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RESUMO 

 

O rizoma de Curcuma longa L. conhecido popularmente como Açafrão-da-Índia e 

comercializado como condimento alimentar, possui uma vasta gama de ações biológicas, 

sendo caracterizado pela presença proeminente de curcumina e compostos do óleo essencial. 

Os constituintes desses óleos são álcoois sesquiterpênicos e cetonas, dentre eles a ar-

turmerona. O objetivo do presente trabalho foi investigar a citotoxicidade sobre linhagens de 

células tumorais, como HEp-2, HRT-18 e HeLa e sua morfologia na presença de ar-

turmerona, avaliar sua atividade sobre espécies fúngicas, como Candida spp. e Crytococcus 

neoformans, além de, verificar a segurança após administração de ar-turmerona por 14 dias 

via gavagem em camundongos Swiss. A atividade citotóxica de ar-turmerona apresentou 

concentração inibitória 50% de 28 e 33 μg.mL
-1

 para células HEp-2, 52 e 20 μg.mL
-1

 para 

células HRT-18, 22 e 20 μg.mL
-1

 para células HeLa, em 24h e 48h de incubação, 

respectivamente. Na análise morfológica observou-se arredondamento celular, condensação 

de cromatina e formação de blebs, alterações características da ativação da via apoptótica de 

morte celular. O ensaio antifúngico demonstrou a atividade de ar-turmerona sobre as cepas de 

Candida spp. com concentração inibitória mínima (CIM) entre 62 a 184 (C. utilis e C. krusei, 

respectivamente) e 737 μg.mL
-1

 para C. neoformans, sendo que, sob a menor concentração de 

ar-turmerona (1 μg.mL
-1

) as cepas de C. tropicalis, C. krusei ATCC 6258 e C. albicans 

ATCC 14053 apresentaram inibição de 30, 34 e 42% das UFC, nesta ordem. As análises 

bioquímicas e histopatológicas revelaram a segurança do uso de ar-turmerona por 14 dias via 

gavagem devido a não constatação de alterações nos ensaios bioquímicos e histopatológicos. 

Conclui-se que ar-turmerona representa um composto com efetivo potencial citotóxico sobre 

células tumorais e fúngicas, além de, não apresentar riscos a sua utilização. 

 

Palavras-chave: produtos naturais, ar-turmerona, Candida spp., Cryptococcus neoformans, 

citotoxicidade, HEp-2, HRT-18, HeLa e potencial de segurança in vivo. 
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ABSTRACT 

 

The rhizome of Curcuma longa L. popularly known as Saffron-of-India and marketed as food 

condiment has a wide range of biological actions, characterized by the prominent presence of 

curcumin and compounds of essential oil. The constituents of these oils are sesquiterpene 

alcohols and ketones, including ar-turmerone. The objective of this study was to investigate 

the cytotoxicity on tumor cell lines, like HEp-2, HRT-18 and HeLa and their morphology in 

the presence of ar-turmerone, to evaluate the activity of ar-turmerone on fungal species, such 

as Candida spp. and Crytococcus neoformans, and to investigate the safety after ar-turmerone 

oral administration for 14 days in Swiss mice. The cytotoxic activity of ar-turmerone resulted 

in inhibitory concentration 50% of: 28 and 33 μg.mL
-1

 for HEp-2 cells, 52 and 20 μg.mL
-1

 for 

HRT-18 cells and 22 and 20 μg.mL
-1 

for HeLa cells at 24h and 48h incubation, respectively. 

The morphological analysis showed the cell rounding, condensation of chromatin and 

formation of blebs characteristics of activation of apoptotic cell death. The assay 

demonstrated the antifungal activity of ar-turmerone on strains of Candida spp. with minimal 

inhibitory concentration (MIC) from 62 to 184 μg.mL
-1

 (C. utilis and C. krusei, respectively) 

and 737 μg.mL
-1

 for C. neoformans. In the lower concentration of ar-turmerone (1 μg.mL
-1

) 

strains of C. tropicalis, C. krusei ATCC 6258 and C. albicans ATCC 14053 were inhibited in 

30, 34 and 42% of CFU, in this order. Biochemical and histophatological analysis revealed 

the safety of using ar-turmerone for 14 days by oral gavage due to not finding changes in 

biochemical tests and histophatological. We conclude that ar-turmerone represents a 

compound with effective potential cytotoxic on tumor and fungal cells, without risk to their 

use. 

 

Keywords: natural products, ar-turmerone, Candida spp., Cryptococcus neoformans, 

cytotoxicity, HEp-2, HRT-18, HeLa, safety potential in vivo. 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1 PRODUTOS NATURAIS 

  

 As plantas constituem fonte importante de compostos com ampla atividade biológica. 

Estima-se que 90% da população já tenha usado, pelo menos uma vez, plantas medicinais 

(SARWAR; ATTITALLA; ABDOLLAHI, 2011). O uso de plantas, para tratamento de 

enfermidades, remonta aos primórdios da humanidade, sendo que, o registro mais antigo é da 

Medicina Chinesa realizado pelo imperador Shen Nong (2000 a.C.), descrevendo o potencial 

medicinal de inúmeras plantas (POSSE, 2007). Segundo dados de Buckingham (1994), a 

medicina alopática mundial utiliza 119 drogas extraídas  de cerca de 90 espécies de plantas.   

 A utilização dos produtos naturais, principalmente no tratamento de doenças 

infecciosas, representa uma grande contribuição para a descoberta de novos agentes 

terapêuticos no combate a micro-organismos multirresistentes (PORFIRIO et al., 2009). 

Assim, o aperfeiçoamento de moléculas naturais que levem ao aumento de efeitos 

terapêuticos e a diminuição da toxicidade estão em foco na terapêutica atual (WU; WEN, 

2009). 

 Dados apresentados por Bhavanani e Ballow (1992) apontam que, dentre os óleos 

essencias, 60% apresentaram ação antifúngica e 35% atividade antibacteriana. Entre as 

moléculas liberadas como fármacos, 61% tiveram sua origem em produtos naturais e 74% 

para compostos com atividade antitumoral (ROUHI; WASHINGTON, 2003). Revisão mais 

recente aponta que 32% das plantas estudadas apresentavam atividade antioxidante, 13% 

demonstraram ação antibacteriana e 6% revelaram efeito antifúngico (SARWAR; 

ATTITALLA; ABDOLLAHI, 2011). Atualmente, mais de 50% das drogas em ensaio clínico 

com atividade anticâncer são de fonte natural e o tratamento terapêutico de doenças 

cancerígenas e infecciosas tem como origem os compostos naturais, responsáveis por 60 e 

75% das fontes, respectivamente (CRAGG; NEWMAN, 2000; NEWMAN; CRAGG; 

SNADES, 2003). 

 

1.2 Curcuma longa 

 

 A C. longa L., de  origem no sudeste da Ásia, pertence à família Zingiberaceae e é 

uma planta do tipo herbácea e perene (Figura 1). Incorporada à agricultura brasileira, a 

curcuma, também conhecida como Açafrão-da-Índia, tem como seu maior produtor nacional o 
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norte do estado de Goiás (TAVARES et al., 2010). É no seu rizoma que se encontra o 

interesse econômico. Seu sabor aromático e picante, levemente amargo caracteriza seu uso 

como parte do curry, condimento muito utilizado pela cultura indiana. No entanto, não é 

somente seu caráter nutritivo o alvo de seu emprego, mas também suas propriedades 

farmacológicas.  

 A C. longa está presente na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao 

SUS (RENISUS). Essa relação é constituída por “plantas medicinais que interessam ao SUS 

por serem nativas ou exóticas adaptadas, amplamente utilizadas pela população brasileira, e 

por possuirem algumas evidências para indicação de uso na atenção básica de saúde. No 

entanto, precisam de estudos para confirmar sua segurança e eficácia, definição da indicação 

de uso e da forma farmacêutica mais adequada” (PORTAL SAÚDE, 2012). Dados 

toxicológicos demonstraram que toda substância pode ser um composto com potencial tóxico, 

dependendo para isso de condições como: exposição, dose administrada, tempo de ação, 

frequência e via de administração (CASTRO, 1993). 

  

Figura 1 - Foto da planta Curcuma longa L. (A) parte aérea da planta e (B) rizoma e pó.  

     

Fontes: (SIGRIST, 2009); <http://www.agriculturesource.com/b-curcuma+longa+l+p+e/.> 

 

Os “turmeric”, como são conhecidos internacionalmente, possuem diversos compostos 

químicos. Entre eles zingibereno, curcumenol, eugenol, turmerones, demetoxicurcumina e o 

mais estudado, a curcumina (CHATTOPADHYAY et al., 2004). A curcumina possui ação 

inibitória sobre vários micro-organismos (SARWAR; ATTITALLA; ABDOLLAHI, 2011), 

ação antifúngica (MARTINS et al., 2009; KHALIL et al., 2012), atividade anti-inflamatória e 

(A) 
 (A)    

(B) 
 (A)    
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antioxidante (MENON; SUDHEER, 2007), além de efeito citotóxico (KONG et al., 2009; 

RAVEENDRAN; BHUVANESHWAR; SHARMA, 2012; PEDROSO et al., 2012). Devido 

as suas propriedades biológicas, a curcumina é amplamente utilizada na pesquisa sobre 

doenças crônicas, como na doença de Alzheimer, doença de Parkinson, esclerose múltipla, 

epilepsia, lesão cerebral, nas doenças cardiovasculares, no câncer, alergias, bronquite, asma, 

artrite reumatóide, isquemia renal e diabetes (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009). 

Conforme o Food and Drug Administration (FDA) a curcumina é classificada como 

"reconhecida geralmente como segura" e diante de vários estudos é considerada segura para 

uso em humanos (CHAINANI-WU, 2003; AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009). 

O óleo essencial da C. longa é constituído por álcoois sesquiterpênicos e cetonas, 

produtos secundários do metabolismo vegetal. Sua síntese ocorre nas células glandulares ou 

epiteliais, ficando o óleo armazenado em vacúolos situados no citoplasma. O óleo extraído do 

rizoma de C. longa tem como componentes predominante os terpenos, correspondendo a 

maior parte ar-turmerona e α-turmerona (NAGHETINI, 2006).  

O óleo essencial do rizoma de C. longa é eficaz na inibição no desenvolvimento de 

Bacillus subtilis, Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Aspergillus nigere, 

Saccharomyces cerevisiae,  não obtendo efeito sobre Staphylococcus aureus (PÉRET-

ALMEIDA et al., 2008). A ação antimicrobiana do óleo de C. longa também foi demonstrada 

sobre fitopatógenos como os fungos Alternaria brassicicola e Aspergillus flavipes 

(NAGHETINI, 2006) e sobre Colletotrichum falcatum, Fusarium moniliforme, Curvularia 

Pallescens, Aspergillus niger e Fusarium oxysporium (SINGH; SINGH; MAURYA, 2002). A 

associação de curcumina com óleo essencial de C. longa (incluindo ar-turmerona) 

apresentaram supressão das células de adenocarcinoma de cólon, configurando conforme o 

autor um método para a prevenção da inflamação associada à carcinogênese do câncer de 

cólon (MURAKAMI et al., 2012). 

O óleo de C. longa possui um potente agente antiplaquetário responsável pela redução 

na agregação plaquetária induzida por ADP, colágeno e trombina, sendo que,  os constituintes 

majoritários foram ar-turmerona, α e β-turmerona e curlone (PRAKASH et al., 2011). A 

mesma fração deste óleo, contendo ar-turmerona, α-turmerona, β-turmerona, curlone,  

demonstrou redução dos níveis de cálcio, de espécies reativas de oxigênio (EROS), de NOX e 

NO, além da redução do potencial da membrana mitocondrial em ensaio com modelo animal 

de isquemia cerebral (DOHARE; VARMA; RAY, 2008).   

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Menon%20VP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17569207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sudheer%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17569207
http://jba.sagepub.com/search?author1=Radhika+Raveendran&sortspec=date&submit=Submit
http://jba.sagepub.com/search?author1=G+S+Bhuvaneshwar&sortspec=date&submit=Submit
http://jba.sagepub.com/search?author1=Chandra+P+Sharma&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chainani-Wu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12676044
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1.2.1 Ar-turmerona 

 

 Ar-turmerona é um composto isolado de C. longa L. (Zingiberaceae), com fórmula 

molecular C15H20O, peso molecular de 216.32 e densidade de 0.9634 g/cm
3
 (DRUGFUTURE, 

2013). É um bisabolano sesquiterpênico que corresponde a 25,3 - 51,7% (NAZ et al., 2010; 

SINGH; SINGH; MAURYA, 2002) da porção oleosa do rizoma. É encontrado somente em 

forma S-(+) (ZHANG; RAJANBABU, 2004) identificado como (6 S)-2-metil-6-(4-

metilpenil)-2-hepten-4-ona, conforme estrutura química na Figura 2 (DRUGFUTURE, 2013). 

A ar-turmerona possui inúmeras ações biológicas, entre elas mosquiticida sobre larvas 

de Aedes aegyptii (ROTH; CHANDRA; NAIR, 1998), ação inseticida sobre Nilaparvata 

lugens e Plutella xyostella (LEE et al., 2001) e atividade antifúngica sobre patógenos de 

vegetais (LEE et al., 2003). Ar-turmerona possui efeito neutralizante sobre ação hemorrágica, 

sobre o efeito letal de veneno de Bothrops jararaca em camundongos, auxilia na redução do 

edema após tratamento local com ar-turmerona em coelhos envenenados por Bothrops 

alternatus (FERREIRA et al., 1992; MELO et al., 2005).  

 

Figura 2 - Estrutura química de ar-turmerona.  

 

 

Ar-turmerona é capaz de inibir a proliferação de células “Natural Killer” e ativar 

linfócitos (JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 2005), assim como, inibir o aumento do 

número de glóbulos brancos em células P388D1 (leucemia linfocítica) (KIM et al., 2013). Ar-

turmerona possui atividade citotóxica sobre células tumorais K562, L1210, U937 e RBL-2H3 

(JI et al., 2004), sobre células de linhagens leucêmicas Molt 4B e HL-60 

(ARATANECHEMUGE et al., 2002), além de, efeito antimelanogênico sobre células B16F10 

(PARK et al., 2011). 
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Tabela 1 - Efeitos de ar-turmerona em linhagens celulares. 

Células  Ação Referências 

K562, L1210, U937 e RBL-2H3 Citotóxica JI et al., 2004 

U937 Citotóxica e 

apoptose celular 

LEE, 2009 

Molt-4B e HL-60 Citotóxica e 

apoptose celular 

ARATANECHEMUGE et al., 

2002 

P338D1 Antiproliferativa KIM et al., 2013 

“Natural Killers” Antiproliferativa JAYAPRAKASHA; RAO; 

SAKARIAH, 2005 

Câncer de cólon Prevenção MURAKAMI et al., 2012 

HepG2, Huh-7 e Hep3B Citotóxica e 

apoptose celular 

CHENG et al., 2012 

  

O efeito apoptótico demonstrado por ar-turmerona em células U937, HepG2, Huh-7 e 

Hep3B foi evidenciado pela indução de Bax, p53 e atuação da caspase-3 (LEE, 2009; 

CHENG et al., 2012). Avaliação neuroinflamatória de ar-turmerona em células microgliais 

BV-2 resultaram na modificação da expressão de moléculas neuroinflamatórias a partir da 

inibição da translocação nuclear e ativação de NF-κB (PARK et al., 2012
a
). Em estudo com 

células tumorais de mama, observou-se que ar-turmerona também inibe a ativação de NF-κB, 

a atividade enzimática e a expressão de COX-2 e MMP-9, em concentrações não citotóxicas 

(PARK et al., 2012
b
). 

 

1.3 INFECÇÕES FÚNGICAS 

1.3.1 Candida spp. 

 

Os fungos são micro-organismos eucariontes que possuem íntimo contato com seres 

humanos, povoando desde a epiderme até mucosas. Espécies de Candida spp. existem como 

microbiota normal em sítios corporais como garganta, área vulvovaginal, pele e intestino ou 

sendo colonizadores transitórios em outros tecidos (SIDRIM; ROCHA, 2004
a
; CHAPMAN; 

SULLIVAN; CLEARY, 2008). 

De forma oposta aos vírus e algumas bactérias, os fungos não necessitam causar 

infecção para sobreviverem, já que constituem a microbiota natural de homens e animais 
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(CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008; BERTO, 2010). Com isso, os fungos passaram 

a ser classificados como oportunistas quando deixam de ser inofensivos e passam a 

desenvolver doenças (GHANNOUM, 2001). Em pacientes imunossuprimidos, as infecções 

fúngicas ocorrem frequentemente, sendo causadas principalmente por espécies de Candida 

sp., Aspergillus sp., Zygomyces sp. e Cryptococcus sp. (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006; 

WINN et al., 2008
a
).   

Com a criação de um desequilíbrio no binômio parasita-hospedeiro os fungos 

encontram um ambiente favorável para desenvolver seu papel patogênico (SIDRIM; ROCHA, 

2004
b
). O aumento das infecções fúngicas deve-se ao crescimento da população 

imunossuprimida, decorrente principalmente da terapêutica antitumoral, da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS), dos transplantes de órgãos, pacientes tubérculosos, com 

lúpus eritematoso e diabetes mellitus (BERTO, 2010).  

Em pacientes infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) a principal 

infecção observada é a candidíase oral, sendo também recorrente a candidíase vulvovaginal, o 

que determina um tratamento oral com fluconazol, de natureza profilática por toda a vida. Em 

pacientes com imunossupressão, devido a outra origem, observa-se também que a espécie C. 

albicans continua a ser o agente etiológico mais frequente. No entanto, quando trata-se de 

fungemia, os agentes mais isolados são C. parapsilosis, em paciente com cateter vascular e 

nutrição parenteral e C. tropicalis nos pacientes em tratamento de câncer e neutropênicos 

(COLOMBO et al., 2006). 

Entre os anos de 1979 a 2000, houve um aumento de 207% das septicemias causadas 

por fungos no Estados Unidos (MARTIN et al. 2003), sendo que, 40% das mortes por 

infecção hospitalar foram de etiologia fúngica (GHANNOUM, 2001). Esta infecção está 

associada a uma taxa de mortalidade de 10% e 14,5% em pacientes hospitalizados, pediátricos 

e adultos, respectivamente (ZAOUTIS et al., 2005). Os isolados clínicos de pacientes com 

candidemia apresentaram taxa de mortalidade maior, quando estes possuíam a capacidade de 

formar biofilme em relação aos isolados incapazes, sendo 70% versus 45,7%, respectivamente 

(TUMBARELLO et al., 2007). Comparação entre a mortalidade de C. não-albicans (C. krusei 

e C. glabrata) e C. albicans mostrou que infecções com esta espécie possuem uma taxa de 

28% contra 50% das outras (CHESON, 1995). 

A alteração na epidemiologia das infecções sanguíneas por Candida spp. preocupam 

quanto ao fato da existência de resistência aos azóis (GHANNOUM, 2001; ALMIRANTE et 

al., 2005). Apesar de estudos mostrarem mudanças na epidemiologia de infecções causadas 

por espécies de Candida spp. (GHANNOUM, 2001), ainda encontram-se dados onde a 
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espécie majoritária é C. albicans (43,7% dos casos de candidemia), seguida de C. tropicalis 

(18,3%), C. parapsilosis (15,6%), C. glabrata (10,7%) e C. krusei (2%) (ANDES et al., 

2012). Na America Latina e no Brasil ocorreram mudanças no perfil de isolamento de 

Candida spp., chegando a prevalecer as espécies não-albicans como C. tropicalis e C. 

parapsilosis (MIMÍCA et al., 2009). 

Com o uso generalizado de antifúngicos, como tratamento preventivo ou curativo, 

promove-se a seleção de espécies resistentes aos fármacos usuais (MOTTA, 2010),  

demonstrada pelo fato de infecções decorrentes de C. glabrata e C. krusei se manifestarem 

em pacientes que utilizaram antifúngicos azólicos (COLOMBO et al., 2006). Espécies de C. 

não-albicans já apresentam resistência ao fluconazol, assim como, em isolados clínicos de 

candidíase de orofaringe essa resistência ao fluconazol foi observada juntamente com a 

resistência cruzada ao itraconazol e ao cetoconazol (CHESON, 1995; LAGUNA et al., 1997; 

TUMBARELLO et al. , 2007). C. krusei com sensibilidade diminuída a anfotericina B, 

CIM de 0,5 µg.mL
-1

, e C. tropicalis resistente à 5-fluocitosina em 8,6% dos isolados testados 

(ALMIRANTE et al., 2005; MIMÍCA et al., 2009). Pacientes HIV positivo apresentaram 

9,5% dos isolados clínicos de Candida spp. com CIM acima de 64 µg.mL
-1 

de fluconazol, 

entre os isolados estão: C. albicans, C. krusei e C. tropicalis (ENWURU, 2008).  

Entre as classes antifúngicas de maior aplicação no tratamento de infecções 

sistêmicas estão as classes de polienos, azóis e equinocandinas (CHAPMAN; SULLIVAN; 

CLEARY, 2008). A anfotericina B é um antimicrobiano poliênico, produzido por bactérias 

que habitam o solo, Streptomyces nodosus. Esse farmaco é administrado em infecções 

fúngicas sistêmicas com amplo espectro de ação, que inclui C. albicans, C. neoformans, 

Aspergillus spp., Histoplasma capsulatum entre outros fungos de micoses sistêmicas 

invasivas. No entanto, essa terapêutica possui como um dos seus efeitos adversos a toxicidade 

do fármaco que manifesta-se através de anemia, leucopenia, trombocitopenia e 

nefrotoxicidade (PATEL, 1998). Devido ao dano renal apresentado pela anfotericina B surge 

um impasse entre o tratamento da infecção e o desenvolvimento de nova patologia.  

Os azóis são fármacos antifúngicos sintéticos, amplamente utilizados, representados 

por fluconazol, voriconazol, cetoconazol, etc. Todos os fármacos desta classe estão associados 

ao aumento de transaminases, e ao itraconazol, frequentemente, insuficiência hepática (TAN 

et al., 2006). A utilização de fluconazol na profilaxia a longo prazo e no tratamento de 

candidíase oral recorrente ocorre entre a prática médica, o que leva ao surgimento de 

infecções por C. albicans resistentes a terapêutica em doses convencionais (MARTIN, 1999). 

A utilização profilática prolongada com itraconazol em pacientes com AIDS resulta em 
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suscetibilidade reduzida ao fârmaco e resistência cruzada ao fluconazol (GOLDMAN et al., 

2000). O resultado dessa seleção é a modificação das espécies de Candida spp. responsáveis 

pelas infecções, abrindo lugar para as espécies de C. não-albicans (GHANNOUM, 2001). 

 

1.3.2 Cryptococcus neoformans 

 

 Entre as espécies de criptococos, o responsável por grande parte das infecções nos 

seres humanos é o Cryptococcus neoformans. Trata-se de uma levedura com capacidade de se 

encapsular, cujo habitat natural é o solo. É um patógeno intracelular que pode sobreviver e 

replicar dentro de macrófagos. A formação da cápsula polissacarídica, constituída 

principalmente de glucuronoxilomanana, proporciona um mecanismo para aderência nos 

revestimentos da mucosa e proteção contra fagocitose
 
(ZARAGOZA et al., 2007; WINN et 

al., 2008
b
). Este processo facilita o trânsito através da corrente sanguínea, sendo um 

mecanismo de disseminação até seu principal sítio de infecção pelo qual tem tropismo, o 

sistema nervoso central (ZARAGOZA et al., 2007). Além deste mecanismo de virulência 

também é capaz de produzir células titan, melanina, proteinases, manoproteínas e liberar 

metabólitos polióis úteis à invasão e destruição celular (WINN et al., 2008
b
). A formação de 

células titan - células diferenciadas e alargadas podendo ter entre 50 e 100 μm de diâmetro - 

estão associadas a promoção da infecção pulmonar inicial (CRABTREE et al., 2012).  

A meningite e a pneumonia são as manifestações clínicas primárias de infecção por C. 

neoformans (PIROFSKI; CASADEVALL, 1996). A infecção inicial é geralmente controlada 

em hospedeiros imunocompetentes, levando a um estado latente assintomático (ZARAGOZA 

et al., 2007). Apesar de se tratar de um micro-organismo avirulento, pelas características 

apresentadas e pelo potencial em causar risco de vida em meningoencefalite, não é 

contagioso. A modificação de seu estado de avirulento para espécie virulenta qualifica-se 

quanto ao hospedeiro em que haverá interação (PIROFSKI; CASADEVALL, 1996; 

CASADEVALL; PIROFSKI, 2001).  

A incidência de infecções por C. neoformans teve acréscimo importante nos últimos 

20 anos em consequência da epidemia do vírus HIV e uso de terapias imunossupressoras 

(CASADEVALL; PERFECT, 1988). Essa incidência crescente se apresenta proporcional a 

disseminação do HIV (HEITMAN et al., 2011). Dados representativos do ano de 1998, 

apontam que 10% das infecções sistêmicas fúngicas nos EUA foram diagnosticadas como 

criptococose, sendo que 79% das hospitalizações por criptococose ocorreram em pacientes 

http://iai.asm.org/search?author1=Juliet+N.+Crabtree&sortspec=date&submit=Submit
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HIV positivo (WILSON et al., 2002). Estimativas globais, apontam que, anualmente, 

aproximadamente 1 milhão de pessoas desenvolvam meningite criptocócica, e que mais de 

600 mil venham a óbito após os três primeiros meses da infecção por C. neoformans (PARK 

et al., 2009). Em estudo realizado nas fezes de aves, outro habitat natural do fungo, observou-

se que das 17 cepas de Cryptococcus spp. isoladas 11,7% apresentavam resistência ao 

fluconazol (GONZÁLEZ-HEIN; GONZÁLEZ-HEIN; JARABRÁN, 2010).  

Diante do aumento constante das infecções fúngicas causadas por Candida spp. e C. 

neoformans, associado ao cenário de pacientes imunossuprimidos e ao desenvolvimento de 

resistência aos poucos fármacos existentes surge a necessidade de novas estratégias 

terapêuticas, principalmente, a partir de metabólitos secundários de plantas medicinais. 

 

1.4 TUMORES E TRATAMENTO TERAPÊUTICO 

 

Os órgãos e tecidos de um animal adulto são mantidos por um balanço entre a 

renovação e a morte celular. O câncer é uma doença caracterizada por alterações no genoma 

celular, tendo como alicerces a ativação de oncogenes dominantes e/ou a perda da função de 

genes supressores de tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2000). O desenvolvimento tumoral 

parte de uma célula normal onde ocorrerá uma hiperplasia, com aumento da proliferação 

celular, displasia e indução de angiogênese, chegando a formação de um tumor sólido e em 

alguns casos propagação de algumas células pelo organismo, desencadeando a metástase 

(BERGERS; HANAHAN; COUSSENS, 1998). 

Os genes supressores de tumores agem no controle do ciclo celular, regulando a 

divisão e diferenciação celular (CURTO et al., 2007). É a partir da transformação maligna da 

célula, que ela passa a se proliferar independentemente de estímulos de fatores de 

crescimento. Este processo de transformação pode ser gerado por agentes químicos (reagentes 

alquilantes do DNA) ou agentes físicos (luz ultravioleta e radiação ionizante) que promovem 

mutação celular (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002).  

Após quase quatro décadas de rápidos avanços em pesquisas sobre o câncer, mais de 

100 tipos distintos da doença e subtipos de tumores em órgãos específicos foram 

classificados. A quimioterapia continua a ser um desafio ao tentar destruir as células 

neoplásicas e preservar as células normais. Até certo ponto, dispomos de terapias alvo 

específico que atuam bloqueando os sinais de crescimento das células tumorais, reduzindo o 

fornecimento de nutrientes para estas células e/ou ainda, estimulando o sistema imunológico a 

http://pubget.com/search?q=Gisela+González-Hein
http://pubget.com/search?q=Jaime+González-Hein
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reconhecer e destruir as células tumorais. Entre os fármacos utilizados para o tratamento 

antitumoral estão duas categorias, que dividem-se nos fármacos de ciclo-específicos e ciclo-

não-específicos. São classificados como de ciclo-específicos os alcalóides da vinca 

(vincristina e vimblastina) que atuam como antimitóticos, antimetabólitos (5-fluorouracila e 

metotrexato) e taxanos isolados de espécies do gênero Taxus (Taxaceae). Entre os 

medicamentos de ciclo-não-específicos estão os antibióticos antitumorais (doxorrubicina), 

análogos da platina (cisplatina e oxaliplatina), antraciclinas e campotecinas (BOGO, 2009; 

SILVA, 1994). Apesar das inúmeras possibilidades de tratamento, já foram registrados casos 

de resistência a vincristina e paclitaxel em glioblastomas e astrocitomas resistentes a 

carboplatina, cisplatina e paclitaxel (SCHOR, 2009). Assim como, a resistência à cisplatina 

observada no tratamento de câncer de pulmão de células não-pequenas (YANG et al., 2013). 

 

1.4.1 Câncer colorretal 

 

O câncer colorretal (CCR) abrange tumores que acometem um segmento do intestino 

grosso (o cólon) e o reto. Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), apontam que 

cerca de 95% dos cânceres de cólon são do tipo adenocarcinoma, que acomete as células 

produtoras de muco e fluido intestinal. O CCR apresenta uma alta incidência e taxa de 

mortalidade de 33% em países desenvolvidos (CUNNINGHAM et al., 2010). Segundo dados 

do INCA, estima-se, no Brasil, mais de 30 mil novos casos de câncer de cólon e reto em 2012, 

sendo que no ano de 2010 mais de 13 mil pacientes foram a óbito. A incidência de câncer 

colorretal se aproxima de 100% na polipose adenomatosa familiar (PAF) (WARRIER; 

KALADY, 2012). 

A doença, geralmente, inicia-se a partir de pólipos que caracterizam-se por projeções 

benignas na parede interna do intestino grosso. A progressão para o câncer colorretal resulta 

da transformação do epitélio colônico normal, denominados pólipos adenomatosos, em lesões 

malignas, os adenocarcinomas (BODGER, 2000). De maneira lenta, geralmente envolvendo 

vários anos e com um número considerável de alterações genéticas os adenomas colorretais 

podem sofrer malignização, evoluindo para adenocarcinomas (VIJAN et al., 2004). Através 

da hiperproliferação do epitélio - mutação no gene APC - formam-se os pequenos adenomas 

que após mutação de K-ras aumentam seu tamanho, somados a isso, a combinação da 

mutação p53 e a perda de 18q (gene DCC), levam a modifica em células malignas 

(SANDOUK; JERF; AL-HALABI, 2013) (Figura 3). Estima-se que 60% dos casos de câncer 
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colorretal por adenomas progredirá por via supressora, geralmente iniciado por uma mutação 

do gene APC (JASS, 2007). 

 

Figura 3 -  Desenho esquemático do desenvolvimento de Câncer colorretal. A primeira alteração 

genômica resulta em mutação no gene APC levando a proliferação celular anormal, desenvolvendo os 

adenomas que após sofrerem nova mutação em K-ras, p53 e perda de 18q originam o carcinoma de 

cólon. (Adaptado de SANDOUK; JERF; AL-HALABI, 2013). 

 

 

 A absorção de nutrientes do intestino é realizada, em grande parte, pelas veias 

mesentéricas. Este aparato circulatório proporciona uma vasta área para invasão e 

disseminação de células tumorais. Assim, um dos implicadores no tratamento do câncer 

colorretal é também o tratamento de pacientes com metástase hepática (INNOCENTI et al., 

2010). Estima-se que 10 a 20% dos pacientes com câncer colorretal sejam diagnosticados já 

em estágio IV, ou seja, apresentam metástase em locais como fígado, pulmões, rins, 

estômago, duodeno, pâncreas e pélvis (NATIONAL FOUNDATION FOR CANCER 

RESEARCH, 2013). O tratamento quimioterápico é atualmente a única estratégia terapêutica 

disponível em casos de câncer colorretal com metástase hepática "não-operável", tornando 

assim a doença ressecável e disponibilizando a melhor forma para cura deste paciente 

(ADAM et al., 2011). A adição de fármaco antiangiogênico, bevacizumabe, na terapêutica 

com oxaliplatina, 5-fluorouracila e leucovorina aumenta a duração da sobrevida para 

pacientes com CCR metastático (GIANTONIO et al., 2007).  

No entanto, a utilização de oxaliplatina provoca a síndrome de obstrução sinusoidal 

causada por sua hepatotoxicidade, o que representa um evento adverso deste fármaco 

(RUBBIA-BRANDT et al., 2004) e risco de esplenomegalia em pacientes tratados com 
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FOLFOX (5-fluorouracila, oxaliplatina, leucovorina) (MIURA et al., 2011). Devido a 

dificuldades no tratamento do câncer, pelo acréscimo da incidência de tumores malignos 

resistentes e toxicidade dos fármacos administrados, há a necessidade de desenvolvimento de 

novos agentes antineoplásicos.  

O desenvolvimento de novos fármacos para doenças em expansão é o alvo para uma 

melhor qualidade de vida aos pacientes. A resistência fúngica e a ineficácia e toxicidade dos 

tratamentos antitumorais incentivam a busca por novos compostos. Deste modo, propõem-se 

o estudo com ar-turmerona objetivando sua ação antifúngica e seu potencial citotóxico sobre 

células tumorais. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 O objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade de ar-turmerona sobre linhagens 

de células tumorais e sobre espécies fúngicas patogênicas e o potencial de segurança após 14 

dias de administração via gavagem em camundongos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Investigar a atividade citotóxica ex vivo de ar-turmerona frente a células tumorais 

HEp-2, HRT-18 e HeLa. 

2. Avaliar ação antifúngica de ar-turmerona sobre: 

a) cepas de Candida spp. clínicas e C. albicans ATCC
®
 14053, C. albicans ATCC

®
 

64546 e C. krusei ATCC
®
 6258  e 

b) C. neoformans ATCC
® 

90112. 

3. Determinar o potencial de segurança da administração oral de ar-turmerona a partir de 

marcadores bioquímicos e análise histológica em fígados e rins de camundongos 

machos Swiss. 
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3 METODOLOGIA  

3.1 REAGENTES 

 

 Os reagentes utilizados foram: meio de cultivo RPMI-1640 (HIMEDIA®), tampão 

MOPS (SIGMA
®

), ágar Sabouraud dextrose (HIMEDIA®) e cloreto de sódio (NaCl) 0,85% 

(BIOTEC®) e anfotericina B (Iffect Chemphar Co., Ltd, China). Para ensaio de 

citotoxicidade em células tumorais utilizou-se meio de cultivo Iscove’s (Modified Dulbecco’s 

Médium – SIGMA
®
), solução tampão fosfato sem cálcio e sem magnésio (PBS) para 

lavagens, soro fetal bovino a 10% (GIBCO
®
), penicilina (10000 U.I./Ml) e estreptomicina a 

1% (SIGMA-ALDRICH
®
), tripsina (SIGMA-ALDRICH

®
) e o MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-

yl)-2,5-difeniltetrazolium bromida) (SIGMA-ALDRICH
®
), polisorbato 80 (Tween 80 - 

SIGMA-ALDRICH
®
). 

 

3.1.1 Isolamento e caracterização de ar-turmerona 

 

 A extração do composto ar-turmerona foi realizado de acordo com os procedimentos 

adotados nos laboratórios de fitoquímica (OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010) na 

UFG pelos professores Dr. Fernando Petacci e Dra. Silvia Souza Freitas. Procedeu-se a adição 

do rizoma de C. longa seco e triturado (500 g) a 1000 mL de hexano, esta mistura foi mantida 

à temperatura ambiente sob agitação por 4 h. Após, foi filtrada em funil de Büchner utilizando 

papel filtro e o solvente eliminado em evaporador rotativo a baixa pressão. A fração oleosa 

resultante da extração foi separada por cromatografia em coluna (CC) [Si(OH)2] (Vetec, 60-

270 mesh) e eluída com a mistura hexano:acetato de etila (9:1). As frações isoladas foram 

coletadas e analisadas por cromatografia em camada delgada (0,20mm Sílica gel 60 

Macherey-Nagel) por comparação com padrão previamente isolado e identificado de ar-

turmerona, a fim de se obter maior rendimento possível com alto grau de pureza. A fração 

isolada com CC que continha a maior quantidade do óleo extraído dos rizomas foi 

caracterizada por espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN 
1
H, 

13
C, HSQC e 

HMBC - BRÜCKER 500 MHz (
1
H), AVANCE) e por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (GC-17 A Shimadzu, GCMS-QP 5000 Shimadzu, Coluna DB-5 30 

m x 0,32 mm) pela ionização de impacto de elétrons à 60ºC (3 min); 5 ºC/min até 240ºC (8 

min); temperatura do injetor: 180ºC; temperatura do detector: 260ºC; volume de injeção: 1 
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L. Os espectros de massas obtidos foram comparados com banco de dados NIST-62 

(TAVARES et al., 2013). 

 

3.2 ATIVIDADE CITOTÓXICA ex vivo SOBRE LINHAGENS DE CÉLULAS TUMORAIS 

3.2.1 Manutenção das linhagens celulares 

 

As células utilizadas são células humanas HEp-2 (ATCC CCL-23), adenocarcinoma 

colorretal e ileocecal - HRT-18 (ATCC CCL-244) e adenocarcinoma cervical - HeLa (ATCC
 

CCL-2), adquirida do Instituto Adolf Lutz e doadas pela professora Dra. Katia Sabrina 

Paludo, respectivamente. As células foram cultivadas aderidas em garrafa de polipropileno em 

meio de cultura RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino a 10%, solução de 

penicilina (10.000 U.I./Ml) e estreptomicina (10mg/mL) a 1% (FRESHNEY, 1994; 

HARRISON; RAE, 1997). Após, manipulou-se em ambiente e com materiais estéreis, sendo 

as garrafas incubadas em estufa (QUIMIS
®
) a 37 °C e 5% de CO2 gasoso. As subculturas 

foram realizadas a cada três dias, quando se obteve viabilidade celular suficientemente alta 

(mínimo de 95%) para realização dos ensaios.  

 

3.2.2 Preparo da suspensão de células 

 

As subculturas mantidas em garrafas foram visualizadas em microscópio de luz 

invertida (BEL Photonics
®
), observando o crescimento das células no fundo da garrafa. 

Removeu-se o meio de cultura e foi realizada a limpeza com 5 mL de solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) pH= 7,4, a fim de remover o meio de cultura restante.  

Posteriormente, adicionou-se 3 mL de tripsina (0,03% de EDTA). A função da tripsina como 

enzima proteolítica é digerir as proteínas da matriz extracelular e as proteínas transmembrana 

e a do EDTA é quelar o Ca
2+

 do qual depende a adesão entre as células e entre as células e a 

matriz extracelular. Em seguida, inativou-se a tripsina com adição de meio de cultivo 

contendo soro fetal bovino a 10%. Este volume foi centrifugado (Centribio
®

) em tubo falcon a 

1000 rpm durante 1 minuto. Ao final, descartou-se o sobrenadante sem perder o pellet de 

células (FRESHNEY, 1994).  

A ressuspensão das células foi realizada em 1 mL de meio de cultivo, 

homogeneizando-se as células cuidadosamente. Após, realizou-se a determinação da 
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viabilidade celular por contagem em câmara de Neubauer pelo método de exclusão de corante 

“azul de tripan”, para obtenção da taxa de viabilidade celular em porcentagem (FRESHNEY, 

1994). 

 

3.2.3 Ensaio citotóxico sobre linhagens de células tumorais 

 

Os testes foram realizados em placa estéril de 96 poços, com contagem final de 1 x 10
4
 

células.mL
-1

 em cada poço em meio RPMI e incubadas por 24 h a 37 °C e 5 % de CO2 gasoso. 

Após, retirou-se o meio de cultivo com cautela para não danificar as células aderidas a placa e 

adicionou-se as drogas em diferentes concentrações completando o volume para 200 µL de 

meio de cultivo. O controle negativo (ausência de drogas) e controle celular (contendo álcool 

etílico) fizeram parte do experimento, sendo que todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. As placas foram incubadas por 24 h e 48 h. Ao final de cada período o meio de 

cultivo foi retirado cuidadosamente e adicionou-se o MTT. 

 

3.2.4 Avaliação citotóxica pelo método de redução de MTT 

  

O MTT é um composto amarelo que sofre redução por desidrogenases mitocondriais 

das células metabolicamente ativas, formando um produto chamado de formazana 

(MOSMANN, 1983). Este se acumula dentro das células em forma de cristais azuis, que são 

solubilizados pela adição de álcoois. Assim, quanto maior a viabilidade celular, maior será a 

redução do MTT e desta forma, maior a absorvância espectrofotométrica em 570 nm 

(DENIZOT; LANG, 1986; CARMICHAEL et al., 1987). 

As células foram incubadas com 70 µL de MTT 0,5 mg.mL
-1

. Ao final de 2 horas, 

retirou-se o MTT e solubilizou-se os cristais azuis formados pela adição de 100 µL de eluente, 

álcool isopropílico ácido (0,1 M de HCl). Após completa solubilização analisou-se o produto 

formado, formazana, por espectrofotometria (Spectra MAX 190®) em 570 e 630 nm.  

Com a leitura dos poços em 570 e 630 nm foi realizada uma subtração para obtenção 

do valor real de absorvância, sendo que, a formazana possui absorção em 570 nm e as células 

viáveis presentes nos poços causam uma turvação observada em 630 nm. O controle celular 

de solvente é o resultado do crescimento das células em presença de álcool etílico. A 

viabilidade celular foi calculada usando a seguinte equação: 
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Viabilidade (%): ABS dos poços com drogas/  ABS do controle celular X 100, onde: 

ABS: absorvância e  : Média 

 

Como parâmetro para determinação da citotoxicidade, foi utilizado o valor de CI50 

(concentração capaz de induzir a morte de 50% das células), a partir das diferenças de 

viabilidade dos poços contendo ar-turmerona e controle celular.  

 

3.2.5 Avaliação morfológica através de microscopia de luz das células HEp-2, HRT-18 e 

HeLa. 

 

A análise morfológica observou a ação citotóxica induzida pelo tratamento com ar-

turmerona nas células das linhangens tumorais HEp-2, HRT-18 e HeLa através da fixação e 

visualização microscópica. 2,5 x 10
4
 células foram incubadas por 24 horas sobre lamínulas de 

vidro redondas em placas de 24 poços. Após, foram submetidas ao tratamento com diferentes 

concentrações de ar-turmerona e incubadas por 24 horas. Em seguida, as células foram 

fixadas com formol 2% e coradas com o corante hematológico May-Grunwald-Giemsa, as 

lamínulas foram montadas sobre lâminas de vidro e as células foram avaliadas em 

microscópio Olympus e fotografadas com câmera Olympus Digital DP-25. 

 

3.3 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA.  

3.3.1 Cepas de Candida spp. e Cryptococcus neoformans 

 

 As leveduras usadas para o ensaio antifúngico foram as cepas American Type Culture 

Collection (ATCC) de C. albicans ATCC
 
14053, C. albicans ATCC 64546, C. krusei 6258 e 

4 isolados clínicos de Candida spp. do Laboratório Central do Estado do Paraná – LACEN, 

além da cepa de Cryptococcus neoformans ATCC 90112. Entre as quatro espécies de 

Candida spp. isoladas e doadas pelo LACEN estão C. tropicalis, C. utilis e duas cepas C. 

parapsilosis. 
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3.3.2 Preparo do meio de cultivo 

 

O meio de cultivo foi preparado a partir da pesagem 10,4 g de RPMI-1640 em pó 

(com glutamina e vermelho fenol, sem bicarbonato) e 34,53 g de tampão de MOPS (ácido 3-

[N-morfolino] propanosulfônico). Dissolveu-se o meio em 900 mL de água destilada. 

Acrescentou-se o tampão (concentração final de 0,165 mol.L
-1

), agitando até dissolver. 

Ajustou-se o pH para 7,0 a 25 °C utilizando hidróxido de sódio 1 mol.L
-1

. Ao final, 

acrescentou-se água adicional para levar o meio ao volume final de 1 litro. A esterilização foi 

realizada por filtração em filtro de poro 22 µm e armazenou-se a 4 °C. 

 

3.3.3 Ensaio Antifúngico 

 

O teste de sensibilidade para determinar a concentração inibitória mínima (CIM) de 

ar-turmerona e a contagem de unidades formadoras de colônias (UFC), foi desenvolvido 

baseando-se na Normativa M27-A2 do CLSI através da técnica de microdiluição. O meio de 

cultivo usado foi RPMI 1640 e RPMI suplementado com glicose 20 g.L
-1

 (2%) para Candida 

spp. e C. neoformans, respectivamente (CLSI, 2002; EUCAST). Os repiques foram realizados 

em ágar Sabouraud com 24 h e 48 h de antecedencia para Candida spp. e C. neoformans, 

respectivamente. O inóculo foi ajustado em espectrofotômetro a 0,08 a 0,1 de absorvância 

(JASCO
®

) ao qual foi adicionado meio de cultivo para obter a concentração final de 0,5 a 

2,5 x 10
3
 UFC.mL

-1
 para espécies de Candida spp. (CLSI, 2002) e 0,5 a 5 x 10

5
 UFC.mL

-1
 

para C. neoformans (EUCAST).   

O experimento foi realizado em placas de microdiluição estéreis com distribuição das 

drogas no volume de 5 µL, o inóculo correspondendo a 100 µL e o meio de cultivo 

completando o volume para 200 µL. Os controles empregados são controles de crescimento 

(controle positivo), controle de esterilidade (controle negativo), controle do solvente (controle 

positivo contendo 5 μL etanol), controle com anfotericina B e controle negativo das drogas, 

garantindo que não exista contaminação de ar-turmerona por micro-organismos. 

Após a distribuição de todas as drogas as placas de microdiluição foram incubadas em 

estufa bacteriológica (QUIMIS
®
) a 35 °C por 24 h. Ao final de 24 h de incubação realizou-se 

a leitura visual da turvação para Candida spp. e C. neoformans. A concentração inibitória 

mínima (CIM) foi definida como a “menor concentração que apresenta proeminente redução 

do crescimento comparando-se ao crescimento no controle positivo” (CLSI, 2002), cerca de 
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90% de inibição. Cada concentração foi avaliada em triplicata e cada cepa foi testada em 

quatro ensaios independentes. 

 

3.3.4 Contagem de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) 

 

 O plaqueamento foi realizado nas concentrações de ar-turmerona que apresentaram 

menor turvação que o controle positivo, a partir do teste antifúngico de microdiluição. Foi 

realizada a diluição 1:100 em microtubos de centrifugação para minimizar a contagem na 

placa. Esta solução foi plaqueada em ágar sabouraud dextrose no volume de 20 µL e incubada 

por 24 h a 35 °C. Após este período cada placa teve suas UFC contadas e calculou-se a 

concentração em UFC.mL
-1

 com base na diluição e volume plaqueado. 

 

3.4 ENSAIO in vivo 

 

Quinze camundongos Swiss machos, com peso médio de 29 g, foram mantidos em 

gaiolas comunitárias, aclimatizados com ração e água ad libitum, temperatura ambiente 

controlada (25± 2ºC), umidade relativa do ar (60-80%) e ciclo claro-escuro de 12 horas por 5 

dias. Todos os procedimentos utilizados seguiram os “Principles of Laboratory Animal Care” 

do National Institutes of Health (NIH) além de serem encaminhados ao Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Estadual do Centro-Oeste com parecer favorável, 

ofício nº 122/2013 parecer 073/2013. 

Após o período de ambientação, iniciou-se o experimento onde os animais 

permaneceram em ambiente controlado, e em jejum alimentar por 1 hora antes da 

administração de ar-turmerona, recebendo alimentação 30 minutos após a gavagem. Os 

grupos foram divididos em: controle (administrado Tween 80 a 2%; grupo 1), ar-turmerona 

(30 mg/Kg; grupo 2), ar-turmerona (60 mg/Kg; grupo 3). A ar-turmerona foi administrada 

por via oral, na forma de gavagem gástrica, dissolvida em Tween 80 a 2% por 14 dias. Os 

animais foram avaliados diariamente quanto ao peso corporal para controle do mesmo e 

cálculo para administração de ar-turmerona. Ao final do experimento os animais foram 

anestesiados com xilazina e cetamina, via intramuscular, na dose de 20 mg/kg e 50 mg/kg 

respectivamente, cada uma delas em seringa separada, para realização da coleta de amostras 

sanguínea por punção cardíaca seguida da eutanásia por deslocamento cervical. Após a 
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eutanásia o fígado e os rins foram rapidamente retirados e armazenados em solução de formol 

10% para avaliação histopatológica. O sangue foi coletado em tubos heparinizados e 

centrifugados em 3000 rpm por 10 minutos para obtenção do plasma. Este foi utilizado para a 

análise bioquímica de enzimas indicativas de hepatotoxicidade e produtos de degradação para 

análise de nefrotoxicidade: alanina aminotransferase (AST), aspartato aminotransferase 

(ALT) e fosfatase alcalina (FAL), creatinina e uréia. 

 

3.4.1 Ensaios bioquímicos 

 

 A avaliação das enzimas hepáticas, da uréia e creatinina foram realizadas logo após a 

coleta e centrifugação do sangue heparinizado para obtenção do plasma. As metodologias 

foram seguidas conforme definição dos kit de cada ensaio (Creatinina, FAL, AST e ALT - 

BIOCLIN
®
; Uréia - LABTEST

®
). 

 

3.4.2 Avaliação histopatológica de camundongos Swiss 

 

Os órgãos foram removidos e então depositados em frasco contendo formol a 10%. Os 

frascos foram encaminhados ao HISTOCENTER – Anatomia Patológica e Citopatologia 

(Guarapuava, Paraná) para confecção das lâminas e elaboração de laudo pela Dra. Michelle 

Gusmão de Assis. Os cortes histológicos foram corados com hematoxilina/eosina (H&E), 

analisados e fotografados em um microscópio. 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão (DP). Comparações 

estatísticas foram feitas pela ANOVA (Excel, 2010; Prism 5). Diferenças foram consideradas 

estatisticamente significantes com p < 0,05 pela comparação entre as médias pelo pós teste 

Tukey, onde os resultados expressos significam que letras diferentes correspondem a valores 

que diferem entre si signicativamente e letras iguais valores que não diferem entre si 

significativamente nas colunas. 

 

 



34 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A caracterização realizada por RMN e CG - espectrômetro de massas permitiu a 

identificação do composto como sendo ar-turmerona segundo Tavares et al., 2013 (Figura 4). 

 

Figura 4 – Estrutura química de ar-turmerona 

 

 

4.1 ATIVIDADE CITOTÓXICA ex vivo SOBRE LINHAGENS DE CÉLULAS TUMORAIS  

4.1.1 Avaliação da viabilidade celular de células tumorais HEp-2, HRT-18 e HeLa  

4.1.1.1 Atividade citotóxica de ar-turmerona sobre células HEp-2 

 

A ação citotóxica de ar-turmerona sobre a linhagem celular HEp-2 foi avaliada 

utilizando diferentes concentrações do composto após 24 h e 48 h de incubação (Figura 5). O 

ensaio com 24h de incubação, revelado com MTT, demonstrou como viabilidade celular os 

valores de: 85%, 54%, 53%, 48%, 36%, 21% e 8% para 1, 10, 20, 31, 40, 62 e 92 µg.mL
-1

 de 

ar-turmerona, respectivamente. Após 48 h de incubação a viabilidade celular observada  foi 

de 94%, 74%, 63%, 52%, 45%, 28% e 12%, para as mesmas concentrações de ar-turmerona 

do ensaio com 24 h de incubação. Como pode ser observado, a ação de ar-turmerona sobre a 

linhagem celular HEp-2 mostrou-se concentração-dependente. A concentração capaz de 

induzir a morte de aproximadamente 50% (CI50) das células foi determinada a partir da 

aproximação àquela concentração que permitiu a viabilidade mais próxima de 50% das 

células, levando a um CI50 de 28 e 33 μg.mL
-1
 de ar-turmerona em 24 h e 48 h de incubação do 

ensaio, respectivamente.  
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Figura 5 - Avaliação da citotoxicidade de ar-turmerona pela redução de MTT sobre linhagem celular 

HEp-2 após 24 h (A) e 48 h (B) de incubação a 37°C e 5% de CO2. O controle do solvente foi 

considerado como 100% de viabilidade celular para cálculos de viabilidade celular. (A) e (B)* difere 

significativamente do controle de solvente. As concentrações de ar-turmerona diferem entre si 

conforme variação de letras (ANOVA-fator único (p < 0,05) pós teste de Tukey).  

       

 

4.1.1.2 Atividade citotóxica de ar-turmerona sobre células HRT-18 

 

O ensaio citotóxico ex vivo de células HRT-18 com 24 h de incubação demonstrou que 

as menores concentrações (1, 10, 20 e 31 µg.mL
-1

) de ar-turmerona apresentaram baixa 

atividade citotóxica (96%, 96,5%, 77% e 87%, respectivamente), por outro lado, a ação de 40 

e 62 µg.mL
-1

 de ar-turmerona resultou na viabilidade 62% e 29% das células, 

respectivamente. Após 48 h de incubação de ar-turmerona, as células HRT-18 demonstraram 

uma viabilidade celular de 91%, 59%, 46%, 22%, 8% e 5% com 1, 10, 20, 31, 40 e 62 µg.mL
-1
 

de ar-turmerona (Figura 6). 

A atividade citotóxica das células HRT-18 mostrou-se concentração-dependente para 

o ensaio de 24 h a 48 h de incubação. Sendo que a principal concentração a demonstrar esse 

perfil foi através da utilização de 40 μg.mL
-1

 de ar-turmerona, onde em 24 h de incubação a 

viabilidade obtida foi de 62% e em 48h de 8% das células viáveis (Figura 6). Este efeito 

também foi observado por Lee (2009) onde as células U937 apresentaram-se menos viáveis 

após 48 h de incubação com ar-turmerona. A CI50 para as células HRT-18 foi de 52 e 20 

μg.mL
-1

 de ar-turmerona para 24 h e 48 h de incubação, respectivamente. 

 

 

(A) (B) 



36 
 

Figura 6 - Avaliação da citotoxicidade de ar-turmerona pela redução de MTT sobre linhagem celular 

HRT-18 após 24 h (A) e 48 h (B) de incubação a 37°C e 5% de CO2. O controle do solvente foi 

considerado como 100% de viabilidade celular para cálculos de viabilidade celular. (A) e (B)* difere 

significativamente do controle de solvente. As concentrações de ar-turmerona diferem entre si 

conforme variação de letras (ANOVA-fator único (p < 0,05) pós teste de Tukey).  

         

 

4.1.1.3 Atividade citotóxica de ar-turmerona sobre células HeLa 

 

 Após 24 h de incubação do ensaio ex vivo com células HeLa observou-se uma 

viabilidade celular de 97%, 71%, 55%, 36% e 2,5% para 1, 10, 20, 31 e 120 µg.mL
-1

 de ar-

turmerona. A incubação das células HeLa por 48 h revelou ação de ar-turmerona na ordem de 

100%, 68%, 49%, 17% e 1% de células viáveis, com as mesmas concentrações de ar-

turmerona (Figura 7). A atividade citotóxica de ar-turmerona sobre células HeLa resultou em 

CI50 muito próximas para as incubações de 24 h e 48 horas, representada por 22 e 20 μg.mL
-1

 

de ar-turmerona, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B) 
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Figura 7 - Avaliação da citotoxicidade de ar-turmerona pela redução de MTT sobre linhagem celular 

HeLa após 24 h (A) e 48 h (B) de incubação, a 37°C e 5% de CO2. O controle do solvente foi 

considerado como 100% de viabilidade celular para cálculos de viabilidade celular. (A) e (B) * difere 

significativamente do controle do solvente. As concentrações de ar-turmerona diferem entre si 

conforme variação de letras (ANOVA-fator único (p < 0,05) pós teste de Tukey).  

       

 

 O desvio padrão obtido nos ensaios acima foi adicionado aos gráficos, porém, não 

resultaram em barra de erro para vasualização pelo pequeno valor que representavam. 

 

4.1.2 Avaliação morfológica de células HEp-2, HRT-18 e HeLa expostas a ar-turmerona 

 

Foi realizado, primeiramente, um screening das alterações morfológicas após 24h e 

48h de incubação das células em placas de 96 poços com concentração de 1 x 10
4
 células, 

demonstrado nas Tabela 3, 4 e 5. Para obtenção de pranchas foi realizada a análise 

morfológica com as concentrações intermediárias de ar-turmerona, visto que, as 

concentrações de 369 e 184 µg.mL
-1

 de ar-turmerona induzem efeitos citotóxicos muito 

intensos, resultando em desadesão e morte de praticamente todas as células em cultura, 

dificultando a análise. De outra forma, as concentrações de 20, 10 e 1 µg.mL
-1

 de ar-

turmerona não induzem ou induzem alterações morfológicas muito discretas. Assim, as 

concentrações utilizadas foram 120, 62 e 31 µg.mL
-1

 de ar-turmerona (Figuras 9, 10 e 11). 

 Após 24 h de incubação de ar-turmerona a avaliação visual da morfologia das células 

HEp-2 demonstrou alteração em todas as concentrações testadas, incluindo o controle de 

etanol com aproximadamente 15% das células arredondadas. As concentrações de 369 a 184 

µg.mL
-1

 de ar-turmerona resultaram em arredondamento de 100% da cultura de células, 

formação de blebs e desadesão celular, já as concentrações de 120 a 62 µg.mL
-1

 apresentaram 

(A) (B) 
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80% de arredondamento celular, formação de blebs e corpos apoptóticos e desadesão celular. 

Utilizando-se 40 µg.mL
-1

 de ar-turmerona também ocorreu 80% de arredondamento celular, 

formação de blebs e corpos apoptóticos. Incubando as células com 31 a 10 µg.mL
-1

 de ar-

turmerona observou-se 50% de arredondamento celular e formação de blebs e utilizando 

1µg.mL
-1

 observou-se apenas o arredodamento de aproximadamente 15% das células (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Avaliação morfológica da linhagem celular HEp-2 após 24 h (A) e 48 h (B) de incubação 

com ar-turmerona a 37°C e 5% de CO2. (A) representa visualização após 24 h e (B) após 48 h de 

incubação de ar-turmerona. Ausência de símbolos representa morfologia típica das células Hep-2. Ble. 

– blebs; deb. – debris; Des – desadesão; Vac. – vacuolização; Corp. Apop. – corpos apoptóticos.  

Concentrações de ar-turmerona em µg.mL
-1

. CET - Controle de solvente; CEL – Controle Celular.  

Teste     Arredondamento celular Ble. Deb. Des. Vac. Corp. 

Apop 

100% 80%  50% 15%       

CEL            

CET     A;B       

369 A;B         A;B  A;B   

184 A;B         A;B  A;B   

120 A;B         A;B  A;B   

92  A;B           A;B  A;B  A;B 

62  A;B        A;B  A;B  A;B 

40  A;B        A;B  A;B  A;B 

31    A;B      A;B     

20    A;B      A;B     

10    A;B      A;B     

1     A;B       

 

Transcorridas 24 h e 48 h de incubação de ar-turmerona sobre as células HRT-18 o 

que se observou com 369 a 184 µg.mL
-1

 de ar-turmerona foi o arredondamento celular de 

100% da cultura, desadesão total das células, formação de blebs, além da formação de 

fragmentos celulares – debris. Porém, utilizando 120 µg.mL
-1

 de ar-turmerona visualizou-se o 

arredondamento de 60% da cultura, formação de blebs, corpos apoptóticos, desadesão celular 

e vacuolização. A incubação com 62 e 20 µg.mL
-1

 de ar-turmerona promoveu o 
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arredondamento de 30% da cultura celular, desadesão celular e formação de blebs. Sendo que, 

as demais concentrações (10 e 1 µg.mL
-1

) de ar-turmerona permaneceram iguais aos controles 

empregados (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Avaliação morfológica da linhagem celular HRT-18 após 24 h (A) e 48 h (B) de incubação 

com ar-turmerona a 37°C e 5% de CO2. (A) representa visualização após 24 h e (B) após 48 h de 

incubação de ar-turmerona. Ausência de símbolos representa morfologia típica das células HRT-18. 

Ble. – blebs; deb. – debris; Des – desadesão; Vac. – vacuolização; Corp. Apop. – corpos apoptóticos.  

Concentrações de ar-turmerona em µg.mL
-1

. CET - Controle de solvente; CEL – Controle Celular.  

Teste Arredondamento celular Ble. Deb. Des. Vac. Corp. 

Apop 100% 90% 60% 50% 30% 10% 

CEL            

CET            

369 A; B      A A; B A; B   

184 A; B      A A; B A; B   

120 A; B      A A; B A; B   

92 A; B      A A; B A; B   

62 A; B      A A; B A; B   

40 B  A     A; B A; B A  

31  B    A B B B  B 

20    B  A B B B  B 

10     B  B B B   

1          B  

 

A avaliação visual, após 24 h e 48 h de incubação de ar-turmerona, revelou nas células 

da linhagem HeLa o arredondamento de 100% da cultura celular, a formação de blebs, debris 

e perda de adesão das células (369 a 184 µg.mL
-1

 de ar-turmerona). Com a incubação de 120 

µg.mL
-1

 de ar-turmerona visualizou-se o arredondamento das células em 70% da cultura, a 

desadesão, formação de blebs e corpos apoptóticos. Por fim, a utilização de 62 a 10 µg.mL
-1

 

de ar-turmerona provocaram o arredondamento das células em 20% e 10% da cultura celular, 

respectivamente (Tabela 4).  
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Tabela 4 - Avaliação morfológica da linhagem celular HeLa após 24h (A) e 48h (B) de incubação 

com ar-turmerona a 37°C e 5% de CO2. (A) representa visualização após 24h e (B) após 48h de 

incubação de ar-turmerona. Ausência de símbolos representa morfologia típica das células HeLa. Ble. 

– blebs; deb. – debris; Des – desadesão; Vac. – vacuolização; Corp. Apop. – corpos apoptóticos.  

Concentrações de ar-turmerona em µg.mL
-1

. CET - Controle de solvente; CEL – Controle Celular.  

Teste Arredondamento celular Ble. Deb. Des. Vac. Corp. 

Apop 100% 90% 80% 40% 20% 10% 

CEL            

CET            

369 A; B      A; B A; B A; B   

184 A; B      A; B A; B A; B   

120 A; B      A; B A; B A; B   

92 A; B      A; B A; B A; B   

62 A; B      A; B A; B A; B   

40   B A   A; B B A; B  B 

31     A B B B B  B 

20      A      

10            

1            

 

A morte celular é responsável pelo equilíbrio celular do organismo contrabalanceando 

a proliferação celular, entre os mecanismos estão a necrose e a apoptose (Figura 8). A 

necrose, processo patológico – “acidental”, é iniciada por perturbações externas, traumas 

físicos, estresse químico ou hipóxia tecidual. Desenvolvendo suas características morfológicas 

que são: inchaço celular inicial, seguido por lise celular e resposta inflamatória (VAN DER 

MEER et al., 2010). 

 Porém, a morte celular programada – apoptose – é necessária para o desenvolvimento 

de órgãos e manutenção da homeostase, tendo como características o encolhimento celular, a 

condensação da cromatina, desintegração nuclear, externalização de fosfatidilserina, formação 

de blebbing e corpos apoptóticos que são fagocitados impedindo a reação inflamatória 

(WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980; VAN DER MEER et al., 2010). 
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Figura 8 – Diferenciação entre necrose e apoptose celular. Fonte: adaptado de VAN CRUCHTEN, 2002. 

 

 

 

Pertencente ao grupo de produtos naturais com atividade antineoplásica, os terpenos 

possuem ação antimitótica de importante valor médico (BELANGER, 1998; FERNANDES et 

al., 2005). A ar-turmerona apresentou ação citotóxica sobre HEp-2, HRT-18 e HeLa, assim 

como, sobre outras linhagens de células tumorais, conforme Tabela 1 

(ARATANECHEMUGE et al., 2002; JI et al., 2004; JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 

2005; LEE, 2009; MURAKAMI et al., 2012; KIM et al., 2013). As alterações morfológicas 

visualizadas nas células são consequências de uma cascata de eventos moleculares e 

bioquímicos geneticamente regulados.  

As alterações morfológicas observadas, com a coloração May-Grunwald-Giemsa, 

demonstram que os efeitos citotóxicos são induzidos no início da incubação com a ar-

turmerona. As concentrações utilizadas para análise morfológica na linhagem celular HEp-2 

demonstraram a indução de alterações morfológicas compatíveis com a morte celular por 

apoptose (Figura 9). Observando-se um grande número de células com condensação e 

fragmentação de cromatina e formação de blebs.  

A linhagem de células de carcinoma humano de cólon, HRT-18, também apresentou 

tais alterações morfológicas (Figura 10), mas apenas na concentração de 120 µg.mL
-1

, 

demonstrando ser mais resistente que a HEp-2 ao efeito citotóxico induzido pela ar-

turmerona, visto que, na concentração de 62 µg.mL
-1

 de ar-turmerona observou-se alterações 

discretas, como vacúolos em algumas células e citoplasma basófilo. A linhagem de 

adenocarcinoma humano de cérvix, HeLa, assim como a HEp-2, também se apresentou 

bastante sensível aos efeitos citotóxicos de ar-turmerona. O que se observou foi o 

arredondamento e perda de adesão celular, além de condensação de cromatina e citoplasma 

basófilo (Figura 11).  
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A observação das alterações morfológicas em células HEp-2, HRT-18 e HeLa 

revelaram, principalmente, a presença de blebs, arredondamento celular, desadesão e 

formação de corpos apoptóticos, característicos de células em processo apoptótico. Esta via de 

morte celular é preferencial ao observarmos a ausência de processo inflamatório local, o que 

causaria danos as células vizinhas considerando que estas poderiam ser células sadias do 

organismo. Porém uma característica de células em processo de necrose, foi observada em 

algumas concentrações, onde visualizou-se a formação de debris, que são fragmentos celular 

decorrentes da lise celular, fato que desencadeia o processo inflamatório. Assim, outros 

ensaios são necessários para esclarecer a via de morte celular em que ar-turmerona atua sobre 

as células estudadas. 

Alguns estudos já elucidaram a via de atuação de ar-turmerona, sendo que, segundo 

Aratanechemuge et al. (2002) as alterações morfológicas em células Molt 4B e HL-60 

(presença de corpos apoptóticos e fragmentação do DNA) decorrentes da ação de ar-

turmerona devem-se a indução da apoptose. A apoptose induzida por ar-turmerona em HepG2 

foi confirmada pela anexina V, fragmentação do DNA, produção de EROS, dissipação do 

potencial de membrana mitocondrial, aumento de Bax e p53, translocação mitocondrial de 

Bax e ativação de caspase-3, 8, 9, além de ser mediada pela ativação de ERK e JNK quinase 

(CHENG et al., 2012). Lee (2009) associou a ação anti-tumorogênica de ar-turmerona em 

células U937 à indução de Bax e p53, ao em vez de Bcl-2 e p21, resultando na ativação de 

caspase-3, fato que desencadeia o início do processo de apoptose intrínseca e extrínseca das 

caspases. 
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Figura 9 – Alterações morfológicas observadas em células da linhagem HEp-2 após incubação com 

ar-turmerona por 24 h. (A) Células controle, incubadas apenas com RPMI, (B) Células controle de 

solvente, incubadas com álcool etílico. (C) Células incubadas com 120 µg.mL
-1

 de ar-turmerona. (D e 

E) Células incubadas com 31 µg.mL
-1

 de ar-turmerona. Estas pranchas demonstram a condensação e 

fragmentação de cromatina (),  formação de blebs (), vacuolização em algumas células () e 

arredondamento celular e citoplasma basófilo. Aumento de 1000 X, coloração de May Grunwald-

Giensa. 
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Figura 10 – Alterações morfológicas observadas em células da linhagem HRT-18 após incubação 

com ar-turmerona por 24 h. (A) Células controle, incubadas apenas com RPMI, (B) Células controle 

de solvente, incubadas com álcool etílico. (C) Células incubadas com 120 µg.mL
-1

 de ar-turmerona.  

(D e E)  Células incubadas com 62 µg.mL
-1

 de ar-turmerona. Estas pranchas demonstram a 

condensação e fragmentação de cromatina (), formação de blebs (), corpos apoptóticos () e 

vacuolização em algumas células (). Aumento de 1000 X, coloração de May Grunwald-Giensa. 
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Figura 11 – Alterações morfológicas observadas em células da linhagem HeLa após incubação com 

ar-turmerona por 24 h. (A) Células controle, incubadas apenas com RPMI, (B) Células controle de 

solvente, incubadas com álcool etílico. (C) Células incubadas com 120 µg.mL
-1

 de ar-turmerona. (D e 

E) Células incubadas com 31 µg.mL
-1

 de ar-turmerona. Estas pranchas demonstram o 

arredondamendo celular e perda de adesão (), condensação de cromatina () e citoplasma basófilo. 

Aumento de 1000 X, coloração de May Grunwald-Giensa.  
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4.2 ENSAIO ANTIFÚNGICO 

4.2.1 Atividade Antifúngica sobre Candida spp. 

 

 Foram avaliadas 7 cepas Candida spp., sendo 4 obtidas de amostras clínicas de 

pacientes do LACEN – PR: C. utilis, C. tropicalis e duas C. parapsilosis. Cepas ATCC de C. 

albicans ATCC 14053, ATCC 64546 e C. krusei ATCC 6258. 

A suscetibilidade dos fungos testados com ar-turmerona resultou em uma ampla faixa 

de variação de CIM, estando entre 62 a 184 μg.mL
-1 

para Candida spp. O perfil de 

suscetibilidade à anfotericina B, antifúngico de uso padrão, após 24h de incubação esteve 

entre 0,125 e 0,25 μg.mL
-1

 (Tabela 5). 

O CIM de ar-turmerona após 24 h de incubação demonstrou um menor valor para 

C. utilis (62 μg.mL
-1

), sendo que as cepas de C. albicans ATCC 14053 e C. tropicalis 

apresentaram CIM de ar-turmerona variando de 62 a 92 μg.mL
-1

. Enquanto que, C. albicans 

ATCC 64546 e duas cepas de C. parapsilosis resultaram em 92 μg.mL
-1

 como CIM para ar-

turmerona. A CIM de ar-turmerona para espécies de Candida spp. foi mais elevada para a 

espécie de C. krusei ATCC 6258 com variação entre 92 a 184 μg.mL
-1 

(Tabela 5).  

 

Tabela 5 - CIM de ar-turmerona sobre cepas de Candida spp. pelo ensaio de microdiluição em caldo 

RPMI, norma M27-A2 modificada (CLSI, 2002). * duas cepas de C. parapsilosis foram testadas 

nesse experimento; 
c
 corresponde as cepas clínicas. Demonstração da atividade antifúngica de ar-

turmerona após 24 h de incubação a 35 °C. 

 Ar-turmerona (μg.mL
-1

) Anfotericina B (μg.mL
-1

) 

C. albicans ATCC 14053 62 – 92 0,125 

C. albicans ATCC 64546 92 0,125 – 0,25 

C. krusei ATCC 6258 92 – 184 0,5 

C. utilis 
c
 62 0,125 

C. tropicalis 
c
 62 - 92 0,125 – 0,25 

C. parapsilosis 
c
 * 92 0,125 

 

A C. albicans é o principal patogéno fúngico em humanos e animais (AGARWAL; 

LAL; PRUTHI, 2010). Contudo, destaca-se a proeminente identificação de infecções 

sanguíneas causadas por espécies de Candida não-albicans. Sendo a C. tropicalis e a C. 

parapsilosis as mais prevalentes, apresentando perfil de sensibilidade variável (MÍMICA et 

al., 2009). Tratando-se de um baixo número de agente antifúngicos disponíveis, abre-se mão 
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da ação fúngica dos óleos essenciais (AGARWAL; LAL; PRUTHI, 2010). A atividade 

antimicrobiana de ar-turmerona, sesquiterpeno presente no óleo essencial de C. longa, foi 

demonstrada contra inúmeros micro-organismos (NEGI et al., 1999; SINGH; SINGH; 

MAURYA, 2002; LEE et al., 2003; NAGHETINI, 2006; PÉRET-ALMEIDA et al., 2008). 

Ação do óleo de C. longa sobre dermatófitos (Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, 

Epidermophyton floccosum e Microsporum gypseum) e sobre o fungo Sporothrix schenckii 

resultou em inibição destes com as diluições de 1:40 a 1:320 preparado em etilenoglicol 

(APISARIYAKUL; VANITTANAKOM; BUDDHASUKH, 1995) e CIM sobre os mesmos 

dermatófitos foi de 3,9 a 7,8 µg.mL
-1

 de ar-turmerona, sendo que a ação do miconazol foi 

obtida com CIM de 54,7 µg.mL
-1

 (JANKASEM; WUTHI-UDOMLERT; GRITSANAPAN, 

2013). A utilização de 500 ppm de ar-turmerona foi capaz de suprimir Phytophthora infestans 

e Erysiphe graminis, fungos fitopatógenos (LEE et al., 2003).  

A atividade antifúngica de ar-turmerona sobre Candida spp. resultou em valores de 

CIM que estão de acordo com o declarado na literatura, comparando-se com o óleo essencial 

de C. longa, que tendo como componente majoritário ar-turmerona (70%), apresentou ação 

antimicrobiana sobre S. aureus (CIM de 5,2 µg.mL
-1

), Lactobacillus plantarum (CIM de 2 

µg.mL
-1

), Fusarium senetectum (CIM de 52,1 µg.mL
-1

) e Aspergillus niger (CIM de 400 

µg.mL
-1

) (TAKEUCHI, 2012).  

De forma oposta aos resultados desse trabalho, o estudo de Péret-Almeida et al. (2008) 

utilizando óleo essencial de C. longa sobre C. albicans não demonstrou suscetibilidade desse 

micro-organismo ao teste de disco-difusão com 45 e 90 μg de óleo/disco. Este resultado pode ser 

justificado pela diferença metodológica dos estudos, visto que, a metodologia padrão para ensaios 

antifúngicos segue, atualmente, a norma M27 do CLSI. Assim também, 4 cepas de C. albicans, 

uma de C. tropicalis e uma de C. stellatoidea não mostraram-se sensíveis a ação do óleo essencial 

de C. longa (APISARIYAKUL; VANITTANAKOM; BUDDHASUKH, 1995). Apesar da ação 

antifúngica de curcumina sobre C. albicans (NEELOFAR et al., 2011; GARCIA-GOMES et al., 

2012) já ser conhecida o estudo anterior também declarou que as espécies testadas não possuíam 

sensibilidade frente a curcumina. 

 

4.2.1.1 Avaliação da inibição de UFC de Candida spp.    

 

A partir do plaqueamento obtivemos resultados para a contagem de UFC e a 

porcentagem de inibição de cada concentração de ar-turmerona. Conforme a leitura visual e 

obtenção de CIM, preconizou-se 5 concentrações de ar-turmerona para a realização da 
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contagem de UFC de C. tropicalis. As concentrações testadas foram 1, 10, 20, 31 e 62 μg.mL
-1 

de ar-turmerona, resultando em inibição de 30%, 59%, 66%, 84% e 95%, respectivamente, 

das UFC desta cepa clínica (Figura 12).  

 

Figura 12 - Atividade antifúngica de ar-turmerona sobre C. tropicalis: UFC.mL
-1

 (A) e porcentagem 

de inibição de UFC (B). * Diferença significativa entre as médias, para porcentagem de inibição de 

UFC entre as concentrações de ar-turmerona (ANOVA-fator único (p < 0,05); pós teste de Tukey). 

      

 

Conforme visualizado na Figura 13, a cepa de C. krusei ATCC 6258 apresentou um 

perfil de inibição de 34%, 48%, 60%, 73%, 82% e 89% das UFC para ar-turmerona nas 

concentrações de 1, 10, 20, 31, 62 e 92 μg.mL
-1

, respectivamente.  

 

Figura 13 - Atividade antifúngica de ar-turmerona sobre C. krusei ATCC 6258: UFC.mL
-1

 (A) e 

porcentagem de inibição de UFC (B). * Diferença significativa entre as médias, para porcentagem de 

inibição de UFC entre as concentrações de ar-turmerona (ANOVA-fator único (p < 0,05); pós teste de 

Tukey). 

 

 

(B) 

(B) 
(A) 

(A) 
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O plaqueamento de C. albicans ATCC 14053 foi realização com 1, 20, 31 e 62 e 92 

μg.mL
-1 

de ar-turmerona (Figura 14), demonstrando que estas concentrações inibiram 42%, 

73%, 84%, 96% e 100% das UFC, respectivamente.  

 

Figura 14 – Atividade antifúngica de ar-turmerona sobre C. albicans ATCC 14053:  UFC.mL
-1

  (A) e 

porcentagem de inibição de UFC (B). A concentração de 92 μg.mL
-1 

de ar-turmerona não foi testada 

por não apresentar UFC. * Diferença significativa entre as médias, para porcentagem de inibição de 

UFC, entre as concentrações de ar-turmerona (ANOVA-fator único (p < 0,05); pós teste de Tukey). 

            

 

Comparando-se a inibição de UFC de Candida spp. observou-se que dentre as cepas 

testadas para esta ação de ar-turmerona C. tropicalis e C. albicans ATCC 14053 apresentaram 

a maior sensibilidade à inibição de UFC por ar-turmerona. Desta forma, 10 μg.mL
-1

 inibiram 

59% das UFC de C. tropicalis e 20 μg.mL
-1

 inibiram 73% das UFC de C. albicans ATCC 

14053. No entanto, a ação antifúngica de apenas 1 μg.mL
-1

 para C. tropicalis, C. krusei 

ATCC 6258 e C. albicans ATCC 14053 resultou em inibição de 30%, 34,5% e 42% das UFC, 

respectivamente. Já a concentração de 92 μg.mL
-1

 de ar-turmeona resultou na total ausência 

de UFC para C. albicans ATCC 14053, assim como, a concentração fungicida mínima (menor 

concentração capaz de inibir totalmente o crescimento de UFC) obtida para ar-turmerona 

sobre dermatófitos que esteve entre 31,2 e 125 μg.mL
-1

 (JANKASEM; WUTHI-

UDOMLERT; GRITSANAPAN, 2013) 

 

 

 

 

(B) 
(A) 
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4.2.2 Atividade Antifúngica sobre Cryptococcus neoformans. 

 

A leitura visual do CIM de C. neoformans após 24 h de incubação foi de 737 μg.mL
-1 

de 

ar-turmerona e de 0,5 μg.mL
-1 

de anfotericina B. A partir desse dado preconizou-se os testes 

com 184, 369, 737 e 1476 μg.mL
-1 

de ar-turmerona para a realização da contagem de UFC, 

calculou-se a porcentagem de inibição comparando-se esses valores com controle de solvente 

(1.10
7
 UFC.mL

-1
), resultando em 25%, 40%, 86% e 92% de inibição de UFC, 

respectivamente para as concentrações testadas (Figura 15). 

 

Figura 15 - Contagem de UFC de Cryptococcus neoformans após ensaio antifúngico com ar-

turmerona (A) e porcentagem de inibição de UFC (B). (A) * Diferença significativa entre Controle e 

concentrações de ar-turmerona. (B) * Diferença significativa entre as concentrações de ar-turmerona 

(ANOVA-fator único (p < 0,05); pós teste de Tukey).   

  

 

4.3 ENSAIO in vivo 

  

Diversos estudos avaliam a toxicidade in vivo e essa análise nos períodos de 1, 14 e 35 

dias classificam-se como ensaios agudo, sub-agudo e crônico, respectivamente 

(MAPHOSA; MASIKA; MOYO, 2010). Os dados expressos na Figura 16 representam a 

pesagem diária realizada individualmente, sendo então calculado os dados por grupo. 

Observou-se que após administração sub-aguda de ar-turmerona não houve variação 

significativa entre a massa corporal e os diferentes dias de tratamento (ANOVA-fator único (p 

< 0,05); pós teste de Tukey), este resultado demonstra que a administração oral de ar-

turmerona não teve influência na alimentação/peso dos animais. 

(B) (A) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maphosa%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19818827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Masika%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19818827
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Figura 16 – Peso dos animais por grupo, avaliados diariamente durante 14 dias de tratamento. Grupo 

1: controle administrado Tween 80 a 2%; Grupo 2: administração de ar-turmerona 30 mg/Kg; Grupo 

3: administração dex  ar-turmerona 60 mg/Kg.  

 

 

4.3.1 Avaliação bioquímica 

  

A análise bioquímica realizado no ensaio in vivo é um parâmetro útil para predizer 

alterações no organismo decorrentes de possível dano toxicológico. Os níveis de creatinina e 

uréia no sangue foram medidos no intuito de identificar possíveis danos à função renal, já os 

marcadores enzimáticos: ALT, AST e FAL, são úteis à avaliação da função hepática. Assim, 

ALT e AST se alteram por dano hepatobiliar, sendo que AST estará na maioria das vezes 

mais alterada do que ALT. No entanto, a dosagem de FAL, em especial, demonstra um dano 

hepático a partir de uma colestase (WALLACH, 2003). 

Os níveis plasmáticos dos marcadores analisados estão demonstrados na Tabela 6; a 

avaliação estatística demonstrou não haver diferença significativa entre os grupos, exceto a 

dosagem de fosfatase alcalina onde o Grupo 2 diferiu significativa do Grupo 1 (controle), 

sendo que a concentração de FAL foi menor no Grupo 2. As concentrações enzimáticas e de 

produtos de degradação (uréia e creatinina) no plasma dos camundongos foram consideradas 

normais baseada na análise do grupo controle (Grupo 1). Isto demonstra a integridade 

hepática e renal após 14 dias de administração de ar-turmerona 30 e 60 mg/Kg. 
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Tabela 6 – Níveis plasmáticos dos marcadores bioquímicos após o tratamento com ar-turmerona. Os 

dados estão expressos como média ± DP (n = 5). * apresentou diferença significativa com controle 

(Grupo 1). 

Grupo Marcadores bioquímicos 

Uréia  

(mg/dL) 

Creatinina 

(mg/dL) 

ALT  

(U/L) 

FAL  

(U/L) 

AST 

 (U/L) 

1 57,2±6,2 0,12±0,07 12,8±16,3 60,3±5,5 23,8±13,3 

2 59,5±9,2 0,058±0,08 16,2±15,6 51,2±7,5 * 29±14 

3 56,6±7,5 0,067±0,06 11,6±6,6 64,4±9,5 18,2±1,5 

 

4.3.2 Avaliação histopatológica de camundongos Swiss 

 

 O método de análise baseou-se na inspeção do estado celular dos órgãos, comparando 

as lâminas dos animais pertencentes aos grupos de tratamento com ar-turmerona (Grupo 2 e 

3) com o grupo controle (Grupo 1). Conforme Figura 17, não foram visualizadas alterações 

celulares nos órgãos avaliados, uma vez que, as secções de fígado e rim dos animais tratados 

com ar-turmerona mostraram-se indistinguíveis dos órgãos dos animais do grupo controle. 

Isto representa a inocuidade de ar-turmerona ao ser administrada em 30 e 60 mg/Kg por 

período sub-agudo. 

 A Figura 17 mostra os cortes histológicos de tecido hepático, demonstrando a 

arquitetura geral preservada, hepatócitos dispostos em traves regulares, presença de espaço-

porta, número habitual de linfócitos e sem agressão a placa limitante. Os achados histológicos 

das lâminas de rim demonstraram parênquima renal com número adequado de glomérulos, 

ausência de alterações túbulo-intersticiais e alças capilares patentes. 
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Figura 17 - Fotomicrografias de fígados e rins de camundongos Swiss- H&E. A. Rim do Grupo 1; B. 

Fígado do Grupo 1. C. Rim do Grupo 2; D. Fígado do Grupo 2; E. Rim do Grupo 3. F. Fígado do 

Grupo 3. 

  

   

    

 

O uso de modelo animal para avaliação da eficácia, segurança, farmacocinética, 

farmacodinâmica, entre outras aplicações é de fundamental importância na fase pré-clínica do 
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estudo de novas drogas. Estes ensaios permitem a classificação de substâncias de acordo com 

seu potencial de toxicidade ou letalidade, além de, observar eventuais efeitos adversos 

(VALADARES, 2006). Um dos métodos de administração padronizados é o da gavagem 

gástrica, mimetizando a administração oral do composto. A extrapolação de dados de eficácia 

e segurança em animais para os seres humanos deve ser cuidadosamente avaliada, visto que, a 

metodologia de administração pode influenciar a absorção, disponibilidade e efeito do 

composto administrado (MARTÍN-JIMÉNEZ et al., 2008).  

A avaliação da segurança de ar-turmerona quando administrada em camundongos 

Swiss por até 14 dias demonstrou, a partir das análises bioquímicas e histopatológicas, valores 

normais se comparados ao controle, indicando o funcionamento normal do fígado e rim dos 

animais tratados. Assim como, a administração de ar-turmerona em camundongos teve como 

finalidade a proteção dos animais ao veneno de Crotalus durissus terrificus (espécie de 

cascavel), sendo que, ar-turmerona modificou o valor da dose letal 50 do veneno e preveniu a 

hemorragia do veneno de Bothrops jararaca. (FERREIRA et al., 1992). Estudo de Fase I em 

voluntários sadios observou após a administração de até 1 mL/dia do óleo de C. longa 

(contendo 59% de ar-turmerona e turmerona), por 3 meses, a ausência de alterações nos testes 

bioquímicos, demonstrando sua inocuidade (JOSHI, et al., 2003). 
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5 CONCLUSÕES 

  

i) Ar-turmerona demonstrou atividade citotóxica sobre células da linhagem HEp-2, HeLa e 

HRT-18 ao observarmos a reação de redução de MTT e análise morfológica. 

 

ii) A avaliação da suscetibilidade de espécies de Candida spp. resultou na ação antifúngica de 

ar-turmerona. 

 

iii) A análise in vivo, a partir de parâmetros bioquímicos e anatomopatológicos, revelou a 

segurança de ar-turmerona quando administrada por até 14 dias via gavagem gástrica em 

camundongos Swiss. 
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ANEXO 1 – Aprovação pela Comissão de Ética em experimentação animal (CEEA) da 

UNICENTRO 


