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RESUMO

O excesso na geracdo de espécies reativas como os radicais livres pode resultar num
desequilibrio que, embora benéfico em casos especificos como no combate a microrganismos
patdgenos, esta implicado na etiologia de diversas patologias cronicas e com o envelhecimento
precoce. Muitos pesquisadores indicam o uso de anti oxidantes como potenciais para a prevencao
destas patologias e inclusive, algumas pesguisas com antioxidantes como a curcumina estéo em
etapas finais do desenvol vimento de novos medicamentos. Embora atividades biol 6gicas como a
antimicrobiana e antioxidante sejam bastante exploradas para varias substancias, h4 um grande
potencia para ainvestigacdo em relacéo as atividades de duas ou mais substancias associadas. O
acido ascorbico, por exemplo, possui algumas atividades biolégicas semelhantes as da
curcuming, entretanto seu uso e custo sdo mais acessivels. Deste modo, ha perspectivas para
investigacdes sobre os efeitos resultantes da associacdo entre a curcumina e o acido ascorbico
em relacdo a algumas atividades bioldgicas, com destague para a curcumina. Assim, este
trabalho objetivou determinar os efeitos resultantes desta associacéo em relacdo ao perfil de
atividades antimicrobiana, antioxidante, hemolitica e na estabilidade da curcumina. Foram
utilizadas metodol ogias de andlise de atividade antioxidante como os ensaios de a¢8o scavenger
do DPPH®, ABTS™", O,", HOCI e também por andlise do sistema oxidativo catalisado por
peroxidase. Em relacdo as andlises celulares e antimicrobianas, foi determinada a toxicidade
sobre eritrocitos e a atividade em relacdo a Shaphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Candida krusei. A estabilidade
da curcuminafoi determinada por espectrofotometria. A associacéo resultou em um aumento da
atividade antioxidante da curcumina frente ao DPPH®, ABTS" e ao HOCI. N&o foi possivel
determinar a ac8o das associagdes frente ao sistema oxidativo catalisado por peroxidase e ao
0O,". A estabilidade da curcumina foi notadamente aumentada com a associagdo do é&cido
ascorbico nos pH 8,0 e 9,0. Em relacéo a atividade antimicrobiana, as moléculas no inibiram o
crescimento das bactérias, entretanto houve um aumento da acdo antifungica da curcumina
guando associada ao &cido ascorbico. Conclui-se que o &cido ascorbico atua positivamente em
associacdo a curcumina em relacdo a sua acdo antioxidante e antifungica e que € possivel que
este efeito se deva a um aumento na estabilidade da curcuming, a umaregeneragdo da curcumina
de suaformaradicalar para aforma ndo-radicalar ou até mesmo a uma acdo oxidante em células
fangicas.

Palavras-chave: Curcumina. Acido ascorbico. Estabilidade. Antioxidante. Antimicrobiano.



ABSTRACT

The excessive generation of reactive species such as free radicals can result in an imbalance
which isimplicated in the etiology of various chronic diseases and premature aging, although
it is beneficial in specific cases, such as in against microbial pathogens. Many researchers
suggest the antioxidants usage to prevent these diseases. Some researches about curcumin and
others antioxidants are even in final stages of developing new medicines. Although some
biological activities are fully explored for various substances, there is great potential of
research about the activities of two or more associated substances. Ascorbic acid, for
example, has some biological activities similar to those of curcumin, but its use and cost are
more accessible. Thus, there are prospects for research on the effects of the association
between these molecules, especially curcumin, in relation to some biological activities. This
study aimed to determine the effects of this association on antioxidant, antimicrobial and
hemolytic activities of curcumin. Since this association can prevent the oxidative degradation
of curcumin, it was aso aimed to analyze the effects of ascorbic acid on the curcumin
stability. Antioxidant activities were evaluated through DPPH', ABTS™, O, and HOCI
scavenging assays and guaiacol oxidation catalyzed by peroxidase. Regarding the cellular and
microbia analysis, the toxicity was determined on erythrocytes and the antimicrobial activity
was studied to Saphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans and Candida krusei. The stability of curcumin was determined
spectrophotometrically. The combination resulted in a increase in antioxidant activity of
curcumin against DPPH", ABTS™ and HOCI. We were unable to determine the effect of the
association against the oxidative system catalyzed by peroxidase and the radical O,".The
stability of curcumin was markedly increased with the combination of ascorbic acid in
alkaline pH. In relation to antimicrobia activity, the molecules did not inhibit the growth of
bacteria, although there was a increase in the antifungal action of curcumin when combined
with ascorbic acid. It is concluded that ascorbic acid acts positively in combination with
curcumin in relation to their antioxidant and antifungal properties, and this effect may be due
to curcumin stability increasing by its regeneration from curcumin radical to form a non-
radical or even due an oxidizing action in fungal cells.

Keywords: Curcumin. Ascorbic acid. Stability. Antioxidant. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, inimeras pesquisas foram realizadas para compreender o papel das
espécies reativas de oxigénio (ERO) em processos fisiopatol 6gicos como, por exemplo, fibrose
cistica, doenca respiratéria aguda, asma, enfisema, envelhecimento, céncer, aterosclerose,
inflamacdo, injuria por reperfusdo e artrite reumatdide (TORRES et al., 2004). Doencas
freqlentes na velhice e ja consagradas como conseqlientes do estresse oxidativo incluem a
doenca de Parkinson, o acidente vascular cerebral, a doenca de Alzheimer (0 B-peptidio
amildide ativa a mieloperoxidase), a esclerose multipla e a catarata (ANDERSEN et al., 2003).

Neste cenario, 0 uso de substancias com acdo antioxidante se destaca tanto no meio
cientifico quanto na midia. As atribuigdes alegadas vao desde a acdo antienvelhecimento
(GIACOMONI, 2008) até mesmo a0 potencial tratamento de doencas, como observado em
inimeros ensaios clinicos (STEWARD; GESCHER, 2008). Esses apelos sdo dirigidos
principalmente aos produtos naturais obtidos de plantas, em funcéo de vantagens relacionadas
especiamente a menor toxicidade destas (CAO et al., 2009).

Vellosa (2005) descreveu a acdo de extratos brutos, fracdes e substancias -
principalmente compostos fendlicos naturais - isolados de diferentes plantas em relacdo a (a0): i)
potencial sequiestrador de radicais livres (0,7, NO', e ABTS™) e neutralizagdo de espécies
mieloperoxidase), obtendo resultados promissores (VELLOSA et al., 2008).

As plantas medicinais desempenham um papel muito importante em salde publica,
principalmente em paises em desenvolvimento (MOSSI et al., 2004). Extratos de diferentes
vegetais e seus produtos derivados, como moléculas isoladas, tém mostrado atividades
antioxidantes efetivas em diferentes sistemas e ensaios-modelo de analise antioxidante (SUN;
HO, 2005). Compostos fendlicos oriundos do metabolismo secundéario das plantas sdo, em geral,
bons agentes antioxidantes naturais (ATOUI et al., 2005).

S8 bem conhecidos compostos fendlicos derivados de plantas que apresentam
capacidade antioxidante, tais como polifendis, carotendides, catequinas do cha, entre outros
(BLOCK et al., 2007). Destes, a curcumina (figura 1) tém se destacado nos ultimos anos, em
especial, com pesguisas relacionadas a sua atividade antiinflamatéria, antitumoral e antioxidante
(GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008). Muitos artigos foram publicados
descrevendo a atividade antioxidante desta molécula (RAMASSAMY, 2006) ou de andogos
(PARVATHY; NEGI; SRINIVAS, 2009), entretanto poucos descrevem os efeitos antioxidantes

sinérgicos ou antagbnicos resultantes da associagdo de curcumina com outras moléculas. Entre
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as associagles estudadas, citam-se as com a quercetina (CRUZ-CORREA et al., 2006) e com a
vitamina E (SAHOO; ROY; CHAINY, 2008). Até o momento, os efeitos resultantes da
associacdo entre a curcumina e o écido ascorbico (AA) em diferentes ensaios, como 0s de
atividade antioxidante ou antimicrobianafoi pouco documentado em literatura cientifica.

HO

OH

A

H3CO OCHj
I

Figura 1. Estruturada curcumina.

Como aponta Tallarida (2001), a associagéo de duas ou mais substancias pode resultar
em efeitos terapéuticos mais eficazes, com reducdo no custo do tratamento e na incidéncia de
efeitos colaterais para 0 paciente. Na terapéutica medicamentosa ha varios exemplos de
associacdo entre farmacos visando maior eficacia, como no caso dos antibidticos. Assim, a
associagdo entre duas ou mais moléculas antioxidantes como a curcumina e o écido ascorbico
(figura 2) poderia levar a uma maior eficacia em relacéo a este tipo de atividade. Entretanto, €
importante estabelecer as proporgdes ideais de cada antioxidante numa combinac&o, ja que os

antioxidantes podem atuar como pro-oxidantes, dependendo de sua concentracdo no local de

~

agao.

CH,OH
HC—OH
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OH OH

Figura 2. Estrutura do acido ascor bico.

Nos ultimos anos, vém se destacando a publicacdo de artigos que associam as atividades
antioxidantes e antimicrobianas para produtos naturais. Em uma pesguisa no banco de dados do
Sciencedirect (http://www.sciencedirect.com, andlise entre 1822 a 24 de marco de 2009),

utilizando os unitermos “antimicrobial”, “antioxidant” e “natural product”, apenas no campo



25

“palavras presentes no titulo, subtitulo e resumo”, foram publicados 84 artigos, dos quais 52
(62%) a partir de 2007; 64 (76%) a partir de 2005 e 72 (86%) a partir de 2003, o que demonstra
0 interesse mais recente em relacdo ainvestigacao associada entre as duas atividades.

A busca por novas substancias com atividade antimicrobiana se justifica principamente
pela crescente e preocupante resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos comerciais
(KUMAR et al., 2005). Este fendmeno refere-se a cepas de microrganiSmos que sao capazes de
multiplicar-se em presenca de concentragdes de antimicrobianos mais atas do que as de doses
terapéuticas dadas a humanos. O desenvolvimento de resisténcia é fenémeno biologico natural
gue se seguiu a introducdo de agentes antimicrobianos na pratica clinica (WANNMACHER,
2004). Exemplificando-se, entre 90-95% das cepas de Staphylococcus aureus do mundo séo
resistentes a penicilina (CASAL et al., 2005).

Nesse contexto, as plantas e seus derivados podem ser uma boa aternativa para a
prospeccao de novos antimicrobianos, pois s8o0 uma vasta fonte de antibiéticos de baixa massa
molecular, muitas vezes atuando como fitoalexinas. Além do mais, devido a intensa demanda
por aditivos naturais, plantas e condimentos tém atraido cada vez mais interesse como
alternativas para substituir agentes antimicrobianos e antioxidantes sintéticos (MAYACHIEW;
DEVAHASTIN, 2008). A resisténcia aos agentes disponiveis requer ndo somente a pesquisa
para a obtencdo de novas substancias, mas também o desenvolvimento de novas abordagens
para o tratamento, como por exemplo, a associacdo entre produtos naturais e sintéticos
(HEMAISWARYA; DOBLE, 2006). Muitas infecgdes ja ndo podem ser tratadas com um Unico
antibidtico devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia pelo microrganismo patogénico
(AL-BAYATI, 2008).

Assim, € importante a realizacdo de trabalhos que estudem as acfes de duas ou mais
substancias associadas em relagdo as atividades antimicrobianas e antioxidantes, pois poderdo
levar aumamaior eficacia do que em relacéo aos seus usos individua mente.
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6 CONCLUSOES

6.1 a curcumina foi mais eficiente que o acido ascorbico como antioxidante nos ensaios de
acdo scavenger do DPPH*, ABTS™ e do HOCI, sendo que algumas associagdes das duas
moléculas apresentaram efeitos consideravelmente maiores do que o da curcumina para o
ensaio do DPPH* e do HOCI;

6.2 0 acido ascorbico promoveu um aumento da estabilidade da curcumina em pH 8,0 e 9,0,
possivel mente pel o impedimento da degradagdo oxidativa da curcuming;

6.3 a curcumina apresentou atividade hemolitica concentracdo-dependente que foi reduzida
guando o &cido ascoérbico foi utilizado em associacdo; quando o agente hemolitico AAPH foi
utilizado, tanto a curcumina quanto as associagbes apresentaram uma atividade protetora
contra a hemdlise. Este efeito protetor da associacdo foi concentracdo e tempo-dependente
para algumas associagoes. quanto maior a concentracéo de acido ascérbico e quanto maior o
tempo de incubacdo, maior foi a protecdo a hemolise causada pelo AAPH;

6.4 a curcumina e o écido ascorbico ndo apresentaram acao antibacteriana nas concentracoes e
associagoes analisadas;

6.5 a curcumina apresentou acdo antifingica em C. albicans e C. krusei. Este efeito foi

consideravel mente aumentado quando o &cido ascoérbico foi utilizado em associagéo.
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