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Desenvolvimento de microparticulas bioativas liberadoras de NO e
avaliagcao da biotividade

Development of NO-releasing bioactive microparticles and evaluation of
their bioactivity

Maria Vitoria Polido de Souza', Eduardo Makyama Alves? Regiane da Silva Gonzalez®

RESUMO

Neste estudo, investigamos o papel do estresse oxidativo na regulagdo da expressao da matriz extracelular
em resposta a lesdes teciduais, com foco na fibrose pulmonar. O estresse oxidativo resulta da produgao
excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, desencadeando danos oxidativos em moléculas
biolégicas cruciais. Em casos de lesdes teciduais persistentes, ocorre um desequilibrio na expressédo da
matriz extracelular, levando a fibrose e perda da fungdo do 6rgdo. Para combater esse processo, nossa
pesquisa avaliou a capacidade antioxidante da curcumina e do nitrato de curcumina. Os resultados
revelaram que o nitrato de curcumina demonstrou maior eficacia na redugéo do radical DPPH e na inibigdo
da peroxidacao lipidica em concentragbes mais baixas, devido a capacidade de liberar 6xido nitrico. No
entanto, em concentracbes mais altas, a curcumina padrdo e o nitrato de curcumina apresentaram
resultados equivalentes. Esse estudo contribui para a compreensdo das respostas antioxidantes em
contextos de estresse oxidativo. As descobertas podem ter implicagbes na busca por terapias que visam
restabelecer o equilibrio entre antioxidantes e oxidantes para o tratamento da fibrose pulmonar.
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ABSTRACT

In this study, we investigated the role of oxidative stress in regulating extracellular matrix expression in
response to tissue injury, with a focus on pulmonary fibrosis. Oxidative stress results from the excessive
production of reactive oxygen and nitrogen species, triggering oxidative damage to crucial biological
molecules. In cases of persistent tissue damage, there is an imbalance in the expression of the extracellular
matrix, leading to fibrosis and loss of organ function. To combat this process, our research evaluated the
antioxidant capacity of curcumin and curcumin nitrate. The results showed that curcumin nitrate was more
effective at reducing the DPPH radical and inhibiting lipid peroxidation at lower concentrations, due to its
ability to release nitric oxide. However, at higher concentrations, standard curcumin and curcumin nitrate
showed equivalent results. This study contributes to the understanding of antioxidant responses in contexts
of oxidative stress. The findings may have implications for the search for therapies aimed at restoring the
balance between antioxidants and oxidants for the treatment of pulmonary fibrosis.
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de oxigénio e nitrogénio, sobrecarregando os mecanismos de defesa antioxidante, tanto
0s nhao enzimaticos (como o acido ascorbico e o acido urico) quanto os enzimaticos (como
a catalase, superoxido dismutase e glutationa redutase). Isso resulta na ocorréncia de
estresse oxidativo e no surgimento de diversas doengas devido aos danos oxidativos
causados a moléculas bioldgicas cruciais, como proteinas e DNA (SILVA, 2018).

Quando ha lesdo nos tecidos, ocorre uma resposta inflamatoria, desencadeando
estresse oxidativo e regulagdo da degradagao e expressao da matriz extracelular como
parte do processo de reparo da lesao (SILVA, 2018). Geralmente, uma vez que a lesédo é
tratada, a expressao da matriz extracelular é inibida e o tecido é capaz de restaurar sua
homeostase, resultando em um processo de reparo adaptativo (SILVA, 2018). Entretanto,
em situagdes onde a lesao € mais severa e persiste no tecido, pode ocorrer uma perda de
controle na expressao da matriz extracelular, levando ao aumento do tecido fibrético e a
perda da fungéo do érgao (SILVA, 2018).

Nesse contexto, o estresse oxidativo desempenha um papel crucial na promogao
do reparo inadequado, pois as reagdes redox estimulam a expressdao da matriz
extracelular. Portanto, pesquisas nesta area buscam restabelecer o equilibrio entre
antioxidantes e oxidantes para o tratamento da fibrose pulmonar (SILVA, 2018).

METODOLOGIA
AVALIACAO DO PERCENTUAL DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA %)

O procedimento em questao foi executado conforme as diretrizes de Nascimento et
al. (2011), com certas modificagdes incorporadas. Para tal finalidade, adicionou-se 0,1 mL
da solugéo a 3 mL de uma solugédo de DPPH com uma concentragao de 0,003% (m/V). A
mistura foi deixada em repouso no escuro por um periodo de 30 minutos e,
posteriormente, submetida a avaliacdo espectrofotométrica a 515 nm. A finalidade
subjacente a capacidade de eliminagédo do radical DPPH é determinar a percentagem de
atividade antioxidante (AA %).

AVALIACAO DA CAPACIDADE DE INIBICAO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA

O procedimento foi ajustado com base na abordagem metodoldgica apresentada
por Rocha (2021), tomando como referéncia o trabalho de Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979).
Essencialmente, o método envolve a analise espectrofotométrica da habilidade de
inibicdo da peroxidagao lipidica em uma solugao de fosfolipidio derivado da gema do ovo.

Para realizar isso, o primeiro passo envolveu a extracao do fosfolipidio da gema do
ovo. Isso foi conseguido utilizando uma combinagdo de hexano e alcool isopropilico na
propor¢cao de 3:2. O extrato resultante passou por uma filtracdo usando algoddo como
meio filtrante. O liquido filtrado foi entdo colocado em uma placa de Petri e deixado para
secar durante 24 horas, em um ambiente escuro e em uma capela de exaustéo.

O material remanescente na placa foi solubilizado em agua destilada (1% m/v),
resultando em uma mistura homogénea. Esta mistura foi conservada em condicbes
protegidas da luz, a fim de evitar desnaturagédo da gema.
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2% Para investigar a capacidade de inibicdo da peroxidagéo lipidica do nitrate™d

curcumina, trés concentracdes distintas da amostra foram submetidas a analise. Essas
concentracdes e seus detalhes podem ser encontrados no Quadro 1:

Quadro 1 - Diferentes concentragdes feitas para cada tipo de curcumina

FeS0O4/
- H20 Homogenato )x
Analises (uL) (uL) moliL) Amostra (uL)
(uL)
Concentragao 1
(5mg/mL) 120 80 10 200
Curcumina Concentragéo 2
Padrao (1,05mg/mL) 220 80 10 100
Concentragéo 3
(0,22mg/mL) 270 80 10 50
Concentragao 1
(5mg/mL) 120 80 10 200
Nitro Concentragéo 2
Curcumina (1,05mg/mL) 220 80 10 100
Concentragéo 3
(0,22mg/mL) 270 80 10 50
Controles Negativo 1 330 80 - -
Negativo 2 130 80 - 200
Positivo 320 80 10 -

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Todas as combinagbes foram preparadas em ftriplicata e, subsequentemente,
incubadas com a homogeneizagdo da membrana de ovo a uma temperatura de 37°C por
uma duracdo de uma hora. Apds essa fase de incubagao, 400 yL de acido acético (20%
com pH 3) e 400 yL de uma solugdo aquosa de acido tiobarbiturico (TBA, 0,6% m/v)
foram adicionados a todos os tubos. Esses tubos foram novamente colocados em banho-
maria a 95°C por uma hora. No passo final, apds a segunda incubagao, 400 uL de butanol
foram introduzidos em todas as amostras, as quais foram subsequentemente submetidas
a uma centrifugacdo a 2000 rpm por 2 minutos. Logo apds, as amostras foram avaliadas
espectrofotometricamente a 532 nm.
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AVALIACAO DA PRESENCA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

O resultado dos calculos e a avaliagao da reacao entre o DPPH e as curcuminas
encapsuladas (tanto a nitrada quanto a padréo) pode ser observado na Figura 1:

Figura 1 — Grafico da porcentagem de reduciao de DPPH das analises
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Fonte: Autoria Prépria.

Foi observado que na concentracdo mais baixa empregada (0,0084 g/L), houve
uma semelhancga notavel no desempenho. No entanto, nas outras trés concentracdes, o
nitrato de curcumina apresentou uma maior eficacia na redugcao do DPPH. Uma possivel
explicacdo para esse resultado esta relacionada ao comportamento do 6xido nitrico
presente no nitrato de curcumina. O comportamento desse 6xido nitrico € ambivalente, o
que significa que ele pode tanto beneficiar a reagdo e amplificar os resultados de redugao

do DPPH, quanto ter o efeito oposto.
AVALIACAO DA CAPACIDADE DE INIBICAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

O resultado obtido deste procedimento pode ser observado na imagem a seguir
(Figura 2):

Figura 2 — Grafico da inibicdo da peroxidagao lipidica
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Fonte: Autoria Propria.

Temos a curcumina padrao, representada pela coloragao alaranjada (Curcumina),
o nitrato de curcumina exibindo uma coloragdo esverdeada (Neutra) e a curcumina que
passou pelo processo de nitracdo, porém nao foi neutralizada, apresentando uma
tonalidade azulada (acida).

Ao analisar as diversas concentragdes, € evidente que o nitrato de curcumina
apresentou uma porcentagem superior na inibicao da peroxidagéo lipidica. No entanto, ao
considerar o desvio padrao, percebe-se que o desempenho da curcumina padrao
(Curcumina) e do nitrato de curcumina (Verde) sao praticamente equivalentes.

Quando comparados em menor concentracao verifica-se que a curcumina nitrada
apresenta melhor resultado de inibicdo da peroxidacao lipidica. Este resultado pode ser
associado ao fato da curcumina nitrada apresentar a capacidade de liberar 6xido nitrico
(NO), uma molécula com potente e comprovada agéo antioxidante, quando empregada
em pequenas concentragdes (Mazo, 2011). Com o aumento da concentragédo a agéao
antioxidante do NO n&o se sobressai a atividade da prépria curcumina, e portanto
apresentam atividades equivalentes.

CONCLUSOES

Torna-se possivel compreender as nuances de como a curcumina padrao e o
nitrato de curcumina reagem em diferentes concentragbes e contextos frente ao estresse
oxidativo.
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