teste post-hoc de
Tukey-Kramer (para mdltiplas comparacdes). As diferencas entre os valores

médios foram consideradas significativas quando P <0,05.

425 Técnicade FTIR

Os estudos com HATR- FTIR foram realizados em um aparelho Shimadzu
IR Prestige-21 (Kyoto, JP) em temperatura ambiente. As amostras analisadas,
constaram de lipossomos de ASO puro (150 mg/mL), ou acrescidos de
curcuminoide modificado, na razado curcumindide modificado: ASO de 0,05.

As varreduras foram feitas a temperatura ambiente, de 400 a 4000 nm, com
resolucéo de 2 cm™. Os espectros foram analisados utilizando o software Shimatzu
IR solution 1.5. Foram analisados os valores de frequéncia e alargamentos a 75%
da altura dos picos referentes a estiramentos axiais de grupos lipidicos na

auséncia e na presenca dos curcuminéides modificados.
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426 Técnicade RMN

O T, de 'H do grupo colina lipidico foi medido a 60 MHz, em
equipamento Anasazi Instruments (Indianapolis, USA). Os lipossomos
contendo 150 mg/mL de ASO, na auséncia e na presenca dos curcumindides
modificados (na razdo curcumindide modificado: ASO de 0,05) foram
analisados em solvente H,O: D,0O (80: 20, v/v). A referéncia externa utilizada foi
TSP (acido trimetilsilil propidnico). A sequéncia de pulsos de recuperagdo de
inversdo foi usada para obtencdo das medidas de T, de *H. A faixa de tempo
de correlacdo (1) utilizada foi de 0,4 a 12,8 s (de Lima et al., 2010). Os

experimentos foram realizados a 21°C.

427 Técnicade DSC

Os experimentos, com lipossomos de ASO na concentracdo de 50
mg/mL, na auséncia e na presenca de curcumindide modificado (em razdo de
curcumindide modificado: ASO igual a 0,05) foram efetuados em aparelho TA
Instrument 2010 DSC cell (New Castle, DE). A faixa de temperatura utilizada foi
de - 45°C a - 5°C. A faixa de temperatura de analise foi determinada segundo a
temperatura de transicdo de fase dos componentes de ASO. A calibracdo do
aparelho foi realizada com indio. As varreduras foram efetuadas a 10°C/min,
com fluxo de nitrogénio de 50 /50 mL/min. A referéncia para este ensaio foi
uma célula de aluminio vazia (de Lima et al., 2010). Foram avaliadas variac6es
de entalpia (AH) dos lipidios induzidas pela presenca do curcuminoide
modificado. A AH foi obtida por integracéo da area sob o pico obtida utilizando

o Software Universal 4.0 C (TA Instrument).

42.8 Técnicade UV-vis

As medidas da turbidez de lipossomos contendo ASO (50 mg / mL),
puros ou na presenca de analogo (em razao curcuminéide modificado: ASO de

0,05) foram realizadas a 400 nm por meio de espectroscopia de UV-Vis em um
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aparelho Shimadzu UV-2550 (Kyoto, JP). Foram utilizadas células de quartzo

com um caminho oOptico de 1 cm.
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5. Resultados

5.1 Atividade Antioxidante

Para a determinacdo da sua atividade antioxidante, os curcumindides
modificados foram submetidos ao ensaio de DPPH, tendo sido testados na sua

forma livre.

Apoés testes preliminares, as propriedades antioxidantes de cada
curcumindides modificados (a 13mg/mL) foram comparadas. Obteve-se assim,
diferentes percentuais de atividade antioxidante, demonstrados na Figura 19.
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Figura 19- Propriedades antioxidantes dos trés curcumindides modificados na forma
livre, estudadas por ensaio de DPPH.

Esses resultados demonstraram um percentual de atividade antioxidante
de 97% para PPQ, 31% para CD2 e 9% para CD3.

Pelo fato do PPQ possuir uma maior capacidade antioxidante em
comparagao aos outros curcumindides modificados, esta atividade foi avaliada
em funcdo de um gradiente de concentracdo, de forma a determinar sua ICsp.
As concentragfes testadas foram de: 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 13,0 mg/mL,
obtendo-se um valor de ICso de aproximadamente 2,0 mg/mL, conforme

demonstra a Figura 20.
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Figura 20- Teste de DPPH em diferentes concentracdes de PPQ.

Os trés curcumindides modificados estudados neste trabalho se diferem
pela substituicdo no anel central. O PPQ possui uma substituicdo nitrogenada,
onde o nitrogénio esta ligado diretamente a um hidrogénio (4-piperidona).
Quanto a CD2, este também possui substituinte nitrogénio no anel, porém esse
nitrogénio se encontra ligado a uma metila (N-metil-piperidona), enquanto CD3

Nao possui nitrogénio no anel, sendo assim uma cicloexanona (Figura 7).

O maior potencial antioxidante do PPQ em comparacdo aos outros
curcuminéides modificados pode estar relacionado a sua por¢do -NH. Tal
hidrogénio possui ligagdo fraca com o nitrogénio, sendo liberado mais
facilmente, atuando como melhor agente redutor sobre o radical DPPH.
Entretanto, o PPQ ainda possui um potencial antioxidante menor que o
potencial da curcumina, que possui ICsy de 20 uM (Bairwa, 2013). Ainda assim,
espera-se que o0 curcumindéide modificado apresente uma maior
biodisponibilidade no organismo que a curcumina, 0 que o torna promissor.

O ensaio de DPPH também foi realizado em curcumindides incorporados
em lipossomos. Entretanto, devido a interferéncias dos solventes utilizados na
solubilizacdo do DPPH (CHCI3:EtOH; 1:1) na estrutura das membranas, os
resultados foram inconclusivos. Assim sendo, maiores investigacdes seréo

necessarias neste ambito.
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5.2 Atividade Antitumoral por Ensaio de Viabilidade
Celular

A fim de determinar o efeito dos curcumindides modificados (PPQ, CD2
e CD3) sobre a viabilidade celular das linhagens de glioma C6, estas foram
expostas a cada curcumindide modificado na forma livre e incorporado em
lipossomos de ASO, nos dois casos em concentracdo de 100 uM, pelo periodo
de 48h. No final da incubacéao foi realizado o ensaio MTT.

Quando as células de glioma C6 foram expostas ao CD3 na forma livre,
a reducdo da viabilidade celular obtida foi de 43%. Para o analogo PPQ, a
reducdo da viabilidade celular obtida, na mesma concentracéo, foi de 40%. Ja
o0 analogo CD2 provocou reducao na viabilidade celular de 51%. Tais dados

estdo mostrados na Figura 21 e descritos na Tabela 2.

Tabela 2- Viabilidade celular de células C6 na presenca dos curcuminoides
modificados, em forma livre e incorporada em lipossomos.

Livre (%) Incorporado (%) Variacéo (%)
CD3 43 45 2
PPQ 40 75 35
CD2 51 74 23

Quando as células de glioma C6 foram expostas a lipossomos de ASO
contendo os curcumindides modificados, observou-se uma maior reducdo da
viabilidade celular em comparacéo ao teste com curcumindides modificados na
sua forma livre. Além disso, pode-se observar na Figura 19, que o lipossomo
de ASO puro ndo apresentou variacdo significativa na viabilidade celular
guando comparado ao controle (somente células).

Em relagdo aos curcumindides incorporados, a reducdo da viabilidade
celular obtida para a molécula CD3 incorporada ao lipossomo foi de 45%, um
valor aproximado da reducdo promovida pela molécula livre, (houve uma
variacdo de 2%). Para o analogo PPQ, a reducdo da viabilidade celular obtida

foi de 75%, sendo 35% mais eficiente, em comparacao com o efeito promovido
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pela molécula livre. Ja o curcuminodide modificado CD2 apresentou reducdo na
viabilidade celular de 74%, sendo 23% mais eficiente na reducdo provocada
pela sua forma livre. Estes dados estéo descritos na Tabela 2 e representados
na Figura 21, e o tempo avaliado foi de 48h.
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Figura 21- Resultados de viabilidade celular, referentes & agdo dos curcumindides
modificados na sua forma livre e incorporada em lipossomos. ~ Teste estatistico que
compara as amostras com o controle (C). ™ Teste estatistico que compara as
amostras entre si (livre e incorporado).

Estudos que avaliaram a atividade citotoxica de curcumina por MTT em
células de glioma (GL261) demonstraram uma reducédo de cerca de 80% na
viabilidade celular apés adicdo de 50 uyM da substancia (Purkayasta et al.,
2009). Dentre os curcumindides modificados estudados, o CD2 alcangou a ICsg
em 100 uM, ou seja, o dobro da concentragcdo de curcumina. Entretanto, na
concentracdo de 100 uM e incorporados em lipossomos, tanto o CD2 como o
PPQ tiveram atividade aproximada a da curcumina livre. Desta forma, a
incorporagdo em lipossomos destes curcuminoides modificados em 100 yM
induziu a uma eficiéncia aproximada a da curcumina na reducao da viabilidade
de células de glioma in vitro, e podera prevenir os efeitos da baixa solubilidade

e biodisponibilidade da curcumina no organismo.

Alteracbes provocadas por substéncias exdgenas na ordem da
membrana podem influenciar as suas atividades antioxidante e antitumoral,

visto que as membranas de células tumorais sdo mais desorganizadas e fluidas
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do que as normais (YU et al.,, 1999). Adicionalmente, a estrutura dos
curcumindides também determina sua interagdo com a membrana.

Para uma melhor compreensdo dos efeitos dos curcumindides
modificados na membrana, suas interagbes com a mesma foram estudadas e

estdo apresentadas a sequir.

5.3 Efeito dos Curcumindides Modificados na Dinamica
Molecular de Lipossomos

5.3.1 Curcuminodide Modificado PPQ

O curcumindide modificado PPQ tem sua estrutura apresentada no item

referente aos Objetivos deste trabalho, bem como na Figura 22.

PPQ

Iz

Figura 22— Estrutura do curcuminéide modificado PPQ, ou (3E, 5E)- 3,5
dibenzilideno piperidin-4- ona.

Para identificar os efeitos do curcumindide modificado PPQ (assim como
os dos outros dois curcumindides modificados) na dinamica lipidica dos
lipossomos de ASO, foram utilizadas as técnicas de HATR-FTIR, RMN, DSC e
UV-Vis. As técnicas citadas foram usadas comparando-se a dinamica entre
lipossomos puros (auséncia de curcumindide modificado) e lipossomos
contendo o curcumindide modificado.

Para melhor compreender a influéncia do PPQ em cada regido do lipidio,
foram obtidos espectros de HATR-FTIR de ASO puro e na presenca de

curcumindide modificado (Figura 23).
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Figura 23- Espectros de HATR-FTIR de lipossomos de ASO puro (linha cheia) e na
presenca de PPQ na razdo curcuminéide modificado: ASO de 0,05 (linha tracejada).

A influéncia de PPQ na dindmica do lipossomo de ASO foi investigada a
partir das alteracBes nos valores de frequéncia de cada pico especifico do
lipidio, bem como da alteracdo na largura da banda a 75% da altura de cada
pico.

Na Tabela 3, estdo demonstrados os valores encontrados para as
frequéncias dos picos referentes aos estiramentos axiais de grupos
especificosdos lipossomos na forma pura e na presenca do PPQ. As bandas
referentes aos modos vibracionais encontrados nos lipossomos de ASO puro
estdo de acordo com a literatura para analises de FC (Here¢ et al., 2007,
Manrique-Moreno, et al., 2010, ver Tabela 1).

Tabela 3— Valores de frequéncia encontrados no espectro de HATR-FTIR para cada

pico de grupos especificos do lipossomo e as variacdes provocadas pela
incorporacgdo do curcumindide modificado.

Grupo v(cm™ v(cm™) Av (cm™)
ASO ASO + PPQ
N*(CH3)3 971,20 976,32 5,12
PO, 1219,06 1216,59 2,47
CH> (vs) 2855,37 2852,89 2,48
CH> (vas) 2924,19 2923,63 0,56
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Para uma melhor interpretacdo dos resultados, foi considerada a
influéncia da presenca do curcumindide modificado em cada regido da
membrana, tais como: cabeca polar, regido interfacial e a cauda hidrofébica
(cadeia acil). Isto sera discutido a seguir, sendo estes resultados de FTIR
complementados por respostas observadas através das técnicas de RMN e
DSC.

5.3.1.2 Interacdo do curcumindide modificado PPQ com a
Regido Polar de Lipossomos de ASO

E importante observar as variagcdes provocadas por moléculas exégenas
nos grupos colina e fosfato lipidicos, pois a bicamada lipidica de FC é formada
por associagfes eletrostaticas carregadas positivamente nos grupos N-metil, e
negativamente nos grupos fostato (Yeagle e Martin, 1978). Assim, estes dois
grupos lipidicos apresentam papel importante na manutencao da configuracao
da bicamada lipidica e nas propriedades de barreira da membrana.

Como podemos observar na Tabela 3, comparando-se 0 espectro de
ASO puro com o espectro de ASO na presenca de PPQ, o curcumindide
modificado induziu a uma reducéo da frequéncia do pico de v N*(CHas)s de
aproximadamente 5,12 cm™. Além da variacdo de frequéncia, observou-se
também uma reducdo na largura da banda do grupo colina em 11,70 cm™,
induzida por PPQ (Figura 24). A reducéo na largura do pico indica uma reducédo

da mobilidade da membrana nessa regido.

Colina

Absorbancia (%)

T T T T T
990 980 970 960 950

Frequéncia (cm™)

Figura 24- Ampliacdo dos espectros de HATR-FTIR de fosfatidilcolina presente em
lipossomos de ASO puros (linha cheia) e na presenca de PPQ (linha tracejada) na
regido do estiramento assimétrico do grupo colina, vas N+(CH3)3.
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Como demonstra a Tabela 3, a frequéncia referente ao estiramento axial
do grupo fosfato lipidico aumentou em 2,47 cm™, apés interacdo com o PPQ.
Isto sugere que o PPQ provoca uma diminuicdo na quantidade de liga¢cbes de
hidrogénio entre o grupo fosfato lipidico e o grupo amino presente no
curcumindide modificado, ou entre o grupo fosfato lipidico e a agua. Desta
forma, o resultado indica que o PPQ provoca uma diminuicdo no grau de
hidratacao desta regiéo.

A Figura 25 apresenta uma ampliacdo do espectro de HATR-FTIR
mostrado na Figura 21, na regido de banda do estiramento axial assimétrico do
grupo fosfato. A analise da Figura 25 permitiu detectar-se uma reducédo em 5
cm™ na largura da banda de vas PO,". A reducdo da largura de banda de HATR-
FTIR associado ao grupo fosfato, adicionalmente ao comportamento
observado para o pico de HATR-FTIR referente ao grupo colina, indica uma

diminuicdo da mobilidade na regido polar lipidica provocada pelo PPQ.

Fosfato

Absorbancia (%)

T T T T T
1290 1260 1230 1200 1170 1140

Frequéncia (cm™)

Figura 25- Ampliacdo dos espectros de HATR-FTIR de FC presente em lipossomos de
ASO puros (linha cheia) e na presenca de PPQ (linha tracejada) na regido do
estiramento assimétrico do grupo fosfato, vas PO>'.

N&o foram observadas variagdes na frequéncia, tampouco na largura de
bandas referentes a regido de interface dos lipossomos de ASO, como as do

grupo carbonila, induzidas pelo curcumindide modificado.
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5.3.1.3 Interacdo do Curcumindide Modificado PPQ com os
Metilenos da Cadeia Acil de Lipossomos de ASO

Como dito anteriormente, as alteragbes nas frequéncias dos vs CH; a
2854,05 cm™ e vas CH, a 2924,09 cm™ lipidicos podem refletir no grau de
ordem conformacional, bem como nas conformacdes trans / gauche das
ligagcbes C-H do sistema lipidico. O PPQ teve uma pequena influéncia no vs
CH,, diminuindo sua frequéncia em 2,48 cm™. Isto indica um discreto
ordenamento na membrana, por reducdo do numero de ligacdes de
conformacdo do tipo gauche. Ja a frequéncia do v,s CH,, ndo apresentou
alteracdo com a presenca do curcuminodide modificado no sistema lipossomal.

A ampliacdo do espectro de HATR-FTIR na regido da banda do
estiramento axial dos metilenos do grupo acil lipidico, em lipossomos puros e
na presenca de PPQ, estd apresentada na Figura 26. Analisando-se a largura
dos picos de vs e vy dos metilenos, observou-se que o PPQ induziu uma
reducdo na largura do pico de vs CH, em aproximadamente 2 cm™, enquanto
que, para vas CH, , provocou uma reducdo na largura do pico em 4 cm™. Isto
indica que o PPQ provocou um ordenamento na regido hidrofébica do
lipossomo, o que estd de acordo com as andlises de variacdo de frequéncia

para esta regiao.

Metilenos

Absorbancia (%)

3(;50 30IOO 29I50 29IOO 28ISO 28I00 27I50
Frequéncia (cm™)
Figura 26- Ampliacdo dos espectros de HATR-FTIR (frequéncia x absorbancia) de FC
presente em lipossomos de ASO puros (linha cheia) e na presenca de PPQ (linha
tracejada) na regido do estiramento assimétrico dos grupos metilenos, vs CH; € v
CHa,.

As informacdes sobre o efeito de PPQ em parametros termodinamicos dos

lipossomos, que reflete sua influéncia nas cadeias de hidrocarbonetos de ASO,
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foram obtidas por DSC. As curvas de DSC de lipossomos de ASO puros e na

presenca de todos os curcumindides modificados estdo apresentadas na

Figura 27.

Fluxo de Calor (mW/g)

—— ASO

—— ASO+PPQ
——— ASO+CD2
—— ASO+CD3

—£{2 ' -A;O ' -38 -36
Temperatura (°C)

Figura 27- Curvas de DSC para lipossomos de ASO puro e na presenca dos
curcuminoides modificados estudados neste trabalho.

A partir da analise das curvas de DSC de lipossomos de ASO puros e na

presenca do PPQ, (Figura 25), foi observada uma transicdo de fase

endotérmica na faixa de -46 a -40 ° C. Este intervalo corresponde ao intervalo

negativo tipico de fosfatidilcolina insaturada completamente hidratada, como a

presente em lipossomos de ASO (Ulrich et al., 1994).

A partir desta transicao, foram obtidos valores referentes a variacédo de

entalpia (AH) de lipossomos de ASO puros e na presenca de PPQ (razéo

curcumindide modificado:ASO de 0,05). Estes estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4- Influéncia do curcumindide modificado PPQ nos valores de variacdo de
entalpia (AH) da Asolecitina de Soja (ASO).

Amostra AH (J/9)
ASO 0,17]
ASO + PPQ 11,29
Variagéo [1,12]
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Os resultados descritos na Tabela 4 demonstram que PPQ aumenta o
valor de AH em ASO em cerca de sete vezes, 0 que indica que PPQ promove
um ordenamento na fosfatidilcolina, ou seja, reduz a mobilidade. Tal resultado
vai ao encontro dos obtidos através da técnica de HATR- FTIR.

5314 Ensaio de Turbidez

O efeito do PPQ na turbidez de membranas de ASO foi investigado através
de medidas de absorbancia do sistema lipossomal a 400 nm. Foi também
realizado um ensaio-controle em lipossomos de ASO puros.

Em lipossomos contendo uma razédo de PPQ:lipidio de 0,05, observou-se
um aumento na turbidez dos lipossomos em aproximadamente 30% (os valores de
absorbancia variaram de 0,386 em ASO puro, para 0,500 em ASO na presencga do
PPQ). A reducdo da turbidez em uma membrana pode ser observada em
transicbes de fases mais ordenadas para mais desordenadas, visto que neste
processo ocorrem alteracdes no indice de refracdo dos lipidios (Yi e MacDonald,
1973). Sendo assim, o aumento observado no valor de turbidez lipidica apos
interacdo com PPQ, indica que este aumentou de forma global a ordem no sistema
lipossomal, ou seja, diminuiu a mobilidade da membrana lipidica. Este resultado
esta suportado pelos resultados obtidos nas anélises de HATR-FTIR e estudos de
DSC.

A caracterizacdo dos efeitos de PPQ nas propriedades fisico-quimicas dos
lipossomos de ASO sugere que o curcumindide modificado ordena as regides
polar e hidrofébica da membrana. Um esquema resumindo os resultados obtidos

esta demonstrado na Figura 28.

l Av 2,47 cm™
o) l Av 2,48 cm™
I O .
P J\ DSC:
- O/>/\
H,C o |

Figura 28- Esquema demonstrativo dos valores de variagdo de frequéncia para os
estiramentos axiais dos grupos fosfato e metilenos da cadeia hidrofébica do lipidio, bem
como a sua variagao de AH, induzidos pela interagcdo com PPQ.
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5.3.2 Curcuminodide Modificado CD2

5.3.2.1 Efeitos do Curcumindide Modificado CD2 na
Dindmica Lipidica de Lipossomos

A estrutura do curcumindide CD2 ((3E, 5E)- 3,5- dibenzilideno-1

metilpiperidin-4- ona) estd apresentada na Figura 29, bem como no item
“Objetivos” deste trabalho.

CD2

N
CHj;

Figura 29— Estrutura do CD2, ou (3E, 5E)- 3,5- dibenzilideno-1- metilpiperidin-4- ona.

Os espectros de HATR-FTIR de lipossomos de ASO puro e na presenca
de curcumindide modificado CD2 estédo apresentados na Figura 30.

- ASO
---CD2

- CH,

~ - CH,

Absorbancia (%)

T T T T T T T T T T T
2800 2450 2100 1750 1400 1050
A . -1
Frenquéncia (cm™)

Figura 30- Espectros de HATR-FTIR de lipossomos de ASO puro (linha cheia) e na
presenca de CD2 na razéo curcumindide: ASO de 0,05 (linha tracejada).
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Assim como para PPQ, as altera¢cées na dinamica molecular provocada
pelo curcumindide modificado CD2 na membrana foram monitoradas a partir do
deslocamento da frequéncia assim como pela variacdo da largura da banda a
75% da altura de cada pico especifico de ASO. Os valores de frequéncia de
grupos lipidicos nos lipossomos puros e na presenca de CD2 estédo
demonstrados na Tabela 5 e serdo discutidos em funcdo do efeito do

curcumindide modificado nas diferentes regides lipidicas.

Tabela 5- Valores de frequéncia para cada pico especifico e as variagdes provocadas
pela incorporacéo do curcuminéide modificado.

Grupo v (cm-1) v (cm-1) A v (cm-)
ASO ASO + CD2
N*(CHa)s 971,204 973,18 2,0
PO, 1219,06 1220,42 14
CH, v 2855,37 2852,83 2,5
CH; vas 2924,19 2924,08 0,11
5.3.2.2 Interacdo do Curcumindide Modificado CD2 com

a Regiao Polar de Lipossomos de ASO

Conforme apresenta a Tabela 5, 0 CD2 causou variagdes nos valores de
frequéncia de picos de estiramentos axiais de grupos presentes na regido polar
da fosfatidilcolina. A presenca de CD2 causou uma reducdo de 2,0 cm™ na
frequéncia do pico de estiramento axial do grupo colina, bem como uma
reducéo de 10 cm™ ou 10% nos valores na largura (Figura 31). Em relagéo a
largura desta banda, o resultado indica que o CD2 promoveu a reducao na

mobilidade do grupo colina de ASO.
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Colina

Absorbancia (%)

T T —
990 960 930

Frenquéncia (cm™)

Figura 31- Ampliacdo dos espectros de HATR-FTIR de FC presente em lipossomos
de ASO puros (linha cheia) e na presenca CD2 (linha tracejada) na regido do
estiramento assimétrico do grupo colina.

Comparando-se os valores de frequéncia para a banda de vas POy
lipidico, apos interacdo com CD2, foi observado que o curcumindide modificado
provocou uma reducdo de 1,4 cm ™ na frequéncia do primeiro (ver Tabela 5).
Esta reducdo sugere um discreto aumento de ligagcbes de hidrogénio e,
consequentemente, do grau de hidratacdo nesta regido. O curcuminoide
modificado também provocou o aumento na largura da banda de estiramento
axial do grupo fosfato em aproximadamente 8 cm ™ (Figura 32), indicando um

aumento da mobilidade nessa regiéo.

Fosfato

Absorbancia (%)

Frenquéncia (cm™)
Figura 32- Ampliacdo dos espectros de HATR-FTIR de FC presente em lipossomos
de ASO puros (linha cheia) e na presenca CD2 (linha tracejada) na regido do
estiramento assimétrico do grupo fosfato.
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N&o foram observadas varia¢cdes na frequéncia, tampouco na largura de
bandas referentes a regido de interface dos lipossomos de ASO, como as do

grupo carbonila, induzidas pelo CD2.

5.3.2.3 Interacado do curcuminoide modificado CD2 com os
Metilenos da Cadeia Acil de Lipossomos de ASO

A ampliagao do espectro de HATR-FTIR na regido da banda do vs CH; a
2854,05 cm™ esta apresentada na Figura 33. O curcumindide modificado CD2
provocou uma pequena influéncia no vs CH,, diminuindo o seu valor de
frequéncia em 2,0 cm™. Isto indica um discreto ordenamento na regido
hidrofébica da membrana. A incorporacdo de CD2 ndo provocou variacdo na
largura do pico referente ao vs CH,. Entretanto, as andlises da largura da banda
de vas CH, a 2924,09 cm™ demonstraram gue CD2 induziu uma reducdo na
largura do pico em 2,0 cm™, tornando esta regido hidrofébica discretamente

mais ordenada.

Metilenos

Absorbancia (%)

T T T T T T
3050 3000 2950 2900 2850 2800

Frenquéncia (cm™)

Figura 33- Ampliacédo dos espectros de HATR-FTIR de FC presente em lipossomos de
ASO puros (linha cheia) e na presenca CD2 (linha tracejada) na regido do estiramento
assimétrico dos grupos metilenos.

A curva de DSC de lipossomos de ASO na presenca de CD2 esti
apresentada na Figura 25 (item 5.3.3). Foi observada uma transicéo

endotérmica de fase na faixa de -46 a -38°C.
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A partir desta transicéo, foram obtidos valores referentes a variacao de
entalpia (AH) de lipossomos de ASO puros e na presenca de CD2, descritos na
Tabela 6.

Tabela 6- Influéncia do curcuminéide modificado (CD2) nos valores de variagdo de
entalpia (AH) da Asolecitina de Soja (ASO).

Amostra AH
ASO |0,17| J/g
ASO + CD2 11,7] Jig
Variacao |1,53]| J/g

Os resultados descritos na Tabela 6 demonstram que CD2 aumenta dez
vezes o valor de AH em ASO, o que indica que CD2 promove um rearranjo
molecular na fosfatidilcolina para um estado mais ordenado, ou seja, com
menor mobilidade, concordando com os resultados observados por HATR-
FTIR.

5324 Ensaio de Turbidez

A presenca de CD2 em membranas provocou o aumento da turbidez inicial
dos lipossomos de ASO, visto que o valor de absorbancia dos lipossomos
contendo ASO puro de 0,386 alterou para 0,622 na presenca do curcumindide
modificado.

Sendo assim, o aumento de aproximadamente 60% observado no valor de
turbidez, indica que CD2 aumentou a ordem no sistema lipossomal. Este resultado
esta suportado pelos resultados obtidos nas analises de HATR-FTIR e estudos de
DSC.

A partir da caracterizagdo dos efeitos de CD2 nas propriedades fisico-
guimicas dos lipossomos constituidos de ASO sugere-se um ordenamento global
na membrana provocado pelo curcumindide modificado. Um esquema resumido

esta apresentado abaixo, na Figura 34.
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Figura 34- Esquema demonstrativo dos valores de variacdo de frequéncia para os
estiramentos axiais dos grupos fosfato e metilenos da cadeia hidrofébica do lipidio,
bem como a sua variacdo de AH, induzidos pela interacdo com CD2.

5.3.3 Curcuminodide Modificado CD3

5.3.3.1 Efeitos do Anédlogo CD3 na Dinadmica Lipidica de
Lipossomos

A estrutura do curcuminoéide modificado CD3 esta apresentada na Figura
35, assim como no item referente aos objetivos deste trabalho.

Q CD3
\/

Figura 35— Estrutura do curcuminéide modificado CD3. (2E, 6E)- 2,6- dibenzilideno
cicloexanona.

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de ASO puro e na
presenca de CD3 estdo demonstrados na Figura 36. Tal como descrito para 0s
demais curcumindides modificados testados neste trabalho, o efeito do CD3
nos valores de frequéncia e largura das bandas de estiramentos axiais de

grupos lipidicos sera abordado em funcao das diferentes regides do lipossomo.
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Figura 36- Espectros de HATR-FTIR de FC em lipossomos de ASO puro (linha cheia)
e na presenca de CD3 (linha tracejada), na razdo curcuminéide: ASO de 0,05.

Na tabela 7 sdo demonstrados valores encontrados para as frequéncias
de HATR-FTIR dos picos de grupos especificos dos lipossomos analisados na
forma pura e contendo CD3.

Tabela 7- Valores de frequéncia de HATR-FTIR para cada pico especifico dos
lipossomos de ASO e as variagfes provocadas pela incorporacdo do CD3.

Grupo v(cm™ v(cm™ Av(cm™
ASO ASO + CD3
N*(CHs3)3 971,204 974,96 3,80
PO, 1219,06 1219,77 0,71
CH; (vs) 2855,37 2855,38 0,01
CH, (vVas) 292419 2925,03 1,74
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5.3.3.2 Interagcdo do Curcuminéide Modificado CD3 com
a Regiao Polar de Lipossomos de ASO

Conforme apresentado na Tabela 7, o CD3 provocou uma reducgéo de
3,8 cm? na frequéncia do pico de v. N'(CHs)s afetando esta regido. O
curcumindide modificado provocou também a reducao na largura deste pico em
8,5 cm™. A variacdo na largura indica uma reducdo na mobilidade desse grupo
na FC (Figura 37).

Colina

Absorbéancia (%)

T T T T
990 975 960 945

Frenquéncia (cm™)

Figura 37- Ampliagdo dos espectros de HATR-FTIR de FC presente em lipossomos de
ASO puro (linha cheia) e na presenca CD3 (linha tracejada) na regido do estiramento
assimétrico do grupo colina.

N&do foi observada variacdo nos valores de frequéncia da banda
referente ao v,s PO, lipidico apds interacdo com CD3 (ver Tabela 7). Entretanto,
o curcumindide modificado provocou uma reducédo na largura desta banda em
1,4 cm™ (Figura 38), o que indica que ordenou discretamente a regido do
fosfato lipidico.

Fosfato

Absorbancia (%)

T T T T T T
1290 1260 1230 1200 1170 1140

Frenquéncia (cm™)

Figura 38- Ampliacdo dos espectros de HATR-FTIR de FC presente em lipossomos de
ASO puro (linha cheia) e na presenga CD3 (linha tracejada) na regido do estiramento
assimétrico do grupo fosfato.
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N&o foram observadas varia¢cdes na frequéncia, tampouco na largura de
bandas referentes a regido de interface dos lipossomos de ASO, como as do

grupo carbonila, induzidas pelo curcuminéide modificado CD3.

5.3.34 Interagcdo do Curcuminéide Modificado CD3 com
0s Metilenos da Cadeia Acil de Lipossomos de ASO

Como é possivel observar na Tabela 7, ndo foi observado variacdo na
frequéncia de banda do vs CH; lipidico apds insercdo de CD3. Ja a banda 0 v
CH, apresentou teve sua frequéncia reduzida em 1,74 cm™ com a presenca do
curcumindide modificado. Isto indica um aumento de liga¢cdes de hidrogénio
nessa regido induzida pelo CD3.

A ampliacdo do espectro de HATR-FTIR na regido da banda do vs CHz a
2854,05 cm* lipidico esta apresentada na Figura 39. A incorporacdo de CD3 nao
provocou alteracdo na largura do pico. A andlise da banda de v,s CH2 lipidico a
2924,09 cm* demonstrou que CD3 induziu uma reducdo na largura do pico em 2
cm™, indicando uma discreta reducéo na presenca de ligacdes com conformagéo

gauche no sistema. Isto torna esta regido hidrofébica discretamente mais
ordenada.

Metilenos

Absorbancia (%)

T T T T T
2975 2940 2905 2870 2835

Frenquéncia (cm™)

Figura 39- Ampliagédo dos espectros de HATR-FTIR de FC presente em lipossomos
de ASO puro (linha cheia) e na presenca CD3 (linha tracejada) na regido do
estiramento assimétrico dos grupos metilenos lipidicos.

As curvas de DSC referente a lipossomos de ASO puros e contendo

CD3 (Figura 25, item 5.3.3) foram analisadas e tiveram seus valores de AH
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calculados a partir da transicdo endotérmica na regidao de -45 a -38°C. Tais

valores estao descritos na Tabela 8.

Tabela 8- Influéncia do curcumindide modificado (CD3) nos valores de variacdo de
entalpia (AH) da Asolecitina de Soja (ASO).

Amostra AH
Aso |0,17| J/g
ASO + CD3 11,39| J/g
Variagéo |1,22| J/g

O CD3 promoveu um aumento de oito vezes na AH dos lipossomos de
ASO. Isto indica um rearranjo molecular na fosfatidilcolina para um estado mais

ordenado, com menor mobilidade.

5.3.3.5 Ensaio de Turbidez

N&o foi observada variagéo significante da turbidez dos lipossomos de ASO
na presenca de CD3. O valor encontrado para ASO na auséncia de curcumindide
modificado foi de 0,386, enquanto para ASO na presenca de CD3 foi de 0,378.

A partir das técnicas de caracterizacao, avaliou-se as influéncias de CD3
nas propriedades fisico-quimicas da membrana de ASO, que sugeriu um
aumento discreto na ordem do sistema lipossomal. Um esquema resumido esta

apresentado na Figura 40.

Av1,74cm?
0

DSC:

[ 0]
P—
- 0o
HBC\N/\\/O S /H>{\OJ\R AAH122
H3C/ +\CH3 - OYR’

0]

Figura 40- Esquema demonstrativo dos valores de variacdo de frequéncia para os
estiramentos axiais dos grupos fosfato, carbonila e metilenos da cadeia hidrof6bica
do CD3.



62

5.4 Ensaio de RMN

A caracterizacdo dos lipossomos de ASO na auséncia e na presenca
dos trés curcumindides modificados, isoladamente, foi também efetuada por
RMN a fim de confirmar os resultados obtidos pelas demais técnicas. Foram
realizadas medidas de T; de 'H, da regido colina dos lipidios, cujas curvas e

valores estdo apresentados na Figura 40 e Tabela 9, respectivamente.

N&o foram observadas variacdes de T; significativas da regido colina,
apos interacdo com cada um dos curcuminoides modificados estudados.
Assim, é possivel que os curcuminéides modificados ndo afetem a rotacdo ao
longo do eixo do grupo colina. A baixa razdo de curcumindide modificado:
lipidio, também ter contribuido para a ndo-deteccdo de mudancas nos valores
pelo aparelho. Assim, maiores investigacfes serdo necessarias através da

técnica de RMN, no futuro.

Tabela 9- Valores de T, de 'H da colina para lipossomos contendo cada curcuminéide
modificado.

T1 Variacéo
ASO 0,3803 -
ASO+PPQ 0,3721 0,0082
ASO+CD2 0,4049 0,0246

ASO+CD3 0,3672 0,0131
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Figura 41- Curvas referentes a relaxacao longitudinal (T,) dos hidrogénios da colina
em lipossomos de ASO puro e na presenca de cada curcuminéide modificado

estudados neste trabalho.
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6. Discussao

Presentes na estrutura da curcumina, as cetonas conjugadas possuem
pouca ou nenhuma capacidade de interagir com grupos amino e hidroxi
encontrados nos acidos nucleicos (Das, 2009). Além disso, a ligacdo entre as
duas dicetonas € quebrada facilmente, o0 que resulta na baixa
biodisponibilidade da curcumina no organismo. Quando essa fungéo 1,3 diceto
foi substituida por uma cicloexanona, uma potente inibicdo da proliferacao
celular, com valores de I1Cs entre 2,6-4,9 uM (Padhye, 2010).

Estudos mostram que a presenca do anel cicloexanona influencia
diretamente na atividade antitumoral. Quando foi inserido um grupamento
nitrogenado no anel central (4-piperidona, PPQ) foi observado morte celular por
apoptose em canceres de pulmao, mama, ovarios e células do cancro cervical,
com poténcia dez vezes maior que a da curcumina. Outro efeito notado,
apresentado por essa modificacdo, é a capacidade de estabilizacdo dos
microtubulos em células (Padhye, 2010). Adicionalmente, as substituicdes N-
metil tendem a ter atividade aumentada quando comparado ao anel sem
substituicao (Yadav et al., 2010; Gregory et al., 2013).

Analogos de curcumina com estruturas semelhantes aos aqui estudados
foram testados. Foi observado que, quando o nitrogénio presente no anel esta
substituido, como no caso do N-metil, sua propriedade anticancer era
aumentada em 23 vezes para canceres de células escamosas (pele) e
leucemia (Pati et al., 2008).

Estes dados vém ao encontro dos resultados descritos no presente
trabalho, onde foi obtido maior redugcdo na viabilidade de células de glioma
(C6), a partir da adicdo de CD2 (N-metil-piperidona), que apresentou reducao
na viabilidade celular, na sua forma livre, em 51%. Ja as moléculas PPQ e CD3
apresentaram reducao na viabilidade celular aproximada, no percentual de 40 e
43% respectivamente, 0 que ressalta a importancia da substituicdo metila no
nitrogénio para a atividade antitumoral.

Outras estruturas (Figura 42) analogas as aqui estudadas, porém com
substituicdo de halogénio na cadeia aril lateral, apresentaram maior eficacia na
reducdo da viabilidade celular quando avaliados em céncer do tipo B16

(melanoma) e L1210 (linfoma) (Gregory et al., 2013).
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Figura 42 - Estruturas com substituicdes halogenadas avaliadas em células cancerosas
do tipo B16 e L1210 (melanoma e linfoma). Adaptado de: Gregory, 2013.

A diferenca entre os resultados relatados por Gregory e colaboradores
(2013) e os resultados deste trabalho deve-se aos substituintes halogenados,
ja que o tamanho do substituinte, assim como sua posi¢do no anel aromatico,
influencia na potencialidade da molécula como anticarcinogénico (Gregory et
al., 2013).

Quando incorporados em lipossomos, observou-se maior atividade
antitumoral em todos os trés curcumindides modificados testados, em
comparacao as suas formas livres.

O PPQ, apesar de ter obtido resultado inferior no teste de viabilidade
celular quando livre, quando comparado aos outros curcuminéides modificados,
obteve aumento da citotoxidade em células de glioma (C6) de 35% quando
incorporado na membrana. Isso pode dever-se & sua maior interacdo com a
regido polar da membrana, estando assim mais disponivel para interagir com a
célula tumoral. A localizacdo na regiao polar da membrana foi considerada em
funcdo das fortes interacdes observadas por FTIR nas regides fosfato, bem
como uma menor variacdo de valores de variacdo de entalpia (AAH) causada
pelo PPQ em lipossomos de ASO, quando comparado aos outros

curcuminoides modificados.
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O aumento do potencial anticancer de CD2 incorporado em lipossomos,
em 23%, quando comparado ao CD2 na forma livre, também foi observado.
Esta variagcdo, menor que a observada para o PPQ, pode estar atribuida a uma
maior interacdo deste curcumindide modificado com a regido apolar da
membrana, visto que provocou maior variagdgo no AH em ASO e maior
aumento na turbidez do sistema, quando comparado aos outros curcumindides
modificados. Houve também uma menor interagdo com o grupo fosfato,
conforme visto nos resultados de HATR-FTIR. Assim, os resultados sugerem
gue o CD2 esta menos disponivel na regido polar que PPQ, afetando mais a
regido hidrofébica. Essa maior forca de interacdo na regido apolar pode ser
atribuida a presenca do substituinte metila do nitrogénio da piperidona, que o
torna menos disponivel para ataque a célula tumoral durante o periodo no qual
foram realizados os ensaios.

O curcuminéide modificado CD3, quando incorporado em lipossomos,
teve aumentada em 2% a sua atividade antitumoral, quando comparado a sua
forma livre. Isto demonstrou uma variacdo pouco significativa em relacao a sua
atividade, apds ser incorporado em lipossomos. Isto pode dever-se a auséncia
da substituicdo nitrogénio no anel cicloexanona, além de sua maior interacdo
com a membrana na regido apolar, resultando em uma variagcdo menor quando
comparada aos outros curcuminoides modificados e tornando-o menos
disponivel e eficiente para a atividade antitumoral.

A atividade antitumoral parece ter forte relacdo com a atividade
antioxidante, visto que o cancer € associado ao estresse oxidativo. O estresse
oxidativo € definido como o desequilibrio entre a geracao de radicais livres e 0s
mecanismos de defesa do corpo, favorecendo o primeiro fator (Dragan et al.,
2003). Um mecanismo sugerido para a atividade antioxidante de substancias
ativas € baseado na reducao da fluidez de membranas por evitar a difusdo de
uma espécie reativa (Arora et al. 2000). Isto também pode implicar em uma
importante capacidade antitumoral, visto que as membranas citoplasmaticas de
células tumorais apresentam tipicamente maior fluidez e menor estabilidade
guando comparadas a células saudaveis (Arora et al., 2000).

A reducdo na mobilidade da membrana, efeito observado apos interacéo
dos trés curcuminodides modificados nos lipossomos estudados, pode vir a ser,

um mecanismo de acdo adicional no combate a cénceres. Dentre outros
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mecanismos existentes, citam-se a inibicdo da tirosina quinase e captacao de
radicais livres (pela presenca de grupos hidroxila fendlicos) (Matsuda et al.,
1994). Os resultados obtidos neste trabalho permitiram sugestdes sobre a
influéncia da interacdo curcumindide modificado/ sistema carreador na
disponibilidade do primeiro para atingir uma eficiente atividade biologica.
Dentre os trés curcumindides modificados incorporados em lipossomos, a
disponibilidade para as atividades antitumoral/antioxidante parece ter
aumentado na seguinte ordem: PPQ>CD2>CD3. A maior eficiéncia antitumoral
destes curcumindides modificados quando incorporados em lipossomos torna o
desenvolvimento de sistemas farmacoldgicos lipossomais a base destas

substancias promissor.
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7. Conclusodes

Neste trabalho realizou-se o estudo de trés curcuminodides modificados
quanto aos seus efeitos nas propriedades fisico-quimicas de membranas e
relacionou-se esses efeitos com seu mecanismo antioxidante e antitumoral. Os

dados obtidos e conclusdes podem ser resumidos como descrito abaixo:

e Os curcumindides modificados PPQ, CD2 e CD3 apresentaram
percentuais de atividade antioxidante de 97, 31 e 9%
respectivamente, na concentragédo de 13 mg/mL

e Quando testados para viabilidade celular em células do tipo C6
(glioma), na concentracdo de 100uM, na sua forma livre, a
reducdo na viabilidade celular obtida por cada um deles foi de
43% para CD3, 40% para PPQ e 51% para CD2. Quando
testados na mesma concentracdo, porém incorporados em
membranas de ASO, potencializaram sua reducdo na viabilidade
celular, com variacdo de 2% para CD3, 35% para PPQ e 23%
para CD2.

e Os trés curcuminoides modificados geram aumento de ordem em
membranas do tipo ASO, conforme observado através de
andlises de FTIR, DSC e Turbidez.

e As técnicas utilizadas sugerem que o aumento da potencialidade
na reducdo da viabilidade celular estd ligado a estrutura dos
curcumindides, assim como suas interagdes com a membrana

(efeito de ordenamento).

e O aumento da ordem da membrana provocado pelos
curcuminéides modificados podem também viabilizar sua

disponibilidade em um sistema carreador.

Assim sendo, os dados obtidos neste trabalho contribuiram no estudo
das influéncias da interagdo substancia/membrana ou carreador no mecanismo
de acado antioxidante e antitumoral dos curcuminoides modificados. Também
permitiram avaliar as disponibilidades para exercerem tais propriedades

bioldgicas quando incorporados em carreadores lipossomais contendo lipidios
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de fonte natural. Futuras investigacdes incluirdo o estudo das atividades

bioldgicas e efeitos em membranas de:

- Curcuminoides modificados com substituicbes na cadeia aril lateral,
assim como as posi¢coes desses substituintes para fim de comparagdo com 0s
analogos ja estudados neste trabalho (PPQ, CD2 e CD3);

- PPQ, CD2 e CD3 em carreadores lipossomais contendo fontes lipidicas

sintéticas (como por exemplo, a dimiristoilfosfatidilcolina).
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