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APRESENTACAO

Em ciéncias da saude destacam-se as areas de Farmacia e Biomedicina.
Desta forma, torna-se imprescindivel o conhecimento acerca de analise clinicas e
biotecnologia de farmacos.

A Coletanea Nacional “A Biomedicina e Farmacia Aproximagdes” € um e-book
composto por 21 artigos cientificos que abordam assuntos atuais, como a analise de
produtos naturais, biotecnologia de farmacos, processos de isolamento, purificacdo
caracterizacao de elementos biotecnoldgicos de fontes naturais, avalicdo da utilizagao
de novas tecnologias para fins farmacéuticos, avancos em analises clinicas, entre
outros.

Mediante a importancia, necessidade de atualizacéo e de acesso a informacgodes
de qualidade, os artigos elencados neste e-book contribuirdo efetivamente para
disseminagdo do conhecimento a respeito das diversas areas da farmacia e da
biomedicina, proporcionando uma visao ampla sobre esta area de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabricio Loreni da Silva Cerutti
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RESUMO: A curcumina, um polifenol extraido
da planta Curcuma longa, € um composto de
grande relevancia no tratamento e prevencéao de
diversas patologias devido a suas propriedades
bioldégicas, como antioxidante, antitumoral e
anti-inflamatéria. Um problema relacionado
a esta molécula, é o fato desta sofrer rapida
degradacao em pH neutro a basico, a qual pode

ser minimizada com a adicdo de substancias
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com propriedades antioxidantes, como o acido
ascorbico. Com isto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito citotoxico da curcumina, na
auséncia ou na presenca do antioxidante acido
ascorbico. Os ensaios sobre células de linhagem
tumoral HRT-18, avaliados pelo método do MTT
e pela morfologia celular, demostraram aumento
do efeito da curcumina com a associacao do
acido ascérbico. Conclui-se que a curcumina,
na presenca de substancias antioxidantes
como o0 acido ascérbico, tem sua estabilidade
aumentada em meio fisiologico demonstrando
um efeito complementar destas substancias,
garantindo desta forma um aumento na
atividade citotoxica da curcumina.

PALAVRAS-CHAVE: Curcumina, antioxidante,

atividade citotoxica.

ABSTRACT: The curcumin, a polyphenol
extracted from the plant Curcuma longa is a
compound of great relevance in the treatment
and prevention of various diseases due to
their biological properties such as antioxidant,
anti-inflammatory and antitumoral. A problem
related with this molecule is a fast degradation
in neutral pH to basics, which can be minimized
with the addition of substances with antioxidant
properties, such as ascorbic acid. With this, the
aim of this work was to evaluate the cytotoxic
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effect of curcumin in the absence or in the presence of antioxidant ascorbic acid.
Tests on tumor cell line, HRT-18, evaluated by MTT method and the cell morphology,
demonstrated an increased effect of curcumin with the combination of ascorbic acid.
It was concluded that curcumin in the presence of antioxidants as ascorbic acid have
increased stability in physiological medium demonstrating a complementary effect of
these substances, thus ensuring an increase in cytotoxic activity of curcumin.
KEYWORDS: Curcumin, antioxidant, cytotoxic activity.

11 INTRODUCAO

1.1 Estresse Oxidativo

O meio ambiente possui uma relacao direta com a saude, pois por meio dele o
organismo humano entra em contato com diversas substancias quimicas e poluentes,
o que afeta diretamente os estados de saude e doenca. E essa exposi¢cao constante
a inumeros fatores que estao presentes no meio ambiente podem levar ao surgimento
de diversas patologias, entre elas o cancer, problemas crénicos de pulmao, diabetes e
também a problemas neurodegenerativos (FRANCO et al., 2009; HOPPS et al., 2010),
apresentando relagéo direta com os processos inflamatérios crénicos (REUTER et al.,
2010). Com a importancia dessa relagcao, entre fatores existentes no meio ambiente
e problemas de saude, esse assunto tornou-se tdpico de saude publica, despertando
assim maior interesse na comunidade cientifica (FRANCO et al., 2009).

A condicao biolégica onde ocorre o desiquilibrio no organismo entre a producéao
de espécies reativas do oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante do mesmo para
combater os intermediarios reativos e assim provocar a detoxificacdo do organismo
chama-se estresse oxidativo (ROSENFELDT et al., 2013). Lipideos, carboidratos,
proteinas e acidos nucleicos podem ser afetados por este desiquilibrio (BARGAGLI
et al., 2009), podendo causar dano celular leve, e em maior intensidade, apoptose e
necrose (ROSENFELDT et al., 2013).

1.2 Cancer

O céncer é definido como sendo uma doenca causada pela divisao desordenada
de células anormais, fato esse que ocorre por meio de um processo de mutagao do
DNA de células somaticas, onde muitos mecanismos tentam evitar esta divisao celular
incontrolada, porém nem sempre sao capazes disso (SA; DAS, 2008). Os fatores
causadores do cancer sao diversos, variando entre internos e externos ao organismo,
sendo que essas geralmente s&o inter-relacionadas. Como causas internas estdo
principalmente os fatores genéticos e também os fatores relacionados a capacidade
gue o organismo possui em defender-se de agressdes externas, ja as causas externas
estao relacionadas ao meio ambiente e aos habitos e costumes, tanto social como
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cultural. Estima-se que 5-10% dos casos de cénceres humanos sdo por fatores
genéticos, enquanto os demais casos sao por estilo de vida, como o fumo, exposicao
a radiacdo solar direta, radiacéo ionizante, habitos alimentares, entre outros. Pode
ocorrer a somatdria desses fatores em um mesmo individuo, sendo que essa interacao
de fatores pode aumentar a probabilidade de transformacgdes de células normais em
células malignas (ANAND et al., 2008; INCA, 2016).

1.3 Curcumina

A curcumina [1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona], € um
polifenol amarelo extraido do rizoma da Curcuma longa, uma planta tropical do Sudeste
da Asia, pertencente a familia Zingiberaceae (PRIYADARSINI, 2009).

As atividades biolégicas da curcumina sao bem descritas na literatura, sendo
encontrados estudos mostrando sua atividade frente ao tratamento de problemas
respiratorios como asma e alergia, sendo também relatado boas atividades contra
problemas de figado, anorexia, reumatismo, diabetes e sinusite (SHAIKH et al., 2009).
Além disso, ha estudos que demonstram que a curcumina apresenta atividade contra
varias doencgas cronicas que apresentam inflamacéo, como a doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, esclerose mdltipla, epilepsia, problemas cerebrais, psoriase,
colite e AIDS (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009).

Outras atividades ja relatadas da curcumina incluem a capacidade de previnir e
tratar diferentes tipos de cancer e outras doencas crénicas (GOEL; KUNNUMAKKARA;
AGGARWAL, 2008; KOSTEL; BORA-TATAR; ERDEM-YURTER, 2012). Este polifenol,
além de alvos isolados, como por exemplo, COX-2, TNF, HER-2, possui acao sobre
diversos alvos mudltiplos, entre eles: citocinas inflamatorias, enzimas, fatores de
crescimento, receptores, moléculas de adeséao, proteinas anti-apoptoticas, proteinas
quinases e fatores transcripcionais (KUNNUMAKKARA; ANAND; AGGARWAL, 2008).

1.4 Acido Ascorbico

O &cido ascorbico possui uma atividade essencial no organismo humano, pois
ele é considerado um dos antioxidantes mais importantes, o qual desempenha papel
fundamental na prevencao de doencas (LI; FRANKE, 2009). Os derivados do acido
ascérbico possuem um perfil antioxidante muito semelhante ao perfil que o acido
ascorbico possui, dessa maneira estes derivados também sdo amplamente utilizados,
porém aqueles que possuem uma cadeia alquila sdo os preferidos, devido a interacéo
dessas cadeias com a parte hidrofobica da membrana. Em relagéo a utilizacéo, tanto
do acido como de seus derivados, os mesmos sao utilizados em forma de drogas
antioxidantes, ou mesmo em estudos que buscam tratamentos de linhagens tumorais
(MORIBE et al., 2011).

Muitos estudos vém sendo conduzidos no que diz respeito as atividades
anticarcinogénicas e antioxidantes do acido ascorbico, tanto de maneira isolada,
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comparativa ou como de associacdo com outras substancias antioxidantes. Ja foram
realizados estudos que avaliaram os efeitos da associacdo do acido ascérbico com
a curcumina sobre o dano nuclear ao DNA induzido pela quercetina, a peroxidacao
lipidica e a degradacgao proteica, sendo que os resultados obtidos mostraram que
tanto o acido ascoérbico quanto a curcumina apresentam atividade antioxidante, mas
também apresentam atividade pro-oxidante, e que essa diferenca de atividade ocorre
dependendo da presenca e concentragdo de metais como ferro e cobre (SAHU;
WASHINGTON, 1992)

Dessa maneira, com os diversos relatos na literatura sobre as atividades
antioxidantes do acido ascorbico e da curcumina, tanto separadamento como em
conjunto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da curcumina na auséncia ou
na presenca do acido ascorbico em linhagens de células tumorais HRT-18, para a
determinacdo de um possivel efeito sinérgico entre a curcumina e o 4cido ascorbico.

2| METODOLOGIA

Células de tumor colorretal humano (HRT-18) obtidas da American Type Culture
Collectio—ATCC (Rockville, MD, EUA), foram cutlivadas em meio RPMI-1640 contendo
5-10% de soro fetal bovino e mantidas a 37 °C a 5% de CO,,. O ensaio de citotoxicidade
foi realizado pelo método colorimétrico utilizando MTT-tetrazélio; [3-(4,5-dimetiazol-2il-
2,5-brometo de difeniltetrazélio)] através de metodologia descrita por Stockert et al.
(2012). As células suspensas foram distribuidas em placas de 96 pogos na quantidade
de 2,5x10* células/mL e incubadas por 24h a 37 °C com 5% CO,. Passado este tempo
as células foram tratadas com curcumina (30 uM a 10 pM) e acido ascorbico (12,5
Mg.mL?' a 0,39 ug.mL"), livres e em associacdo, por 24 e 48 horas nas mesmas
condicoes anteriores. ApOs este periodo os pogos foram lavados 3x com tampéo PBS
e em seguida adicionados 70 pyL de MTT. Depois de 2 horas de incubagao, o MTT foi
retirado e adicionado 50 pL de etanol e 150 pL de uma solugédo contendo tampéao PBS
e isopropanol (1:1) para a solubilizacéo dos cristais de formazan. A leitura do teste foi
feita em 570 nm e 630 nm, sendo a absorbéancia proporcional ao numero de células
vivas. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas e os resultados analisados
através de média e desvio padréo.

31 RESULTADOS

As analises morfologicas das células apos o tratamento de 24 h mostraram que
0s controles, ou seja, as células que nao receberam nenhum tratamento ou foram
tratadas apenas com o solvente (etanol), e as células que foram tratadas com diferentes
concentracbes de curcumina e acido ascorbico separadamente, ndo apresentaram
nenhuma diferenciacdo na morfologia. Porém, as células que foram tratadas com a
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associag¢ao da curcumina com o acido ascorbico apresentaram altera¢gdes morfologicas
(Tabela 1), algumas alteragdes ocorreram de maneira bastante discreta, mas em
intensidade suficiente para mostrar diferencas em relagdo aos controles.

A andlise dos resultados obtidos permitiu observar que a associacao das duas
substancias provocou alteragdes morfolégicas na maioria das amostras, mesmo que
de maneira discreta, com exce¢ao na associagao da maior concentragao de curcumina
(C1 = 30 uM) com a menor concentragao de acido ascérbico (V6 = 0,39 pg.mL™)

(Tabela 1).

Amostra Analise morfoldgica
Controle Normal
Controle etanol Normal
V1aVe Normal
Cl1acC4 Normal
V1Ci1 Vacuolizacao, arredondamento e
retracéo do citoplasma discretos
V1C2 e V1C3 Vacuolizacéo e arredondamento
discretos
V1C4 Sem alteragbes
VaCi1 Vacuolizagéo, arredondamento e
retracdo do citoplasma discretos
V2C2 e V2C4 Normal
V2C3 Vacuolizacdo discreta
V3C1 Vacuolizagéo, arredondamento e
retracdo do citoplasma discretos
V3C2 Vacuolizacéo e arredondamento
discretos
V3C3 e V3C4 Vacuolizagéao
V4C1 e V4C2 Vacuolizagéo e arredondamento
discretos
V4C3 e V4C4 Vacuolizacao discreta
V5C1 Vacuolizacédo e arredondamento
discretos
V5C2, V5C3 e V5C4 Vacuolizagéo discreta
V6C1 Vacuolizagéo, arredondamento e
retracdo do citoplasma acentuados
V6C2, V6C3 e V6C4 Vacuolizacao discreta

Tabela 1: Analise morfoldgica no ensaio de atividade citotoxica da curcumina (C) em
associacao ao acido ascorbico (V) sobre células de linhagem tumoral HRT-18 no periodo de 24
horas. C1 (30 pM); C2 (20 uM); C3 (15 uM); C4 (10 uM); V1 (12,5 pg.mL"), V2 (6,25 pg.mL"),

V3 (3,125 pg.mL"), V4 (1,56 pg.mL™"), V5 (0,78 pg.mL") e V6 (0,39 pug.mL™).

Com os dados obtidos por meio do ensaio com MTT foi possivel observar um

possivel sinergismo quando utilizado o acido ascérbico em associagcdo a curcumina
(Figura 1).
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Na figura 1 foi possivel observar uma agéo sinérgica do acido ascorbico (3,125

AA1 (12,5 pg.mL"), AA2 (6,25 pg.mL™),
houve uma diferenca significativa em relag

Figura 1: Associacao curcumina / &cido ascoérbico (AA) testada em células HRT-18 no periodo
png.mL") e AA6 (0,39 pg.mL™).

de 24h. a

curcumina nas concentracdes de 15 uM e 10 uM, quando associado o acido ascorbico
nao

png.mL" e 0,78 ug.mL") com a curcumina, apresentando diferenca em relag
da curcumina utilizada de maneira isolada. Na analise de 24 horas das ac¢bes da

(Figura 1).
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Nas analises morfologicas das células HRT-18 no periodo de 48 horas (Tabela

2), assim como nas células observadas em 24 horas, os controles e as substancias

utilizadas isoladamente né&o apresentaram alteragcdes na morfologia. As associa¢des

do acido ascérbico com a curcumina promoveram alteragcdes morfoldgicas em quase

todas as associacdes, com excecdo de V1C3 e V1C4, ou seja, acido ascérbico (V1)

na concentracado de 12,5 ug.mL™" e curcumina (C3 e C4) nas concentracdes de 15 uM

e 10 uM.

A maior alteracdo morfoldgica neste periodo de tempo ocorreu na associagéo

V3C1, com o &cido ascérbico na concentracéo de 3,125 ug.mL" (V3) e a curcumina

(C1) de 40 pM, o que foi confirmado pela avaliacéo de citotoxicidade por meio método

de MTT, demonstrando que houve uma maior morte celular nesta associagéo (Figura

2).
Amostra Analise morfolégica
Controle Normal
Controle etanol Normal
V1aVé Normal
Cl1acC4 Normal
V1C1 e V1C2 Vacuolizagéo discreta
V1C3 e ViC4 Normal
V2C1, V2C2, V2C3 e V2C4 Vacuolizacao discreta
V3C1 Arredondamento, retragdo do citoplasma

V3C2, V3C3 e V3C4
V4C1

V4C2, VAC3 e V4C4
V5C1, V5C2 e V5C3
V5C4
V6C1 e V6C2
V6C3 e V6C4

e debri celular
Vacuolizacéo discreta

Vacuolizacédo e arredondamento
discretos

Vacuolizagéo
Vacuolizacéo e arredondamento discreto
Vacuolizagéo
Vacuolizac&o, arredondamento discreto
Vacuolizagéo

Tabela 2: Andlise morfoldgica no ensaio de atividade citotdxica da curcumina (C) em

associagao ao acido ascérbico (V) sobre células de linhagem tumoral HRT-18 no periodo de 48
horas. C1 (30 uM); C2 (20 pM); C3 (15 uM); C4 (10 pM); V1 (12,5 pg.mL"), V2 (6,25 pg.mL™),

V3 (3,125 pg.mL™"), V4 (1,56 pug.mL"), V5 (0,78 ug.mL™") e V6 (0,39 pg.mL™).
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A maneira de previnir que ocorram metastases de um foco inicial em um tumor

AA1 (12,5 pg.mL "), AA2 (6,25 pg.mL™), AAS3 (3,125 pg.mL"), AA4 (1,56 pg.mL"), AA5 (0,78
png.mL ") e AA6 (0,39 pg.mL™). * apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle (p <

¥
de 48h. a) Curcumina 30 uM; b) Curcumina 20 pM; ¢) Curcumina 15 pM; d) Curcumina 10 puM.

Figura 2: Associacao curcumina / &cido ascoérbico (AA) testada em células HRT-18 no periodo
caso dos tumores colorretais, os quais acometem tanto o colon (segmento do intestino
grosso) quanto o reto, pois possibilita uma melhor chance de cura (INCA 2016). Uma
caracteristica deste tipo de tumor é uma elevada expresséo do gene que regula a

€ o diagnéstico precoce, sendo de extrema impotancia esse dignostico precoce no
COX-2 (DUBOIS; SMALLEY 1996), sendo que a mesma pode estar mais elevada
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quando o pH do meio intracelular estiver mais alcalino (PIRKEBNER et al. 2004).

Para o tratamento de tumor colorretal, por exemplo, a linhagem de células HRT-
18, podem ser utilizadas substancias com atividade antitumoral conhecida, como o
5-fluorouracil (CONDE et al., 2013) podendo-se associar com oxaliplatina, porém
existem alguns efeitos que fazem com que o tratamento seja mais desgastante para
0 paciente pela alta quantidade de efeitos colaterais (PUCCIARELLI et al., 2006).
Uma alternativa promissora para o tratamento de tumores colorretais é a curcumina,
pois além de possuir atividade antitumoral, também age na inibicdo da expresséo
do gene regulador da COX-2 (AGGARWAL; KUMAR; BHARTI, 2003; ANAND et al.,
2008; WILKEN et al., 2011), enzima que esta em concentracdo elevada nestes tipos
de tumores (DUBOIS; SMALLEY, 1996).

Como o acido ascérbico possui a capacidade de induzir apoptose nesta linhagem
de células tumorais (KIM; KANG; LEE, 2012) e em outras variagbes do meio onde
se encontram as células tumorais, como na reducéo da expressado génica da COX-
2 (PIRKEBNER et al., 2004), este passa a ser uma alternativa como adjuvante a
atividade antitumoral da curcumina.

Com a andlise dos dados obtidos nesse estudo, foi possivel verificar que a
associacao entre o acido ascorbico e a curcumina em determinadas concentracoes
demonstraram uma melhora na atividade frente as células tumorais, sendo interessante
que os melhores resultados foram quando houveram as associacfes da curcumina
com as menores concentracdes de acido ascérbico. Esse resultado pode ter ocorrido
devido a protecéo contra a degracéo da curcumina em meio fisioldégico que o acido
ascérbico promoveu (OETARI et al., 1996), ou seja, pela possivel acao no favorecimento
da apoptose das células tumorais (KIM; KANG; LEE, 2012).

51 CONCLUSAO

Com a associagéo da curcumina ao acido ascoérbico foi possivel concluir que a
atividade frente a linhagem tumoral HRT-18 foi melhorada, uma vez que a atividade
da associacao foi melhor do que a atividade dos compostos isolados. A associacao
pode ter acarretado uma protecao da degradacao da curcumina em meio fisiolégico,
fato esse realizado pelo acido ascorbico, o qual permitiu uma estabilidade maior da
curcumina possibilitando uma maior atividade, e também outro ponto interessante é a
maior sensibilidade que a linhagem celular HRT-18 possui frente ao acido ascorbico,
o qual pode induzir a apoptose nas mesmas. A associacdo da curcumina ao acido
ascoOrbico demonstrou ser promissora, porém, mais testes sdo necessarios para a
comprovacao da eficacia dessa associagao.
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