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RESUMO

A Curcuma longa L., comumente conhecida como acafrdo, apresenta varias
caracteristicas diferenciadas que possibilitam sua utilizagdo em varias areas, tais
como a medicinal. Em seu rizoma pode-se encontrar importante metabdlitos
farmacologicamente ativos, estes sdo classificados como curcumindides. A
curcumina, seu principal curcuminéide, ¢ o fitoquimico mais estudado por sua
diversidade de agdo, sobretudo pela atividade anticarcinogénica, por meio da indugdo
de apoptose, bloqueio de proliferagcdo e redugdo da angiogénese. Frente a diversidade
de acdo de tal curcuminodide sobre células neoplasicas, este estudo teve como
objetivo estudar a toxicidade de curcumindides em células fisiologicamente
saudaveis através de cultivo celular. Para tal o extrato bruto do rizoma da Curcuma
longa L. teve a separagdo de seus compostos que foram submetidos a cromatografia e
o produto isolado com o solvente cloroférmio foi testada no cultivo de células
linfocitarias normais. As células linfocitarias obtidas por gradiente de centrifugagdo
foram cultivadas por 48 horas em Rosewell Park Memorial Institute (RPMI),
suplementado com Soro Bovino Fetal (SBF) 15%, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL, gentamicina 10 pg/mL e duas diferentes concentragdes
(45 uM e 90 uM) da fracdo curcumindide obtida do extrato. Os resultados para o
indice de citotoxidade mostraram que ambas as concentragdes testadas ndo
mostraram ser citotoxicas para as células (p = 0,13 e p = 0,72 respectivamente).
Contudo inumeros estudos relatam agdes bem definidas sobre células neoplasicas,
incluindo células leucémicas, mostrando que os curcuminoides podem ser

alternativas seguras, de baixa toxicidade, para o tratamento de neoplasias.
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ABSTRACT

The Curcuma longa L., commonly known as saffron, has several distinguishing
characteristics that allow its use in various fields, such as medicine. In its rhizome
can find important pharmacologically active metabolites, which are classified as
curcuminoids. Curcumin, its main curcuminoids, is the most studied phytochemical
by its diversity of action, especially by the anticarcinogenic activity, through the
induction of apoptosis, blocking of proliferation and the reduction of angiogenesis.
Front of the diversity of such curcuminoids action on neoplastic cells, this work
aimed to study the toxicity of curcuminoids in physiologically healthy cells. For this
the crude extract from the rhizome of Curcuma longa L. had the separation of its
compounds that have been subjected to chromatography and the product isolated
with chloroform solvent was tested in the lymphocyte culture of normal cells.
Lymphocyte cells obtained by gradient centrifugation were grown for 48 hours in
RPMI, supplemented with SBF 15%, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin,
gentamicin 10 pg/mL and two different concentrations (45 uM and 90 puM)
curcuminoids fraction obtained from the extract. The results for the cytotoxicity
index revealed that both these concentrations tested showed be cytotoxic for cells (p
=0.13, p = 0.72 respectively). However numerous studies report well-defined actions
on cancer cells, including leukemia cells, showing that curcuminoids may be safer

alternatives, low toxicity, for the treatment of cancer.

INTRODUCAO

A Curcuma longa L., pertencente a familia das Zingiberacea, é uma planta
nativa da India e Asia Meridional, tendo sido levada para as demais regides do
mundo pelos mercadores darabes e pelos portugueses em suas caravelas, era
conhecida como acafrdo e utilizada por estes povos para adicionar seu sabor
caracteristico e pigmentar aos alimentos.” A parte utilizada da circuma é o rizoma,
extensdo do caule que une sucessivos brotos, sendo ele piriforme, arredondado ou
ovoide, carnudo com ramificagdes laterais compridas dando origem a chamada

“curcuma redonda”, apresenta um odor agradavel, levemente amargo, que lembra o
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gengibre, possuindo caracteristicas cerosas e amareladas por fora e alaranjadas por
dentro.®
A nomenclatura utilizada comumente é agafrdo-da-india, sendo também
citada por agafroeira, agafrao-da-terra, batatinha amarela, gengibre dourada, curcuma
ou turmérico, do nome comum em inglés ‘turmeric’. A palavra curcuma ¢é derivada
do termo kurkum, designagdo persa para o acafrdo, cultivado e apreciado desde a
antiguidade em toda a bacia mediterrnica. Na Africa era muito utilizada pelos
egipcios para pintar mumias, sendo o primeiro corante utilizado em técnicas
histologicas, em 1714, por Van Leeuwenhoek. Suas diversas caracteristicas
possibilitaram a utilizacdo da circuma nas areas de cosméticos (em preparagdes
galénicas), téxtil (para tingir tecidos), de alimentos (como corante) e medicinal
(como tratamento preventivo e paliativo de varias alteracdes metabolicas).”)

A curcumina, um dos pigmentos curcumindides da planta, ¢ o mais utilizado
e amplamente pesquisado, principalmente, por sua a¢do anticarcinogénica. Trata-se
de um composto polifendlico [1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-
diona] encontrando na concentracao de 2-8%, obtido a partir do rizoma da Curcuma
longa L. e tem como principal -caracteristica organoléptica a coloragdo
avermelhada.®”) A curcumina apresenta-se como um p6 cristalino, insoluvel na 4gua,
pouco soluvel no éter, e soluvel nos alcoois metilico, etilico e 4acido acético,
resultando em solugdes amarelas com fluorescéncias verdes.

Além de sua propriedade corante, a curcumina possui relevante interesse
devido seus efeitos benéficos no organismo humano. Existem relatos de acdo em
doengas biliares (diminuindo a formacao de célculos), doencas hepéaticas (auxiliando
a reducdo dos niveis de colesterol)’® e feridas diabéticas (melhora a cicatrizacdo).

(6

Também ja foram relatadas agdes anti-angiogénicas,® capacidade de reduzir o

colesterol sanguineo,”’ apresenta efeitos antitumorais e anti-proliferativos contra

(™ ¢ tem propriedades anti-inflamatorias®. Estas variedades de a¢des

varios tumores
fisiologica estdo relacionadas com efeitos inibitorios da curcumina sobre diversos
fatores que modulam seletivamente as vias de sinalizagdo de multiplas células,
incluindo o fator de transcricao, NF-xB, as proteinas c-Myc, EGR-I,(9) COX-Z,(S)

proteina quinase, I-kB quinase,” {an

o receptor TNF-a, "’ receptor LDL, entre outros.
A curcumina pode também se ligar diretamente ao DNA e RNA pela sua
porcdo de B-dicetona,'? a partir desta interagdo ocorre & inibi¢do da proliferagio de

tumores, da formac¢ao de metastases, invasiao de outros tecidos, inibicdo da
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angiogénese, além de induzir a morte celular."” A acdo antineoplésica da curcumina,
devido a estas interagdes direta ao material genético da célula ou modula¢do da
expressao de alguns genes como os das proteinas citadas acima, tem sido alvo de
inimeros estudos, uma vez que a planta confere seguranga farmacoldgica, baixo
custo e ser de facil obtencdo.®

Ensaios clinicos mostraram que a curcumina ¢ segura mesmo quando
consumida em uma dose didria de 12 g por 3 meses, além da seguranca observou-se
que com esta posologia houve melhoria histologica de lesdes pré-cancerosas. Estes
dados nos levou a estudar o efeito in vitro de outros curcuminoides sobre as células
linfocitarias saudaveis, com o intuito de comprovar a seguranga de tal composto
sobre células sanguineas.®

Desta forma, o objetivo deste estudo foi verificar a agdo de curcumindides
frente a células linfocitarias saudaveis, para verificar a possivel toxicidade da fragao

estudada.

CASUISTICA E METODO
Casuistica

Este trabalho foi submetido ao Comité de Ftica em Pesquisa da Liga
Paranaense de Combate ao Cancer - Hospital Erasto Gaertner, em Curitiba-PR e
aprovado sob parecer 2259/2013.

Participaram do estudo 3 voluntarios, homens e mulheres, sabiamente sadios,
com idade entre 22 a 30 anos. Foram considerados individuos sadios aqueles que
atendessem aos critérios para doar sangue em agencias transfusionais de acordo com
a portaria do Ministério da Satude n.1353 de 13 de junho de 2011."¥

Todos os voluntarios que aceitaram participaram do experimento foram
convidados e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As
amostras de sangue periférico foram coletadas no periodo de setembro a outubro de
2013.

Obtencao do extrato bruto do rizoma da Curcuma longa L.

Foram submetidos 48,07g do material a extracdo com etanol absoluto em um
extrator de Soxhlet. Este aparelho ficou ligado até completa extragdo dos compostos
da planta (9 horas).

Apo6s obtengdo do extrato bruto por completo a solugdo foi concentrada em

um evaporador rotativo (Rota-vapor) a 70°C até secura completa do solvente.
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Obtencao dos curcuminodides do extrato bruto

Ao obter o cocentrado do extrato foi feita uma pastilha com silica gel 60
(0,05-02 mm) e fez-se uma cromatografia em coluna utilizando solventes de
polaridade crescente (hexano, cloroférmio, etanol e agua deionizada).

O composto isolado pertence a fracdo 11 cromatografado com o solvente
cloroférmio.

Preparou-se uma solu¢do de 8mg/mL, sendo o solvente utilizado
dimetilsulfoxido (DMSO), e filtrada com filtro de 0,22 pum.

Obtencéo das células

Foram coletadas aliquotas de sangue periférico (10 mL) em heparina de
individuos sadios, apds consentimento informado.
Processamento e preparo das células para cultivo

A separacdo das populagdes de leucocitos obtidos através das amostras
coletadas foi realizada por meio de gradiente de concentracdo. Células
mononucleares (MNC: linfocitos e monocitos) foram separadas dos granulocitos
(GNC: neutrofilos, eosinofilos e basofilos) por meio de centrifugacdo, usando-se
Ficoll-PaqueTMPLUS 1,077g/cm3 (Amersham, Biosciences).

As células leucocitarias foram centrifugadas a 800g por 25 minutos para a
separagdo do creme leucocitario, que por sua vez foi retirado e adicionado ao PBS
at¢ 9 mL e em seguida vertido lentamente sobre 3 mL de Ficoll-Paque TMPLUS.
ApoOs centrifugacdo a 200g por trinta minutos, a temperatura ambiente, a fracdo de
células mononucleares foi obtida.

As células mononucleares foram recuperadas da interface do gradiente e
lavadas trés vezes com PBS (800g/5 minutos). Uma vez isoladas as células
mononucleares foram ressuspensas em meio Rosewell Park Memorial Institute
(RPMI 1640) suplementado e a concentragdo ajustada para 106 células/mL, apds
contagem em hemocitometro de Neubauer. Para andlise de viabilidade das células
utilizou-se o corante azul de Trypan em solucdo 0,4% (p/v) em PBS. Somente
amostras contendo > 90% de células viaveis foram utilizadas nos experimentos.
Cultivo celular

Foram realizados cultivos com 5x10° células/mL em meio RPMI 1640
suplementado com soro bovino fetal (SBF) a 15%, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL, gentamicina 10 pg/mL e duas diferentes concentragdes

da fra¢dao curcuminéide obtida do extrato da Curcuma longa L.. As concentragdes
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testadas foram aproximadamente 45 uM e 90 uM, os valores sdo aproximados pois a
concentracdo foi calculada conforme o valor do Mol do principal curcumindide
possivelmente presente na fracdo testada, a curcumina (368,37g/mol).

As células foram encubadas em placas estéreis (TPP®) de 24 pocos, a
temperatura de 37°C, em tensdo de CO, a 5%, por 48 horas. Foram realizados 3
ensaios em duplicata para cada concentracdo do curcumindide, para controle do
experimento células foram cultivas em meio RPMI 1640 suplementado apenas com
SBF a 15% e os antibidticos ja citados.

Analise estatistica

Os resultados de cada ensaio foram apresentados como contagem média de
células/mL = desvio padrao (DP) das duplicatas. O efeito citotoxico foi avaliado
através do indice de citotoxicidade (IC) adaptado de onde a média aritmética das
duplicatas dos valores obtidos por ensaio foram aplicadas como a seguir:

IC = n° células no teste / n° células no controle

Para analise estatistica dos resultados foi utilizado o teste t. Valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

A partir da andlise cromatografica obteve-se 98 fracdes, separadas por
diferentes grau de polaridade.

A primeira fracdo cromatografada foi com 100% do solvente hexano, nesta
fracdo estava presente a por¢cao mais apolar do extrato, contendo nela os dleos fixos
com colora¢do amarelada fluorescente. A fragdo 11 foi submtedida a cromatografia
com 100% do solvente cloroféormio, esta fragdo apresentou coloracdo amarelada e
um poé cristalino com ponto de fusdo de 120°C, sendo esta fragdo usada no estudo
pois acredita-se conter a curcumina e possivelmente outros curcuminoides. A fragdo
23 utilizou-se como solvente 100% do etanol e obteve-se um so6lido avermelhado. Na
fracdo 98 o solvente utilizado foi dgua destilada e obteve-se um po6 cristalino amarelo

claro.

Uma vez obtida a fragdo desejada, a mesma foi diluida em DMSO na

concentragdo de 8mg/mL e testada nos cultivos celulares. A figura 2 apresenta a

contagem média de células recuperadas em cada ensaio.
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Figura 2. Efeito in vitro da fragdo de curcumindides sobre a proliferagéo espontanea de linfécitos humanos.
Células mononucleares obtidos de sangue periférico foram tratados com duas diferentes concentracdes de
curcuminoides e incubados a 37°C, por 48h em atmosfera de CO,. Cada coluna representa a média + DP das
células contadas em hemocitometro de cada duplicada realizada em trés ensaios independentes.

E a figura 3 apresenta a acdo citotoxica da fracdo de curcumindides nas duas

concentragoes testadas.
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Figura 3. Avalia¢do do indice de citotoxicidade in vitro da fragcdo de curcumingides sobre a proliferacdo
espontanea de linfocitos humanos. Células mononucleares obtidos de sangue periférico foram tratados com
duas diferentes concentragdes de curcumindides e incubados a 37°C, por 48h em atmosfera de CO,. Cada coluna
representa a média £ DP do indice de citotoxicidade obtido da relagdo entre o nimero de células contadas por
hemocitdmetro nos experimentos contendo a fracdo testada e o niimero de células obtido no controle, em trés
experimentos independentes realizados em duplicata. Valor de p > 0,05 em relag@o ao controle para ambas as
concentragoes.

DISCUSSAO

A citotoxicidade das substancias presentes em plantas, como a Curcuma
longa L., pode ser capaz de gerar mudancas na maquinaria celular, como a
vacuoliza¢do, lise celular ou de membrana por diferentes mecanismos.'” A
curcumina, curcumindide presente no rizoma da Curcuma longa L., possui vario

alvos moleculares que caracterizam sua citotoxicidade, como a produgdo excessiva
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de espécies reativas de oxigénio (EROS) que leva a célula a um estresse oxidativo e
apoptose, outros exemplos de mecanismos citotoxicos desenvolvidos pela curcumina

1.19)

sdo o de liberagdo de citocromo-c da membrana mitocondria o bloqueio na

ativagdo do NF—Bx, inibi¢do da COX-2 e supressdo de p53 que também levam a uma
lise celular.*"

As principais propriedades medicinais da curcumina sdo atividades anti-
inflamatorias, anti-proliferativas, anti-angiogénica e anti-tumorais, isso se da através
da modulacdo de inumeras proteinas reguladoras, incluindo de fatores de transcrigdo,
enzimas, citocinas e fatores de crescimento.”

Apesar de inimeros efeitos fisioldgicos, uma interessante observagao a respeito
dos curcumindides, sobretudo da curcumina, € o fato de ser uma molécula de baixo
potencial de toxicidade, tanto que ha anos o produto vem sendo consumido pela
sociedade como parte da sua alimentagdo convencional.

Os dados revelados neste trabalho confirmam a pouca agdo toxica da fragdo
curcuminoide testada em células sanguineas, especificamente em linfocitos. Apesar
de apresentar um potencial interesse como substancia antineoplasica, sobre tudo para

(7.9 oS

o tratamento de neoplasias sanguineas como as leucemias e linfomas,
curcuminoies parecem apresentar uma interessante seguranca para os demais células
saudaveis do sangue.

Uma das principais vias de agdo citotoxica da curcumina sobre células
neoplasica ¢ por meio de EROS. As EROS sdo mediadores das vias de sinalizagao
intracelulares e a producdo exacerbada dos mesmos leva ao estresse oxidativo, o que
gera uma perda da fungdo da célula e apoptose. Os radicais livres sdo subprodutos da
respiragdo celular devido a utilizagdo do oxigenio no interior das mitocondrias.?" A
produ¢do de EROS leva a despolarizagio da membrana mitocondrial e libera
moléculas pro-apoptoticas da mitocondria para o citosol, que induz a apoptose.”'”

A curcumina, em maior concentragdo, ¢ capaz de provocar apoptose, devido a
producdo de EROS decorrente de um rapido esgotamento de glutationa oxidada
(GSH) que aumenta os niveis espécies reativas de oxigénio ¢ eleva a eliminagdo de
peroxidos no citosol, bem como na mitocondria. Por possuir esta caracteristica a
curcumina libera fatores indutores de apoptose e endonuclease no citoplasma e
ntcleo onde eles provocam a condensagdo da cromatina e fragmentagio de DNA.!”

Em células neoplésicas os niveis de glutationa tendem a ser menor que em

células normais, este fator aumenta a sensibilidade em células tumorais. Ja4 em
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células fisiologicamente normais os niveis sd3o mais elevados o que diminui a
sensibilidade, nio causando esgotamento de glutationa.”” Diferencialmente em
células normais a curcumina ¢ um antioxidante de acdo direta nas EROS, sendo
capaz de sequestrar radicais hidroxilas, oxigénio singlete, entre outras. A capacidade
de agir com as EROS se da pela presenca de grupos fendlicos em sua estrutura.'®

A producdo exessiva de EROS em células neoplasicas pode também ocorrer
devido a liberagao de citocromo-c da membrana mitocondrial. O citocromo-c¢ ¢ um
transportador de elétrons que tem como produto final oxigénio que se liga com
hidrogénio para transformar-se em agua. Quando ha uma permeabilidade
mitocondrial este ciclo ¢ afetado gerando uma acimulo de oxigénio, esse exesso
promove a morte programada. A curcumina, em baixas concentra¢des, induz a
liberagdo de citocromo-c nas mitocondrias, ocorrendo a apoptose.'”

A p53, outro alvo da curcumina, ¢ uma proteina supressora de tumor que
também desempenha um papel central nas vias de resposta de estresse celular. O
gene pS53 estd envolvido na resposta celular aos danos do DNA, estabilidade
genomica, controle do ciclo celular e apoptose. Quando ha uma supressdo no gene
p53, as células danificadas geneticamente além de ndo entrar em morte programada,
aumentam sua proliferacdo, consequentemente aumentando o tumor. A curcumina,
em células cancerosas, induz o gene p53 regulando negativamente a clonogenicidade

(22)

e etimula a apoptose, com isso induz a liberagdo do citocromo-c na

mitocondria.*”

A célula estando em condi¢des normais, encontra-se pouca proteina p53, pois
ela ndo ¢ pouco necessaria para o desenvolvimento da célula que mantem a
integridade do seu material genético normal. Sendo assim a curcumina, em cé¢lulas
ndo danificadas geneticamente, ndo provoca a indu¢ao do gene p53 ndo causando a
apotose.*”

Mais um alvo molecular da curcumina ¢ a inibi¢do da ciclo oxigenase-2 (COX-
2). A COX ¢ uma enzima responsavel pela conversdo de acido araquiddnico a
prostaglandinas e tromboxanos. A COX-2 ¢ uma enzima induzida pela
prostaglandina H sintase, sua expressao ¢ aumentada em processos inflamatorios.
Sua atividade ¢ importante na modulagdo do fluxo sanguineo glomerular e balango
hidroeletrolitico. Acredita-se que a super-expressao da COX-2 esta relacionado com
uma grande variedade de doengas, incluindo cancer de célon, pulmao e de mama,

pois nos tecidos tumorais encontra-se uma elevada expressdo de COX-2.%
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@ este efeito ¢ devido a inibicdo da

A curcumina ¢ capaz de inibir a COX-2,
sinalizacdo da proteina IkB quinase e também impede a translocacdo nuclear da
subunidade funcionalmente ativa da NF-«B, bloqueando a ativagio do NF-xB.*> Ao
inibir a COX-2 a curcumina também impede a formagdo de prostaglandinas E; no
tecido tumoral, previnindo a estimulacdo do Fator de Crescimento do Endotélio
Vascular (VEGF), este fator induz a angiogénese que estimula o crescimento da
célula neoplasica.*?

Em células ndo danificadas geneticamente, ndo ha uma elevada expressao de
COX-2, pois em condigdes fisioldgicas normais ndo hd um processo inflamatorio
exacerbado, deste modo a curcumina ndo promove a inibi¢do desta ciclooxigenase,
ndo apresentando tocixidade na célula normal.

O NF-kB ¢ um fator de transcri¢do que atua amplamente como um regulador
de genes para controle celular, proliferagdo e sobrevivéncia da célula. Esse fator
existe no citoplasma em um estado inativo, porem ¢ ativado através da fosforilagdo e
degradacdo da proteina IxkB quinase. A ativagdo do NF-«B protege as células contra
apoptose, estes estimulos sdo ocasionados na maioria das linhas de células tumorais
através da iniciacdo de genes de sobrevivéncia celular. A curcumina inibi o
complexo de sinalizacdo da proteina IkB quinase, levando a um bloqueio na ativagdo
do NF-Bx, induzindo a apoptose.”

A célula, em seu estado normal, apresenta o fator de transcri¢do NF-«kB em
seu estado inativo no citoplasma, por este motivo a curcumina nao inibe a sinaliza¢ao
da proteina IxB quinase ndo bloqueando o NF-kB. Deste modo a célula ndo entra em
morte programada, ndo sendo toxica para células fisiologicamente saudaveis.*”

Além de todos os mecanismos relatados, foram feitos testes fluorescente de
absorcdo da curcumina e através métodos espectroscOpicos observou-se que a
absor¢ao da curcumina ¢ maior em células tumorais do que em células normais, isso
explica, também, a baixa citotoxicidade da curcumina em células saudéveis. 20)

Ao término deste trabalho pode-se esperar que a ac¢do da curcumina em
células neoplasicas frente a células fisiologicamente saudaveis seja diferenciada.
Neste trabalho verificamos que o extrato nas concentracdes testadas nao mostrou
qualquer efeito sobre as células linfocitarias sadias, contudo iniimeros estudos

relatam ag¢des bem definidas sobre células neoplasicas, incluindo células leucémicas.

A partir de varios mecanismos, anteriormente citados, a curcumina parece causar
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morte programada em células cancerosas enquanto que em células normais nao

apresentou qualquer citotoxicidade.
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