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1. RESuMO

A curcumina, um polifenol extraido da planta Curcuma longa, € um composto de
grande relevancia no tratamento e prevencdo de diversas patologias devido a suas
propriedades bioldgicas, como antioxidante, antitumoral e anti-inflamatéria. O efeito
antifungico, sobre diversos tipos de cepas, é outra atividade associada a curcumina. A
curcumina sofre forte degradacdo quando em meio de pH neutro a bésico, a qual pode
ser minimizada com a adigdo de substancias com propriedades antioxidantes, como o
acido ascérbico, a glutationa e a N-acetilcisteina. Com isto, o objetivo deste trabalho, é
o0 de avaliar o efeito antiflngico e citotdxico da curcumina, na auséncia ou na presenca
dos antioxidantes acido ascérbico, glutationa e N-acetilcisteina. Os resultados obtidos
demonstraram que a curcumina associada aos antioxidantes frente as cepas de Candida
spp e Cryptococcus spp, apresentou efeito complementar pronunciado, devido a reducao
no crescimento das cepas, avaliadas através da contagem de col6nias; porém, algumas
cepas clinicas e uma cepa ATCC de Candida spp ndo apresentaram esse efeito. A
curcumina e os antioxidantes, atraves de testes com células normais (eritrocitos),
demonstraram que ndo houve efeito citotoxico nas concentracfes testadas. Os ensaios
sobre células de linhagem tumoral, HEp-2 e HRT-18, avaliados pelo método do MTT e
pela morfologia celular, demostraram aumento do efeito da curcumina com a associacao
do &cido ascorbico. Também foi observada protecdo na degradacdo da curcumina em
meio fisiologico com a aplicacao de diodo emissor de luz na presenca dos antioxidantes.
Conclui-se que a curcumina, na presenca de substancias antioxidantes como, glutationa,
N-acetilcisteina e acido ascorbico, tem sua estabilidade aumentada em meio fisiologico
demonstrando um efeito complementar destas substancias, garantindo desta forma um

aumento na atividade antifangica e citotdxica da curcumina.

Palavras-chave: Curcumina, atividade antifungica, antioxidante, atividade citotoxica.
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2. 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. The
antifungal effect on various types of strains, is another activity associated with
curcumin. The curcumin degradation is strongly when using neutral pH to basics, which
can be minimized with the addition of substances with antioxidant properties, such as
ascorbic acid, glutathione and N-acetylcysteine. With this, the aim of this work is to
evaluate the antifungal and cytotoxic effect of curcumin in the absence or in the
presence of antioxidant ascorbic acid, glutathione and N-acetylcysteine. The results
showed that curcumin associated with antioxidants against the strains of Candida spp
and Cryptococcus spp showed pronounced complementary effect due to the reduction in
the growth of the strains evaluated by counting colonies, but some clinical strains and
one ATCC strain of Candida spp not show this effect. Curcumin and antioxidants, by
testing normal cells (erythrocytes), showed no cytotoxic effect at the concentrations
tested. Tests on tumor cell line, HEp-2 and HRT-18, evaluated by MTT method and the
cell morphology, demonstrated an increased effect of curcumin with the combination of
ascorbic acid. Protection was also observed in the degradation of curcumin in
physiological medium by applying light emitting diode in the presence of antioxidants.
It is concluded that curcumin in the presence of antioxidants as glutathione, N-
acetylcysteine and ascorbic acid have increased stability in physiological media
demonstrating a complementary effect of these substances, thus ensuring an increase in

cytotoxic and antifungal activity curcumin.

Key words: Curcumin, antifungal, antioxidant, cytotoxic activity.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ESTRESSE OXIDATIVO

Estados de salde e de doenca dependem do meio ambiente, pois através dele o
organismo humano entra em contato com inmeras substancias, quimicas e poluentes,
que possuem relacdo direta com a salde. Esta exposi¢do pode desencadear problemas
relacionados a satde que incluem o céancer, problemas crénicos de pulmao, diabetes e
problemas neurodegenerativos (FRANCO et al., 2009; HOPPS et al., 2010), além de
estar diretamente interligada aos processos inflamatorios cronicos (REUTER et al.,
2010). A relacdo entre os riscos ambientais e a progressao das doencas esta mais clara
entre os pesquisadores e tornou-se interesse de satde publica (FRANCO et al., 2009).

O estresse oxidativo consiste em um desiquilibrio no organismo entre a producéo de
espécies reativas do oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante do mesmo para
combater os intermediarios reativos e assim provocar a detoxificagdo do organismo
(ROSENFELDT et al., 2013). Como consequéncia, lipideos, carboidratos, proteinas e
acidos nucleicos podem ser afetados (BARGAGLI et al., 2009), causando desde dano

celular leve a, em maior intensidade, apoptose e necrose (ROSENFELDT et al., 2013).

Em estudo realizado por Reuter et al., (2010), analisou-se a ligacdo entre o estresse
oxidativo, os processos inflamatérios e o céncer. Dentro deste processo, muitas
substancias e também processos fisicos e biologicos estdo envolvidos na ativacao ou

inibicdo da producdo de ERO (Figura 1).
Figura 1. Ativadores e inibidores das ERO. Adaptado (REUTER et al., 2010).
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Hopps et al., (2010) avaliaram a acdo do estresse oxidativo sobre a sindrome
metabdlica no desenvolvimento de complicagdes cardiovasculares e metabdlicas, onde
observaram a ligagdo entre o estresse oxidativo e diversas doengas como: diabetes
mellitus, hipertenséo, obesidade, dislipidemia e inflamacéo, concluindo que o estresse
oxidativo estd relacionado com a maioria dos problemas inerentes a sindrome

metabdlica.

Diversas substancias foram analisadas para o combate e prevencdo dos males
causados pelo estresse oxidativo, entre elas, a curcumina. Fiorillo et al. (2008)
estudaram a protecdo exercida pela curcumina em células cardiacas no processo de
isquemia-reperfusdo. A comparacdo entre o grupo de células controle e as células
cardiacas isquémicas demostrou a presenca de uma concentracdo maior de ERO nas
células afetadas. Observou-se que, quando as células foram pré-tratadas com curcumina,
uma menor quantidade de ERO foi produzida, reduzindo desta maneira os efeitos do

estresse oxidativo.

Outro estudo (Reeta et al.,, 2009), avaliou o efeito da curcumina, sobre o
comprometimento cognitivo e o estresse oxidativo causados pela fenitoina em ratos,
ocasionando a deficiéncia de aprendizado e memdria. Observou-se que a administracdo
da curcumina concomitantemente a fenitoina preveniu de maneira efetiva o

comprometimento cognitivo e o estresse oxidativo causado pela fenitoina.
3.2 CANCER

O cancer é um processo em que ocorre a mutacdo do DNA de células somaticas,
onde muitos mecanismos tentam evitar esta divisdo celular incontrolada (SA & DAS,
2008). Sdo diversas as causas do cancer, variando entre internas e externas ao
organismo, estando inter-relacionadas. Estima-se que 5-10 % dos casos de canceres
humanos séo por fatores genéticos, enquanto os demais casos sdo por estilo de vida. As
causas internas, na grande maioria, sd0 geneticamente pré-determinadas e estdo
relacionadas a capacidade que o organismo tem em defender-se de agressdes externas;
ja as causas externas, fazem parte do meio ambiente e de habitos ou costumes préprios
de um ambiente social e cultural. Estes fatores podem interagir de diversas formas e
desta maneira aumentar a probabilidade de transformacdes malignas em células normais
(ANAND et al., 2008; INCA, 2011).
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De acordo com os diferentes tipos celulares ha uma grande variabilidade nos tipos
de cancer conhecidos. Quando o cancer tem origem em tecidos epiteliais como pele ou
mucosas é denominado carcinoma, quando aparece em tecidos conjuntivos como 0sso,
musculo ou cartilagem é chamado sarcoma. As células tumorais invadem tecidos,
6rgdos e células, podendo espalhar-se para outras regides do corpo, causando desta
maneira a metastase (INCA, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima-se que durante o periodo
de 2007 a 2030 aumentara em 45% a mortalidade por céncer a nivel mundial. Parte
deste aumento deve-se pelo crescimento demogréafico e pelo envelhecimento da
populacdo. Na maioria dos paises desenvolvidos o cancer é a segunda causa principal de
morte, depois apenas das doengas cardiovasculares (OMS, 2008).

Alguns fatores de risco que estdo associados ao aparecimento do cancer sdo: modo
de vida pouco saudavel, como o consumo de alcool, tabagismo, falta de atividade fisica
e dieta inadequada; exposicdo a carcinégenos; o meio ambiente, por exemplo, a
contaminacdo de ar em locais fechados; radiacdo ultravioleta ou ionizante e algumas

infeccdes, como a hepatite B ou a infeccdo por Papiloma Virus Humano (OMS, 2008).

3.2.1 PATOGENIA DO CANCER

A célula normal torna-se cancerosa através de uma alteracdo no DNA, sendo que
sdo duas as principais alteracdes genéticas que levam ao cancer: a inativacdo de genes
supressores tumorais e a ativacdo de proto-oncogenes em oncogenes. A inativacdo de
genes supressores tumorais esta relacionada com o aparecimento do cancer, pois as
células normais possuem genes capazes de suprimir a alteracdo maligna, e caso ocorra a
inativacao destes genes a supressao ndo ocorre. Os proto-oncogenes estdo envolvidos no
crescimento e diferenciagdo de células normais, mas podem ser convertidos em
oncogenes através de mutacdes ou, por exemplo, pela acdo de certos virus, 0 que

contribuiria para a formacéo de células tumorais (RANG et al., 2004).

Existem muitas diferencas na duracdo do ciclo das mais diversas células, mas todas
seguem um padrdo parecido durante a divisdo, dividido em quatro partes: Primeira —
fase anterior a sintese de DNA (G1); Segunda — fase de sintese do DNA (S); Terceira —

fase de intervalo apo6s o término da sintese do DNA (G2); Quarta — fase mitética (M).
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Nesta ultima fase a célula possui duplo complemento de DNA e divide-se em duas
celulas-filhas G1, sendo que cada uma destas células pode iniciar novamente o ciclo ou
passar para uma fase ndo proliferativa (Go). Cada uma destas fases é regulada por
cinases dependentes de ciclinas especificas (CDK) que séo ativadas por proteinas
reguladoras chamadas ciclinas e inibidas por proteinas como a p16. Quando ocorrem
mutacdes ou perda da p16, de outros componentes da via do retinoblastoma, da propria
proteina retinoblastoma; quando ha aumento da atividade das ciclinas ou das CDK,
ocorre uma proliferacdo grande de células tumorais. Pela importancia que o DNA
apresenta, existem alguns mecanismos que o protegem. Por exemplo, se uma célula
expressar a proteina p53 normal, a lesdo do DNA ativa uma funcdo de controle normal e
as células lesadas sofrerdo apoptose ou morte celular programada quando chegarem ao
estdgio G1/S. Quando ocorre uma mutacdo ou auséncia do produto do gene p53 e se a
funcéo de controle falhar, a célula ndo ira para a via apoptética e seguem pela fase S. Na
fase G2/M existem outras proteinas de controle que monitoram a integridade do DNA e
podem retardar a progressdo para a fase M. Com a auséncia ou a ocorréncia de
mutacOes nestes pontos de controle ocorre a permissdo para que estas células continuem
na fase mitotica e fazem com que a célula sobreviva a lesdo do DNA (BRUNTON et al.,
2006).

O processo de carcinogénese é dividido em varios estagios, entre os quais: i) Estagio
de iniciacdo — onde as células sofrem alguma mutacdo em seus genes pelo efeito de um
agente carcinogénico, benzopireno, por exemplo, ii) Estdgio de promocdo — as células
com alteracGes genéticas sofrem o efeito dos agentes cancerigenos e a célula iniciada
transforma-se em célula maligna e para isso é necessario um longo contato com o
agente cancerigeno e iii) Estagio de progressao — ¢ a fase onde as células se multiplicam
descontroladamente e de forma irreversivel. As células cancerosas s&o menos
especializadas e com a substituicdo das células normais pelas cancerosas, 0s tecidos
invadidos perdem suas funcdes (ALMEIDA et al., 2005).

3.3 DOENCAS FUNGICAS

A candidiase é a patologia causada por fungos Candida spp, tendo como principal
agente a C. albicans. Este fungo é o principal responsavel pelos casos de micoses

infantis, causando desde a infeccdo cutaneomucosa até infeccBes invasivas graves em
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pacientes com fatores de risco, tendo grande importancia clinica pela gravidade e altos
indices de mortalidade (FIGUERAS et al., 2011).

A Candida pertence a familia das Cryptococcaceae e as principais espécies que
causam infec¢fes em humanos sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei
e C. tropicalis (FIGUERAS et al., 2011). A importancia clinica existe ndo somente para
casos de infec¢des infantis, mas também infeccbes oportunistas em pacientes internados
em unidades de terapia intensiva principalmente para os adultos (CERVERA, 2012). Os
principais casos de infec¢fes oportunistas em pacientes internados afetam os que estéo
em tratamento onco-hematoldgico, que receberam transplante de 6rgdos, pacientes que
ingressaram na unidade de terapia intensiva, pacientes pediatricos e nos demais que
possuem alto risco de infeccdo (AGUADO et al., 2011).

A cryptococose, doenca que afeta em grande nimero pessoas com deficiéncias no
sistema imune, como por exemplo, portadores do virus HIV ou pacientes que sofreram
algum tipo de transplante, pode ser causada basicamente por duas espécies:
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (LOCKHART et al., 2012).

Infecgdes pulmonares causadas por C. neoformans ou C. gattii ocorrem
principalmente apos inalacdo de particulas infectadas, as quais penetram nos alvéolos.
Os seres humanos, desde a infancia, tém contato com a espécie C. neoformans, porém,
em pacientes imunossuprimidos este fungo pode disseminar-se e afetar outros 6rgaos e
sistemas, incluindo o sistema nervoso central, resultando em uma meningoencefalite

que pode ser fatal se ndo tratada a tempo (BOVERS et al., 2008).
3.4 CURCUMINA

Muitas substancias estdo em estudo para o tratamento do céncer e, entre estas, é
possivel destacar a curcumina [1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona] (Figuras 2), um polifenol amarelo extraido do rizoma da Curcuma longa (Figura
3), uma planta tropical do Sudeste da Asia (BISHT et al., 2007) pertencente a familia
Zingiberaceae (ARAUJO & LEON, 2001).
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Figura 2: Estrutura quimica da curcumina.
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Figura 3: a) Curcumina — planta (www.plant-pictures.com/); b) Curcumina — rizomas (www.pharmaciaessentia.com.br)

a) b)

A curcumina é um poderoso antioxidante e inibe a acdo da enzima ciclooxigenase 2
(COX 2), em parte, por interferéncia pela ativagdo do fator de transcrigdo NF«kB. In
vitro, a curcumina inibe o crescimento de diferentes tipos de células de cancer
(MARCZYLO et al., 2007).

Inimeros estudos indicam que a curcumina contribui para a prevencao e tratamento
de cancer e outras doencas cronicas (AGGARWAL et al., 2003; GOEL et al., 2008;
KOSTEL et al., 2012). Experimentos indicaram um efeito de ndo proliferacio de
células de carcinoma e proporcionaram a apoptose em células tumorais de leucemia
mieloide (SHARMA et al.,, 2005). A curcumina, como parte da dieta, inibe

significativamente o tamanho do tumor em modelos animais (HEATH et al., 2003).

Este polifenol, além de alvos isolados, como por exemplo, COX-2, TNF, HER-2,
possui acdo sobre diversos alvos multiplos, entre os quais: citocinas inflamatorias,

enzimas, fatores de crescimento, receptores, moléculas de adesdo, proteinas anti-
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apoptdticas, proteinas quinases e fatores transcripcionais (KUNNUMAKKARA et al.,
2008).

Ibrahim et al., (2011), analisaram a acdo apoptotica sobre células ENU 1564 da
glandula maméria de ratos que possuem caracteristicas de serem células malignas e que
provocam metastase. O objetivo principal do estudo foi determinar o mecanismo
principal pelo qual a curcumina induz a apoptose neste tipo de células in vitro além de
estudar os efeitos no potencial de membrana mitocondrial e a homeostase do Ca*
mitocondrial. Com os resultados obtidos foi possivel concluir que a elevacdo dos niveis
de Ca®* mitocondrial foi determinante para a inducdo de apoptose pela curcumina nas
células ENU 1564. A geracdo de espécies reativas do oxigénio e a inibicdo da
oncoproteina Bcl-2 foram outros mecanismos encontrados nesta pesquisa para a agao

apoptotica da curcumina.

A curcumina também induziu apoptose em celulas HepG2, associada ao potencial
de membrana mitocondrial e & concentracdo intracelular de Ca®* livre (WANG et al.,
2011).

Em outro estudo, Sun et al., (2012) estudaram o efeito pro-apoptotico da curcumina
sobre os queratindcitos pela indugdo do TNF-a em células HaCat e também a expressdo
dos receptores TRAIL presentes nestas células. O grupo observou que a curcumina
induziu apoptose nas células apenas quando TNF-a e/ou receptores TRAIL estavam

presentes.

SolugBes de curcumina demonstraram efeito na inibicdo da expressdo do gene WT1
em linhagem de células K562 leucémicas. Esta regulacdo ndo foi resultado dos
processos de degradacdo de proteina ou RNAmM das células K562. Ensaios de
imunoprecipitacdo da cromatina e de luciferase demonstraram gque a curcumina pura age
na atividade auto-regulatéria do WT1 causando uma diminuicdo da expressdo deste
gene. Através destes resultados pdde-se perceber que a regulacdo do gene WT1 é
fundamental para a inibicdo do crescimento das células tumorais pela curcumina pura
(SEMSRI et al., 2011).

Kunwar et al., (2008) compararam os efeitos de captacdo da curcumina de duas
linhagens de células normais, linfécitos do baco e células NIH3T3, e duas linhagens

tumorais, EL4 e MCF7. A verificacdo da captacdo foi determinada por espectroscopia
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de fluorescéncia e desta maneira observou-se quanta curcumina intracelular estava
presente em cada uma das linhagens de células. Em relacéo a citotoxicidade, houve um
aumento direto com o aumento das concentra¢cBes de curcumina e também uma
citotoxicidade maior para as células EL4 e MCF7 em comparacdo com as células
NIH3T3.

Além do céncer, os usos da curcumina sdo bem documentados no tratamento de
problemas respiratérios como asma, alergia, problemas de figado, anorexia,
reumatismo, diabetes e sinusite (SHAIKH et al., 2009). Também, em varias doencas
crénicas que apresentam inflamagdo, a curcumina apresentou potencial terapéutico,
entre elas, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose multipla, epilepsia,
problemas cerebrais, psoriase, colite e AIDS (AGGARWAL & HARIKUMAR, 2009).

A atividade antifingica é outro importante efeito bioldégico da curcumina, em
especial frente a Candida spp (KHAN et al., 2012). Em experimento realizado por
Jianhua & Hai (2009), a curcumina foi testada em cepas de C. albicans para a
verificacdo da acao deste polifenol na inibicdo do crescimento das cepas, comprovando-

se a existéncia deste efeito na utilizacdo de diferentes concentracdes de curcumina.

Efeito da curcumina sobre candidiase orofaringea foi observado em camundongos
com modelo de asma crénica, nos niveis de 0xido nitrico serico e na histopatologia do
pulmdo, tendo a candidiase orofaringea como o efeito colateral mais importante nos
tratamentos atuais de asma cronica. Pelo fato da curcumina apresentar uma boa
atividade antifungica e anti-inflamatoria, esta foi uma boa op¢do para pesquisa neste
tipo de tratamento. A diminuicdo da carga oral fungica presente nas amostras em
comparacdo com a utilizacdo da dexametasona somente, foi acentuadamente maior, ja
os efeitos na reducdo das concentracfes sericas de Oxido nitrico os resultados foram
bem proximos na comparagdo entre curcumina e dexametasona (KARAMAN et al.,
2011).

A curcumina mostrou eficacia no tratamento de diversas cepas de Candida spp
sensiveis ao fluconazol e isolados clinicos resistentes (KHAN et al., 2012). Os testes de
atividade hemolitica para o maior CIMg (Concentragdo Inibitéria Minima) da
curcumina revelaram melhor seguranca na utilizacdo da mesma em relacdo ao
fluconazol, apresentando uma porcentagem de hemolise de 11,45% contra 20% para o

fluconazol. Neste caso, a curcumina possui um possivel efeito antifungico devido a
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inibicdo PM-ATPase e pela queda do pH intracelular causando, desta maneira, danos a
membrana do fungo (KHAN et al., 2012).

Os estudos sobre a absorg&o, distribuicdo, metabolismo e eliminacgdo da curcumina,
tem demonstrado que a molécula possui uma baixa absor¢do, rapido metabolismo e
eliminagdo (ANAND et al., 2007; MOHANTY & SAHOO, 2010). A curcumina sofre
rapida degradacdo em meio neutro/basico (WANG et al., 1997). A adicdo de
substancias antioxidantes como o acido ascorbico, a glutationa e a N-acetilcisteina ou a
acidificagdo do meio promove a reducdo do processo de degradacdo da curcumina
(OETARI et al., 1996). Em modelos animais, apds administracdo oral, a curcumina
sofreu rapida reducdo e conjugacdo metabdlicas, resultando em uma baixa
biodisponibilidade sisttmica (VAREED et al, 2008). Para aumentar a
biodisponibilidade da curcumina, muitas possibilidades estdo sendo estudadas, como
por exemplo, coloca-la dentro de lipossomas ou nanoparticulas, formar um complexo
fosfolipidico ou sintetizar estruturas analogas a curcumina. Outras estruturas que podem
ser destacadas sdo as micelas. Desta maneira pode-se aumentar o tempo de circulacéo,
melhorar a permeabilidade e resisténcia aos processos metabolicos (MARCZYLO et al.,
2007; ANAND et al., 2007; CUI et al., 2008).

3.5 AciDo ASCORBICO (VITAMINA C)

O é&cido ascorbico é um dos mais importantes antioxidantes nos seres humanos e
desempenha um papel muito importante e na prevencdo de doencas (LI & FRANKE,
2009).

Figura 4: Estrutura quimica do acido ascorbico.
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Os derivados do acido ascorbico sdo amplamente utilizados em drogas antioxidantes
com atividade similar. Este &cido e seus derivados também sdo utilizados como drogas
citotoxicas no tratamento de certas linhagens de células tumorais. Derivados do acido

ascorbico que possuem cadeia alquila sdo preferidos pela interagcdo com a insergédo
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hidrofébica da membrana. Esta combinacdo incorporada a drogas anticancerigenas,
aparentemente, aumentou a eficicia do sistema de transporte das nanoparticulas
(MORIBE et al., 2011).

Os efeitos anticarcinogénicos e antioxidantes do &cido ascorbico ha tempos vém
sendo estudados, de maneira isolada e em compara¢do ou associagdo com outras
substéncias antioxidantes e com o mesmo potencial. Um estudo conduzido por Sahu e
Washington (1992) ajudou a determinar os efeitos do &cido ascorbico e da curcumina
sobre o dano nuclear ao DNA induzido por quercetina, a peroxidacdo lipidica e a
degradacdo proteica. Observou-se neste estudo que tanto o &cido ascorbico quanto a
curcumina podiam agir como antioxidantes, mas também como pré-oxidantes,

dependendo da presenca e concentracdo de metais como o ferro e o cobre.

Em estudo recente, Khalil et al., (2012) estudaram os efeitos antifungico e
antioxidante do &cido ascorbico e da curcumina de maneira isolada e em associagdo. A
acdo antioxidante da associacdo do acido ascorbico com a curcumina foi superior em
comparagdo a utilizacdo dos compostos separadamente tanto para os testes sobre o
radical ABTS quanto para os testes sobre o oxidante HOCI. Também avaliaram a
atividade antifungica desta associagdo calculando as concentragdes inibitérias minimas
(CIM) para cepas de C. albicans ATCC e isolados clinicos, dentre as quais, C. albicans,
C. krusei e C. tropicalis. Os resultados obtidos com a utilizacdo dos compostos isolados
demonstrou que o 4&cido ascorbico ndo apresenta atividade antifingica nas
concentracOes testadas, ja a curcumina, testada isoladamente, apresentou um CIM
superior a 5 ug.mL-1 para C. kruzei ATCC 4258, baixando este valor para 1,25 pug.mL-
1 apds associacdo. Uma reducdo bastante acentuada foi observada no isolado clinico de
C. albicans, onde a curcumina apresentou um CIM de 25 pg.mL-1, e com a adigdo do
acido ascorbico este CIM reduziu para 1 pg.mL-1. Para outro isolado clinico, a C.
tropicalis, uma reducdo do CIM de 5 pg.mL-1 para 1,25 pg.mL-1 ocorreu apos a
associacdo dos compostos. A C. albicans ATCC 14053, para todas as trés concentracées
de acido ascorbico adicionadas a curcumina apresentou um CIM de 0,625 pg.mL-1, ja a
C. albicans ATCC 6458 que apresentou um CIM de 0,625 pg.mL-1 com a curcumina
apenas, apos a associacdo com o acido ascérbico reduziu este CIM pela metade. Com
isso, esse estudo demonstrou que a associacdo com o &cido ascorbico ampliou as

atividades antioxidante e antifingica da curcumina.
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3.6 GLUTATIONA

A glutationa € um composto tidlico presente tanto nos eucariontes quanto nos
procariontes (MEISTER, 1981). N&o é necessaria sua obtencdo pela alimentagdo, pois a
mesma € produzida em praticamente todas as células animais pela acdo de duas
enzimas: a y-glutamilcisteina sintetase e a glutationa sintetase (MEISTER, 1994). Este
composto € responsavel pela prevencao e reducdo da acdo de uma quantidade grande de
doencas que afetam os seres humanos, dentre as quais, muitos tipos de canceres,
inflamacdes, problemas cardiacos, diabetes, doengas de Parkinson e Alzheimer entre
outras, tendo como principal atividade nos seres humanos a detoxificagdo das ERO
(GHANTA & CHATTOPADHYAY, 2011).

Figura 5: Estrutura quimica da glutationa.
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A molécula da glutationa existe na forma reduzida e na forma oxidada. Quando
estiver na forma reduzida, o grupo tiol da cisteina estd habil para doar um elétron
redutor diretamente para moléculas instaveis como ERO. Apos doar este elétron, a
molécula da glutationa passa a ser reativa, porém, reagem com outra molécula de
glutationa reduzida e desta forma origina uma molécula de glutationa oxidada
(JOZEFCZAK et al., 2012).

Estudos comprovaram que os efeitos maléficos da auséncia de glutationa podem ser
prevenidos pela administracdo de ascorbato, provando uma boa inter-relacédo entre este
composto e a glutationa (MEISTER, 1994).

3.7 N-ACETILCISTEINA

A N-acetilcisteina ¢ uma molécula que possui propriedades antioxidantes, sendo
muito utilizada para repor os niveis de glutationa nas células, pois a mesma é precursora
desta, 0 que contribui na inativacdo de ERO presentes nas células. Uma das principais
funcbes da N-acetilcisteina é manter o balan¢o oxidativo nas células (DEAN et al.,
2011).
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Figura 6: Estrutura quimica da N-acetilcisteina.

Hong et al., (2001), estudando o efeito antioxidante da rebamipida sobre os radicais
livres derivados do oxigénio, os quais sdo produzidos por indugdo dos neutrofilos sobre
0 Helicobacter pylori, compararam o efeito deste medicamento com o efeito
antioxidante de trés substancias reconhecidas por possuirem esta propriedade e bastante
estudadas, sendo estas: a N-acetilcisteina, a glutationa e o &cido ascorbico. As
atividades antioxidantes foram determinadas por dois ensaios distintos, 0 ensaio
quimioluminescente luminol-dependente e o ensaio de auto-oxidacdo do pirogalol.
Como resultados, o grupo obteve no ensaio de auto-oxidacdo uma resposta decrescente
na atividade antioxidante para glutationa, &cido ascorbico, rebamipida e N-
acetilcisteina, podendo, desta maneira provar o efeito antioxidante do medicamento em

comparagdo com estes trés compostos com atividade antioxidante comprovada.

A N-acetilcisteina também apresentou uma atividade complementar a curcumina na
protecdo contra a toxicidade causada pelo paracetamol no figado e rins de ratos nos
experimentos realizados por Kheradpezhouh et al., (2010). A observacéo dos resultados
obtidos pelo grupo nas provas funcionais e nas analises histopatolégicas levou a
conclusdo que a curcumina exerceu um efeito protetor prevenindo a maior parte dos
danos causados no figado e rins por altas doses de paracetamol, porém, quando esta foi
utilizada em associagcdo com a N-acetilcisteina os resultados foram ainda mais
satisfatorios, pois foram utilizadas baixas doses tanto de curcumina quanto de N-
acetilcisteina e o efeito protetor manteve-se, proporcionando com isto uma maior
seguranca na utilizacdo da associacdo devido aos baixos efeitos colaterais como

consequéncia das baixas doses utilizadas.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é determinar a atividade antifingica das associa¢@es entre a
curcumina com &cido ascorbico, glutationa ou N-acetilcisteina; analise do efeito da
curcumina na auséncia ou presenca do acido ascorbico em linhagens de células normais
e tumorais HEp-2 e HRT-18 e avaliagdo da estabilidade da curcumina em tampé&o
fisiolégico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a atividade antiflngica da associacdo entre a curcumina com o acido
ascorbico, glutationa ou N-acetilcisteina, sobre Candida spp e Cryptococcus
spp.

v' Avaliar a atividade anti-hemolitica da associacdo entre a curcumina com
acido ascorbico, glutationa ou N-acetilcisteina em células normais
(eritrocitos).

v/ Avaliar a atividade antitumoral da associacdo entre curcumina e acido
ascorbico em linhagens de células tumorais HEp-2 e HRT-18.

v' Avaliar o efeito exercido na velocidade de degradacdo da curcumina na
presenca ou auséncia de glutationa, N-acetilcisteina ou acido ascorbico em

tampao fisiologico (pH 7,4).

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. REAGENTES
v" Curcumina;
Acido ascorbico;
Glutationa;
N-acetilcisteina;
Meio de cultura RPMI-1640;
Meio de cultura ISCOVES;
Agar sabouraud dextrose;
Acido 3-N-morfolino propanosulfénico (MOPS);
NaCl;
Agua destilada.

AN N NN D U N NN
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Todos os reagentes foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

5.2. EQUIPAMENTOS

v' Camara de fluxo laminar;
Estufa para cultura de células;
Estufa para cultura bioldgica;
Purificador de agua;
Agitador magnético;
Medidor de pH;
Balanca analitica;
Leitor de microplacas;

Espectrofotdmetro UV-Vis;

AN N N N N Y N N N

Diodo emissor de luz.

5.3. METODOS

5.3.1. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os testes para avaliacdo da atividade antifungica foram realizados baseados no
documento M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002) com

modificacdes.
a) Preparo do meio de cultura RPMI-1640

O meio de cultura utilizado para a realizacdo dos testes e diluicdo das drogas foi 0
meio liquido RPMI-1640 (Himedia®) com glutamina e o indicador vermelho de fenol,
sem bicarbonato, tamponado com é&cido 3-(N-morfolino) propanosulfonico (MOPS)
(Sigma®) 0,165 mol.L™*; pH 7,0 + 0,1 ajustado com solucdo de NaOH 1 mol.L™ em
temperatura ambiente (25° C); esterilizado por filtragem e armazenado a temperatura de
4° C.

b) Preparo do indculo

Nos ensaios foram utilizadas num total de quatro culturas de cepas clinicas de C.
parapsilosis (duas cepas), C. utilis, C. tropicalis e uma de C. neoformans, além de uma
cepa de C. albicans ATCC 14053 e uma de C. neoformans ATCC 90112. Para o

preparo das suspensdes dos indculos, com 24 horas de antecedéncia (para as cepas de
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Candida) e 48 horas (para as cepas de Cryptococcus) realizou-se o repique das culturas
puras pela técnica de esgotamento, em placas estéreis com agar sabouraud dextrose, que
permaneceram incubadas a temperatura constante de 35 = 0,5° C. O ino6culo foi
preparado escolhendo-se cinco coldnias de cada uma das culturas, as quais foram
suspensas em cerca de 5 mL de solucéo salina estéril a 0,85%. A suspensdo resultante
foi agitada com auxilio de vortex e a densidade celular ajustada em espectrofotometro
para obter a absorbancia equivalente de uma solucdo-padréo do tubo 0,5 da escala de
McFarland, que em comprimento de onda de 530 nm corresponde a 0,08 a 0,1. O
indculo de trabalho foi produzido por duas dilui¢cBes sucessivas de 1:50 seguida de uma
diluicdo de 1:20 da suspensdo-padrdo com meio liquido RPMI-1640, resultando em
inculo com concentragdo entre 1 x 10° a 5 x 10° UFC.mL™.

c) Determinacéo da atividade antifungica in vitro

Para os ensaios de avaliacdo da atividade antifungica a curcumina foi diluida em
etanol utilizando-se microtubos estéreis de plastico (tipo Eppendorf®). As concentracdes
finais utilizadas de curcumina foram: 1,95 pg.mL™, 0,975 pg.mL™e 0,475 ng.mL™. As
amostras de &cido ascérbico, glutationa e N-acetilcisteina foram preparadas em meio de
cultura RPMI-1640 e nas mesmas concentrages para as trés substancias, tendo como
concentracdes finais os seguintes valores: 312,5 pg.mL™, 156,25 pg.mL™ e 78,125
ug.mL'l.

Foram adicionados 100 puL do indéculo ajustado aos pogos da microplaca, em
seguida adicionados 5 pL cada de curcumina, glutationa e N-acetilcisteina, para 0s
ensaios com Candida, e 5 puL cada de curcumina, &cido ascérbico, glutationa e N-
acetilcisteina para os ensaios com Cryptococcus, sendo que o volume final de 200 pL
foi completado com RPMI-1640. Todos os controles foram devidamente realizados,
entre 0s quais, o controle negativo (contendo apenas o meio de cultura), controle
positivo (meio de cultura e indculo), controle do solvente da curcumina (etanol) e o
controle com um agente antifungico conhecido (anfotericina B). A microplaca foi

incubada a 35 £ 0,5° C por 24h. O teste foi realizado em triplicata.
d) Leitura dos resultados

A eficacia in vitro da curcumina com a associacdo de glutationa e N-acetilcisteina

frente a cepas clinicas de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. utilis e C. albicans ATCC
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14053 e da curcumina em associacdo com o &cido ascorbico, glutationa e N-
acetilcisteina em cepas ATCC 90112 e clinica de C. neoformans, foi determinada
através da leitura visual da turvagdo dos pocos da microplaca, em comparagdo com 0s

controles utilizados no experimento (CLSI, 2002).
e) Plagueamento

Em seguida da realizacdo da leitura visual, através da turvacdo dos pogos da
microplaca, foi realizado o procedimento de plagueamento. Uma diluicdo 1:20 foi
realizada com o conteudo de cada pogo da microplaca e em seguida retirados 5 pL de
cada diluicdo e colocados em placas de Petri contendo agar sabouraud dextrose e
realizado procedimento de espalhamento da amostra pelo agar. As placas foram
incubadas em condic¢des de cultura (35 + 0,5° C por 24h) e ap0s este periodo foi
realizada a contagem das colbnias para a determinacdo da quantidade de unidades
formadoras de colbnias (UFC).

5.3.2. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE SOBRE CELULAS TUMORAIS

Foram utilizadas células de carcinoma laringeo humano (HEp-2) e tumor colorretal
humano (HRT-18) obtidas da American Type Culture Collection - ATCC (Rockville,
MD, EUA). As celulas foram suspensas em meio de cultura RPMI-1640 contendo 5-
10% de soro fetal bovino sendo distribuidas em placas de Petri (5,0x10* células/placa).
A contagem do numero de células foi realizada em camara de Neubauer. As células
foram suspensas em meio de cultura. O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo
método colorimétrico utilizando MTT-tetrazdlio; [3-(4,5-dimetiazol-2il-2,5-brometo de
difeniltetrazdlio)] atraves de metodologia descrita por Stockert et al. (2012). As células
suspensas foram distribuidas em placas de 96 pocos na quantidade de 2,5x10*
células/orificio e incubadas por 24h a 37° C com 5% CO,. Passado este tempo foram
expostas a curcumina (30 pM a 10 uM) e ao acido ascorbico (12,5 ug.rnL'1 a 0,39
ng.mL™), livres e em associacdo, por 24 e 48 horas nas mesmas condicdes anteriores.
Apols este periodo os pocos foram lavados 3x com tampdo PBS e em seguida
adicionados 70 puL de MTT. Depois de 2 horas de incubacdo, o MTT foi retirado e
adicionado 50 pL de etanol e 150 pL de uma solucdo contendo tampdo PBS e
isopropanol (1:1) para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A leitura do teste foi

feita em 570 nm e 630 nm, sendo a absorbancia proporcional ao nimero de células
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vivas. Os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados analisados

através de média e desvio padréo.
5.3.3. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE SOBRE ERITROCITOS

Para a obtencdo das hemaécias foram coletados 5 mL de sangue total de individuos
voluntarios sadios, acima de 18 anos. A coleta foi efetuada por pungdo venosa periférica
obedecendo as normas de biosseguranca, como assepsia do local da puncdo utilizando
alcool 70% e equipamento de protecdo individual (luva de procedimento) pelo
responsavel pela coleta. Para todas as analises em que foram utilizadas amostras de
sangue, os procedimentos foram iguais aos citados. O sangue coletado foi adicionado
em tubo de vidro contendo 10 pL de heparina 5.000 UI e homogeneizado, sempre nessa
mesma proporcao. O sangue foi centrifugado por 5 minutos a 4° C e 1200 g, em seguida
retirado o plasma e a camada de leucdcitos por aspiracdo. A suspensao de hemacias foi
lavada com solucdo gelada de tampéo fosfato salina (PBS; 10 mmol.L™, pH 7,4 e NaCl
0,85%) por trés vezes. As hemécias foram ressuspensas em PBS 50 mmol.L™, pH 7,4
acertando-se o volume globular para 5%. Diferentes concentra¢des da curcumina, acido
ascorbico, glutationa e N-acetilcisteina foram incubadas com a solucdo de hemacias 5%
por 24 horas a temperatura de 37° C, sob constante homogeneizacdo. A reacdo foi
finalizada pela centrifugacdo da solugdo a 1200 g a 4° C por 5 minutos. Uma solugédo de
anfotericina B preparada em DMSO na concentracéo de 250 pg.mL™ foi utilizada como
controle positivo para a hemdlise. O conteudo de hemoglobina liberado, proporcional a
citotoxicidade exercida (ou ndo) pelos compostos, foi determinado no sobrenadante
através da medida da absorbancia em 540 nm (DENG et al., 2006; ESPADA et al.,
2008). Este ensaio foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual do Centro Oeste, sob n° do parecer: 113.217 e CAAE: 07776312.3.0000.0106.

5.3.4. ESTABILIDADE DA CURCUMINA EM MEIO FISIOLOGICO

A estabilidade em solucdo fisioldgica foi testada a partir do preparo de solucdes
méde de curcumina, diluida em etanol, e glutationa, N-acetilcisteina e acido ascdrbico,
diluidos em solugio fisiologica. As concentragdes finais foram de 25 pg.mL™ para a
curcumina e de 200 pg.mL™ e 400 ug.mL™ para a glutationa, N-acetilcisteina e acido
ascorbico. Os ensaios foram realizados em PBS. Duas placas foram preparadas
seguindo este procedimento, sendo que uma delas foi submetida a aplicacdo de diodo

emissor de luz (LED) azul e a outra nao.
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Em diferentes intervalos de tempo, foram realizadas leituras em comprimento de

onda de 340 nm a 550 nm analisando o decaimento da absorbancia da curcumina.
5.3.5. ANALISE ESTATISTICA

A média e o desvio padrdo foram utilizados para a apresentacdo dos resultados. As
comparagOes estatisticas necessarias foram realizadas utilizando-se a ferramenta
ANOVA com pds-teste de Tukey e intervalo de confianga de 95% e significancia com p
< 0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ATIVIDADE ANTIFUNGICA SOBRE CANDIDA SPP

Doencas causadas por Candida estdo entre os principais casos de micoses
cutaneomucosas e até mesmo de infecgBes invasivas graves oportunistas, podendo
acometer principalmente criancas (FIGUERAS et al., 2011), pacientes em unidades de
terapia intensiva (CERVERA, 2012), pacientes que receberam transplante de 6rgéos ou
que estdo em tratamento onco-hematologico, além de outros casos em que exista alta
susceptibilidade a infecgdes (AGUADO et al., 2011).

Os resultados obtidos com uma das cepas clinicas de C. parapsilosis, onde as trés
concentracdes testadas de curcumina, utilizadas de maneira isolada assim como as
concentracdes de glutationa e N-acetilcisteina, também utilizadas separadamente,
apresentaram crescimento similar, em relacdo ao controle (Figura 7), tendo uma
diferenca estatisticamente evidente de atividade antifungica para as concentracdes mais
altas testadas de curcumina (1,95 pg.mL™ e 0,975 ug.mL™) (Figura 7). O fato deste
efeito ndo ser maior para a curcumina utilizada separadamente aos demais compostos e
também o ndo aparecimento de resultado estatisticamente distinto para a menor
concentragdo de curcumina (0,475 pug.mL™) (Figuras 7), pode ser devido ao fato da

mesma degradar-se em condicdes de pH neutro ou basico (WANG et al., 1997).

Com a adicdo da glutationa e da N-acetilcisteina a atividade antifingica da
curcumina apresentou um aumento consideravel em relacdo ao controle positivo de
crescimento e também em relagcdo a curcumina isolada, o que demonstra uma possivel

potencializacdo do efeito da curcumina quando associada aos antioxidantes.
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As concentracGes escolhidas para realizacdo do plaqueamento foram as que
apresentaram uma visivel reducdo na turvagdo do meio presente na placa teste, o que
caracterizou que houve uma reducdo no crescimento da cepa, sendo comprovado através
do experimento de plaqueamento. Os resultados destas associagdes estdo representados
abaixo (Figura 7):
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Figura 7: Associacdo curcumina / N-acetilcisteina (N) e curcumina / glutationa (G) testadas em cepa

clinica de C. parapsilosis. a) e b) Curcumina 1,95 pg.mL™; ¢) e d) Curcumina 0,975 pg.mL™; e) e f)
Curcumina 0,475 pgmL™. NI e G1 (312,5 pg.mL?), N2 e G2 (156,25 pgmL™) e N3 e G3 (78,125
pg.mL™). * #, § e £ apresentaram diferenca estatistica entre si e em relagéo ao controle (p < 0,05).
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Outras cepas clinicas testadas nas mesmas condi¢cdes anteriores foram as C.
tropicalis, C. utilis, C. parapsilosis e também uma cepa ATCC de C. albicans, a ATCC
14053, as quais ndo apresentaram atividades aditivas nas associa¢0es para todas as
concentragdes testadas.

6.2. ATIVIDADE ANTIFUNGICA SOBRE CRYPTOCOCCUS SPP

Os ensaios com cepas de C. neoformans foram realizados devido a importancia
deste agente em infec¢Bes oportunistas em pacientes com deficiéncias imunes,
enquadrando-se nestes casos portadores de HIV e pessoas que sofreram algum tipo de
transplante (LOCKHART et al., 2012). E a causa primaria das meningoencefalites em

pacientes imunossuprimidos, principalmente os que sé@o HIV positivo (XIE et al., 2012).

A cepa ATCC 90112 de C. neoformans apresentou-se sensivel as concentracdes
finais de curcumina (62,5 pg.mL™ e 31,25 pg.mL™). A sensibilidade a curcumina
também foi observada em estudo realizado por Martins et al. (2009), onde a curcumina
foi testada frente diversas cepas, ATCC e clinicas, de varias espécies de fungos, entre os

quais, Candida spp e Cryptococcus spp.

A inibicdo do crescimento da cepa ATCC de C. neoformans pela curcumina (62,5
ng.mL™) foi de aproximadamente 68%, sendo superior com a adicdo de N-acetilcisteina
e glutationa, passando para 91% e 88% respectivamente; ja com a curcumina em menor
concentracdo (31,25 ug.mL™) a inibicdo foi de 81%, aumentando para 87% com a N-
acetilcisteina e 89% com a glutationa. Estes resultados ndo foram tdo expressivos, pois a

curcumina apresentou uma boa resposta quando utilizada de maneira isolada.

Os resultados com o C. neoformans estdo expressos a seguir (Figura 8):

37



Figura 8: Associacdo curcumina / N-acetilcisteina (N) e curcumina / glutationa (G) testadas em cepa
ATCC 90112 de C. neoformans. a) e b) Curcumina 62,5 pg.mL™; ¢) e d) Curcumina 31,25 pgmL™. N1 e
Gl (312,5 pgmL™), N2 e G2 (156,25 pgmL™) e N3 e G3 (78,125 pgmL™). *, # e § apresentaram
diferenca estatistica entre si e em relagdo ao controle (p < 0,05).
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Os ensaios com a cepa clinica de C. neoformans foram bastante satisfatérios, pois a
reducdo na quantidade de colénias em comparacdo com os controles de glutationa, N-
acetilcisteina e curcumina foi consideravelmente maior com a adicdo das substancias
antioxidantes (Tabela 1). Os controles apresentaram uma quantidade elevada de UFC,
ndo sendo possivel a contagem das mesmas. Quando adicionadas a N-acetilcisteina e a
glutationa, o numero de UFC reduziu em grande numero, chegando a inibir por

completo o crescimento das coldnias em duas situagdes, com as concentragdes mais
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elevadas de N-acetilcisteina e glutationa (N1 = Gl = 312,5 pg.mL™). Nas demais
concentragdes ndo ocorreu uma inibicdo completa, mas a reducao foi evidente chegando
a nimeros bastante reduzidos como por exemplo, 30 + 14 UFC.mL™ para a amostra
C2N2. Isto pode ser explicado, da mesma forma que para os ensaios com Candida spp,
onde as substancias antioxidantes exerceram efeito redutor na degradacdo da curcumina
em meio com pH neutro, proporcionando desta maneira um maior tempo de acéo da
substancia sobre as cepas. As demais concentragdes utilizadas neste ensaio, assim como

as ja descritas, foram as mesmas do ensaio com a cepa ATCC de C. neoformans.
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Tabela 1: Resultados para ensaio de atividade antiflingica com cepa clinica de C. neoformans. C2
(Curcumina 62,5 pg.mL™) e C3 (Curcumina 31,25 ug.mL™); N1 e G1 (312,5 pg.mL™), N2 e G2 (156,25
pg.mL™) e N3 e G3 (78,125 ug.mL™). Resultados expressos com média + desvio padrdo (n = 3).

Amostra UFC.mL™
Controle positivo Incontaveis
N1, N2 e N3 Incontaveis
G1,G2eG3 Incontaveis
C2 16.400 £ 11.144
C3 22.600 £ 13.237
C2N1 N&o houve crescimento
C2N2 30+14
C2N3 49.680 + 1.584
C2G1 2.240 £ 1.810
C2G2 53+92
C2G3 5.600 + 4.073
C3N1 110 £ 155
C3N2 330+ 14
C3N3 1.860 = 877
C3G1 N&o houve crescimento
C3G2 23.120 + 18.102
C3G3 5.807 £ 1.361

Ensaios foram realizados em cepas ATCC e clinica de C. neoformans utilizando o

acido ascorbico como substancia antioxidante, porém, nas concentragdes testadas (312,5

pg.mL? 156,25 pngmL™ e 78,125 ug.mL™), que foram as mesmas utilizadas para a

glutationa e a N-acetilcisteina, o acido ascArbico ndo apresentou efeito.

6.3. AVALIAGAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA CURCUMINA ASSOCIADA AO

ACIDO ASCORBICO EM CELULAS HEP-2

Outra atividade reconhecida da curcumina, a acdo sobre linhagens de células
tumorais (BASILE et al., 2009; CAIl et al.,, 2012), motivou 0s ensaios para a

determinacdo desta acdo em duas linhagens de células tumorais, sendo elas, células de

carcinoma laringeo humano (HEp-2) e células humanas de tumor retal (HRT-18).
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Assim como nos ensaios para determinacdo da atividade antiflngica, a curcumina
foi testada de maneira isolada e com diferentes concentracbes de substancia
antioxidante, neste caso, 0 acido ascdrbico, composto o qual auxilia na manutencéo da

estabilidade da curcumina em meio neutro (OETARI et al., 1996).

O tumor de laringe € um dos mais frequentes que ocorre na regido de cabeca e
pescoco e é predominante entre 0s homens, representando aproximadamente 25% dos
tumores malignos que ocorrem nesta regido do corpo e totalizando 2% de todos os tipos
de doengas malignas (INCA, 2013). Um grande problema no tratamento deste tipo de
cancer € que 0 mesmo apresenta resisténcia a acdo de varias substancias, entre elas,

vincristina, cisplatina e 5-fluorouracil (YIN et al., 2013).

Uma maneira para o desenvolvimento de um tratamento mais especifico e eficaz
para o carcinoma laringeo humano ¢ a identificacdo da expressdo génica associada ao
desenvolvimento desta doenca. Kralovcova et al. (2008) determinaram a importancia da
expressdo dos genes BCL2 e BAX em células HEp-2 no processo de apoptose,

concluindo que existe interferéncia dos mesmos.

A curcumina, escolhida para o desenvolvimento deste trabalho, possui atividade
sobre uma quantidade variada de genes envolvidos no processo de apoptose, entre eles,
BCL2 e BAX (WILKEN et al., 2011), antagonizando a proteina anti-apoptética BCL2 e
aumentando a expressdo de BAX, com a ativacdo da proteina p53 (AGGARWAL et al.,
2003, ANAND et al., 2008, WILKEN et al., 2011).

Os experimentos utilizando diferentes concentracbes de curcumina e 4cido
ascérbico, para a determinacao de uma possivel atividade sinérgica entre 0s compostos,
foram realizados nos tempos de 24 e 48 horas, com o0 objetivo de observar se a presenca

ou ndo do acido ascorbico possui influéncia sobre a atividade antitumoral da curcumina.

No periodo de 24 horas foi possivel observar que entre as quatro concentracdes
testadas (40pM, 30 puM, 20 uM e 10 pM), apenas na concentragdo mais baixa de
curcumina em associagdo com o acido ascorbico (12,5 pg.mL™ e 6,25 pg.mL™), foi
observado diferenca estatistica em relacdo ao controle utilizado e entre as demais

concentracdes de acido ascdrbico (Figura 9).
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comparagdo com o controle, as demais prepara¢fes mostraram-se mais estaveis na
presenca da menor concentracéo do antioxidante (3,125 ug.mL™), o que possivelmente
esta relacionado com um processo de leve acidificacdo do meio, o que resulta em uma
maior estabilidade da curcumina (OETARI et al., 1996).
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6.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA CURCUMINA ASSOCIADA AO

ACIDO ASCORBICO EM CELULAS HRT-18

Os tumores colorretais acontecem tanto no c6lon (segmento do intestino grosso)
quanto no reto, podendo ter grande possibilidade de cura quando diagnosticados de
maneira precoce antes de espalhar-se por outros 6rgdos (INCA, 2013). Uma
caracteristica deste tipo de tumor é uma elevada expressdo do gene que regula a COX-2
(DUBOIS & SMALLEY, 1996), sendo que a mesma pode estar mais elevada quando o
pH do meio intracelular estiver mais alcalino (PIRKEBNER et al., 2004).

Para o combate da proliferacdo das células de tumor colorretal, por exemplo, a
linhagem de células HRT-18, pode-se recorrer a diversas substancias com atividade
antitumoral conhecida, como o 5-fluorouracil (CREHANGE et al., 2011; CONDE et
al., 2013) podendo-se associar com oxaliplatina (PUCCIARELLI et al., 2006). Uma
alternativa promissora para o tratamento de tumores colorretais € a curcumina, pois
aléem de possuir atividade antitumoral, também age na inibicdo da expressdo do gene
regulador da COX-2 (AGGARWAL et al., 2003, ANAND et al., 2008, WILKEN et al.,
2011), enzima que esta em concentracdo elevada nestes tipos de tumores (DUBOIS &
SMALLEY, 1996).

Uma segunda alternativa é a utilizacdo de &cido ascdrbico como adjuvante a
atividade antitumoral da curcumina, pois 0 mesmo, segundo Kim et al. (2012) possui a
capacidade de induzir apoptose nesta linhagem de células tumorais. Além disso, o acido
ascorbico pode atuar em outras variagdes do meio onde se encontram as células

tumorais, como na reducdo da expressao génica da COX-2 (PIRKEBNER et al., 2004).

Os ensaios com as células tumorais HRT-18 foram realizados nos periodos de 24 e
48 horas e 0s resultados obtidos foram baseados na analise morfoldgica das células apds
o0 tratamento com curcumina e da associacdo desta com o acido ascorbico e através da

leitura das absorbancias da cultura de céelulas apds tratamento com MTT.

Na anélise morfoldgica das células no periodo de 24 horas, foi possivel observar que
as células controle e as células que sofreram a aplicacdo das diferentes concentracfes de
curcumina e acido ascorbico ndo apresentaram nenhuma diferenciacdo na morfologia.
Foram realizados experimentos controle utilizando-se somente etanol nas células, nao

sendo observado alteragdo morfolégica nas mesmas.
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Os resultados apresentados na tabela 2 demonstraram que a associacdo da
curcumina com o 4&cido ascorbico provocou alteraces morfologicas nas células
tumorais, alteracOes estas ndo observadas com 0s compostos isoladamente. Algumas
alteracOes ocorreram de maneira bastante discreta, mas em intensidade suficiente para

mostrar diferencas em relagdo aos controles citados acima.

A andlise dos resultados obtidos permitiu observar que a associacdo das duas
substancias provocou alteracdes morfologicas na maioria das amostras, mesmo que de
maneira discreta, com exce¢do na associacdo da maior concentragdo de curcumina (C1
= 30 uM) com a menor concentracdo de &cido ascorbico (V6 = 0,39 ug.mL™) (Tabela
2).
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Tabela 2: Analise morfologica no ensaio de atividade citotoxica da curcumina (C) em associacdo ao
acido ascorbico (V) sobre células de linhagem tumoral HRT-18 no periodo de 24 horas. C1 (30 uM); C2
(20 uM); C3 (15 uM); C4 (10 pM); 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 pg.mL™).

Amostra Anélise morfoldgica
Controle Normal
Controle etanol Normal
V1aVe Normal
ClaC4 Normal
V1C1 Vacuolizagéo, arredondamento e

retracdo do citoplasma discretos

V1C2 e V1C3 Vacuolizagéo e arredondamento
discretos
V1C4 Sem alteracdes
V2C1 Vacuolizagéo, arredondamento e

retracdo do citoplasma discretos

V2C2 e V2C4 Normal
V2C3 Vacuolizagéo discreta
V3C1 Vacuolizacgdo, arredondamento e

retracdo do citoplasma discretos

V3C2 Vacuolizagdo e arredondamento
discretos
V3C3 e V3C4 Vacuolizagéo
V4C1 e V4C2 Vacuolizagdo e arredondamento
discretos
V4C3 e V4C4 Vacuolizacgdo discreta
V5C1 Vacuolizacgdo e arredondamento
discretos
V5C2, V5C3 e V5C4 Vacuolizacgdo discreta
V6C1 Vacuolizacgdo, arredondamento e

retracdo do citoplasma acentuados
V6C2, V6C3 e V6C4 Vacuolizacgdo discreta
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a)

Absorbaneia (570 nm)

c)

Absorbancia (570 nm)

Como foi possivel observar com a leitura dos resultados das medidas das

absorbancias em 570 nm, existiu um provavel sinergismo na utilizagdo concomitante do

acido ascorbico com a curcumina (Figura 11).

Figura 11: Associacdo curcumina / &cido ascorbico (AA) testada em células HRT-18 no periodo de

24h. a) Curcumina 30 uM; b) Curcumina 20 pM; ¢) Curcumina 15 uM; d) Curcumina 10 pM. AAT1 (12,5
pg.mL™), AA2 (6,25 pg.mL™), AA3 (3,125 pg.mL™), AA4 (1,56 pg.mL™), AAS (0,78 pg.mL™) e AAG

(0,39 pg.mL™). *, #, § e £ apresentaram diferenca estatistica entre si e em relago ao controle (p < 0,05).
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Na figura 11 foi possivel observar uma acéo sinérgica do acido ascorbico (3,125
ng.mL? e 0,78 pg.mL™) com a curcumina, apresentando diferenca em relag&o a acéo da

curcumina utilizada de maneira isolada.

Na analise de 24 horas das agdes da curcumina nas concentragdes de 15 uM e 10
uM, quando associado o acido ascérbico nao houve uma diferenga significativa em

relacdo a acdo delas de maneira isolada (Figura 11).

Nas andlises morfoldgicas das células HRT-18 no periodo de 48 horas (Tabela 3),
assim como nas células observadas em 24 horas, 0s controles e as substancias utilizadas
isoladamente ndo apresentaram alteracfes na morfologia. As associacfes do &cido
ascorbico com a curcumina promoveram alteragdes morfolgicas em quase todos os
cruzamentos, com excecdo de V1C3 e VI1C4, ou seja, acido ascorbico (V1) na
concentracdo de 12,5 pg.mL™ e curcumina (C3 e C4) nas concentragdes de 15 uM e 10
uM.

A maior alteracdo morfologica neste periodo de tempo ocorreu na amostra V3Cl1,
com o 4cido ascorbico na concentracio de 3,125 pg.mL™ (V3) e a curcumina (C1) na de
(40 uM), o que pode ser observado com a leitura da absorbancia em 570 nm,

demonstrando que houve uma maior morte celular nesta associacao (Figura 12).
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Tabela 3: Analise morfoldgica no ensaio de atividade citotoxica da curcumina (C) em associacdo ao
acido ascorbico (V) sobre células de linhagem tumoral HRT-18 no periodo de 48 horas. C1 (30 uM); C2
(20 uM); C3 (15 uM); C4 (10 pM); V1 (12,5 pg.mL™), V2 (6,25 png.mL™), V3 (3,125 pg.mL™), V4 (1,56
pg.mL™), V5 (0,78 pg.mL™) e V6 (0,39 pg.mL™).

Amostra Anélise morfoldgica
Controle Normal
Controle etanol Normal
V1aVe Normal
ClaC4 Normal
V1Cle V1C2 Vacuolizagéo discreta
V1C3 e V1C4 Normal
V2C1, V2C2,V2C3 e V2C4 Vacuolizagéo discreta
V3C1 Arredondamento, retracdo do citoplasma

e debri celular

V3C2, V3C3 e V3C4 Vacuolizagéo discreta
V4C1 Vacuolizagéo e arredondamento
discretos
V4C2, VAC3 e V4C4 Vacuolizagéo
V5C1, V5C2 e V5C3 Vacuolizagéo e arredondamento discreto
V5C4 Vacuolizagéo
V6C1 e V6C2 Vacuolizacgdo, arredondamento discreto
V6C3 e V6C4 Vacuolizagéo
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Absorbfincia (570 nm)

Absorbiineia (570 nm)

Figura 12: Associacdo curcumina / acido ascérbico (AA) testada em células HRT-18 no periodo de
48h. a) Curcumina 30 uM; b) Curcumina 20 pM; ¢) Curcumina 15 pM; d) Curcumina 10 pM. AAT1 (12,5
pg.mL?b), AA2 (6,25 pgmL™), AA3 (3,125 pg.mL™), AA4 (1,56 ug.mL™), AA5 (0,78 pg.mL™) e AAG
(0,39 pg.mL™). * apresentou diferenca estatistica em relagéo ao controle (p < 0,05).
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Na figura 12 b-c observa-se que as quatro menores concentracdes de &cido

ascérbico auxiliaram de maneira mais efetiva a acdo da curcumina, seja pela protecdo da

degradacdo da mesma em meio fisiologico (OETARI et al., 1996), seja pela possivel

acdo no favorecimento da apoptose das células tumorais (KIM et al., 2012).

51



J& na figura 12 d, observou-se que apenas as trés Gltimas concentracdes de acido
ascorbico apresentaram atividade de um possivel sinergismo com a curcumina,
seguindo o padrdo das acGes do uso concomitante das substancias nas demais

concentragdes.
6.5. AVALIAGCAO DA CITOTOXICIDADE SOBRE ERITROCITOS

Os ensaios para esta determinacdo foram realizados com a curcumina, acido
ascorbico, glutationa e N-acetilcisteina de maneira isolada e também realizando a
associacdo dos trés ultimos compostos com a curcumina. As concentracdes utilizadas
foram: 62,5 ug.mL™ para a curcumina e 0,312 pg.mL™ ¢ 0,156 pg.mL™ para o 4cido
ascorbico, glutationa e N-acetilcisteina. Os resultados obtidos demostraram que tanto a
utilizacdo da curcumina isolada quanto em associacdo com o0s antioxidantes apresentou
quantidade muito pequena de hemdlise (Figura 13) em comparagdo com a anfotericina
B, na concentracdo de 250 pg.mL™, utilizada como padréo positivo de hemélise. Este
resultado demonstra que a associagdo da curcumina com o0s antioxidantes ndo apresenta,

em eritrocitos, efeitos deletérios.
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Figura 13: a) Teste de hemolise curcumina (62,5 pg.mL™) e 4cido ascérbico (AAL e AA2) (0,312
pg.mL?, 0,156 pg.mL™); b) Teste de hemolise curcumina (62,5 pg.mL™) e N-acetilcisteina (N1 e N2)
(0,312 pg.mL™, 0,156 pg.mL™); ¢) Teste de hemolise curcumina (62,5 pg.mL™) e glutationa (G1 e G2)
(0,312 pgmL™, 0,156 pg.mL™). *, # e § apresentaram diferenca estatistica entre si e em relagdo a
anfotericina B (p < 0,05).
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6.6. TESTE DE ESTABILIDADE DA CURCUMINA

Os ensaios para determinacdo da estabilidade da curcumina dissolvida em tampéo
fisiologico (pH 7,4), foram realizados através de leituras espectrofotométricas das
solucBes de curcumina isolada ou em associagdo com a glutationa, N-acetilcisteina ou

acido ascorbico.

Este experimento foi motivado, pois diversos estudos indicam que a curcumina
associada a terapia fotodindmica exerce um maior efeito no combate a C. albicans
(ALVES, 2011).

O presente trabalho indicou que a curcumina associada a outras substancias
antioxidantes, como N-acetilcisteina e glutationa, também apresentou resultados
satisfatorios na acdo contra cepa clinica de C. parapsilosis e cepas ATCC e clinica de C.

neoformans.

Os resultados obtidos demonstraram que a aplicacdo do LED, por 180 minutos,
promoveu uma degradacdo mais acelerada da curcumina. Na figura 14 observa-se a
curcumina isolada e a sua associacdo com a glutationa, demostrando que com a
aplicacdo do LED a curcumina em 120 minutos estava totalmente degradada e a
glutationa reduziu quantidade de curcumina degradada nas demais solugdes.
Comparando-se com os resultados desta mesma associa¢do, mas sem a aplicagdo do
LED, observa-se que as solucbes apresentaram um comportamento muito semelhante
durante todos os tempos de leitura das amostras, tendo uma degradacdo gradual com o
passar do tempo. Portanto, a utilizacdo da glutationa foi vantajosa quando o LED foi

aplicado (Figura 14).
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Figura 14: a) Teste de estabilidade curcumina (C) (25 pg.mL™) e glutationa (G1 e G2) (200 pg.mL™
e 400 pg.mL™) em tampdo fisiolégico (pH 7,4) com tempo méximo de leitura em 180 min. b) Teste de
estabilidade curcumina (C) (25 pg.mL™) e glutationa (G1 e G2) (200 pg.mL™ e 400 ug.mL™) em tamp&o
fisiologico (pH 7,4) aplicando LED com tempo méximo de leitura em 180 min.
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No ensaio com a N-acetilcisteina observou-se uma reducdo na degradacdo da
curcumina, tanto na auséncia do LED quanto na presenca (Figura 15), confirmando que
a simples presenca da solugédo de curcumina em meio fisioldgico ja é o suficiente para a
sua degradacdo como demonstrou Niu et al. (2012). A degradacdo da curcumina foi
muito acentuada na presenca de LED, sendo que em 90 min. a curcumina estava
completamente degradada. As solugbes contendo N-acetilcisteina nas concentracdes de
200 pg.mL™ ¢ 400 pg.mL™ permitiram uma menor degradagdo da curcumina diluida em
solucdo fisiologica. Observa-se que a utilizacdo da N-acetilcisteina promoveu esta

melhora desde a primeira leitura, em ambas as situacoes.
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Figura 15: a) Teste de estabilidade curcumina (C) (25 pg.mL™) e N-acetilcisteina (N1 e N2) (200
pg.mL? e 400 ug.mL™) em tampéo fisiolégico (pH 7,4) com tempo maximo de leitura em 180 min. b)
Teste de estabilidade curcumina (C) (25 pg.mL™) e N-acetilcisteina (N1 e N2) (200 pg.mL™ e 400 pg.mL’
1) em tampéo fisiolégico (pH 7,4) aplicando LED com tempo méximo de leitura em 180 min.
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Os experimentos para avaliar a estabilidade da curcumina diluida em meio
fisiologico, utilizando o &cido ascorbico associado, demostrou que este composto reduz
consideravelmente a degradacdo da curcumina, principalmente quando ocorreu a
aplicacdo do LED (Figura 16). Foi possivel observar que a degradacdo da solucéo
contendo apenas a curcumina foi inferior a degradacdo das solucdes da associacdo sem
a utilizacdo do LED, porém, quando houve a aplicacdo do LED, a degradacdo da
curcumina foi acentuadamente reduzida, pois, sem o antioxidante, em 90 minutos nédo
foi possivel observar mais a presenca da curcumina na leitura espectrofotométrica, ja
com a utilizacdo do acido ascorbico, a leitura foi bastante satisfatdria até o tempo de 180
minutos, demonstrando que a degradacdo da curcumina foi reduzida consideravelmente
(Figura 16).
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Figura 16: a) Teste de estabilidade curcumina (C) (25 pg.mL™) e 4cido ascorbico (V1 e V2) (200
pg.mL™ e 400 ug.mL™) em tampéo fisiolégico (pH 7,4) com tempo maximo de leitura em 180 min. b)
Teste de estabilidade curcumina (C) (25 pg.mL™) e 4cido ascorbico (V1 e V2) (200 pg.mL™ e 400 pg.mL"
1) em tampéo fisiolégico (pH 7,4) aplicando LED com tempo méximo de leitura em 180 min.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os experimentos realizados com a curcumina para a determinacdo de um possivel
aumento na atividade antifingica e antitumoral, associada a adicdo de antioxidantes,
neste caso glutationa, N-acetilcisteina e 4&cido ascoOrbico, demostraram que esta
associagdo de compostos exerce efeito aditivo nas referidas atividades da curcumina.

Nos ensaios que avaliaram estas associacbes na determinacdo da atividade
antifungica, foram escolhidos os antioxidantes glutationa e N-acetilcisteina pelo fato de
estudos comprovarem que estes compostos exercem um efeito protetor contra a
degradacéo da curcumina em meio fisioldgico (OETARI et al., 1996). A associacdo de
antioxidantes sobre o efeito antifungico da curcumina ja foi demostrada com a adicédo
do &cido ascérbico (KHALIL et al., 2012). Neste trabalho, de estudo do efeito de
antioxidantes sobre a atividade antifingica e citotdxica da curcumina, foi observado que
a adicdo dos antioxidantes melhorou consideravelmente a atividade antifingica da
curcumina reduzindo significativamente o crescimento de col6nias de uma cepa clinica
de C. parapsilosis, demonstrando um possivel sinergismo na agdo dos compostos.
Testes também foram realizados com uma cepa clinica e uma cepa ATCC de C.
neoformans mostrando que a curcumina exerce um efeito antifingico sobre estas cepas,

efeito menos acentuado em relacéo a cepa de C. parapsilosis, mas promissor.

A atividade citotoxica da curcumina também foi avaliada neste trabalho utilizando
duas linhagens de células tumorais, a HEp-2 e a HRT-18. O acido ascorbico foi
utilizado nestes experimentos por apresentar efeito protetor contra a degradacdo da
curcumina, assim como a glutationa e a N-acetilcisteina (OETARI et al., 1996) além de
também atuar na acidificagho do meio, situacdo que garante maior tempo de
estabilidade da curcumina devido a mesma degradar-se facilmente em meio neutro a
basico (WANG et al., 1997). A utilizacdo da curcumina em associacdo ao acido
ascdrbico mostrou que a atividade antitumoral foi ampliada em ambas as linhagens de
células tumorais, quando comparada a curcumina isolada. Outro aspecto importante na
utilizacdo do &cido ascorbico, é que as células HRT-18 possuem uma sensibilidade
maior a este antioxidante, o qual pode induzir a apoptose nas mesmas (KIM et al.,
2012).

A associacdo da curcumina aos antioxidantes foi testada em células normais

(hemécias) para verificar se estes compostos utilizados juntos ndo exerciam efeito
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citotoxico. Os resultados foram satisfatorios, pois demostraram que a associacdo ndo
oferece risco para estas células, independente do composto utilizado com a curcumina,

entre os quais, glutationa, N-acetilcisteina ou acido ascorbico.

Outro importante experimento realizado foi o que ajudou a determinar que a
presenca das substancias antioxidantes em meio fisiol6gico ajudam na manutencdo da
estabilidade da curcumina por um periodo maior de tempo em relacdo a utilizacdo da
mesma de maneira isolada no meio. A utilizagdo de LED, que pode acelerar a
degradacdo da curcumina, ajudou na identificacdo da acdo dos antioxidantes que
atuaram como protetores da curcumina, permitindo que esta continuasse presente no

meio fisioldgico por um periodo de até 180 minutos.
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8. CONCLUSOES

1. Os resultados encontrados com os ensaios para a determinagéo da atividade
antifungica frente a cepas clinicas e ATCC de Candida spp e cepas clinica e
ATCC de C. neoformans foram bastante satisfatérios, pois demonstraram
um relevante aumento no efeito antifingico da curcumina quando associada
as substancias antioxidantes glutationa e a N-acetilcisteina.

2. Os ensaios com as linhagens de células tumorais HEp-2 e HRT-18
permitiram concluir que o 4acido ascérbico, possivelmente, protege a
curcumina em meio com pH neutro, exercendo provavel atividade
complementar nesta associagéo.

3. Além das conclusBes descritas acima, a glutationa, a N-acetilcisteina e o
acido ascorbico demonstraram um possivel efeito protetor contra a
degradacdo da curcumina em meio fisiologico (pH 7,4) e também na
aplicacdo de LED nestas solucBes, garantindo assim um maior tempo de
acdo da curcumina.

4. Estudos complementares sdo necessarios, mas oS resultados encontrados
demonstram um promissor caminho para o entendimento da melhor
utilizacdo da curcumina como substancia antifungica e citotdxica e a sua

utilizacdo associada aos antioxidantes.
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