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Resumo:

O acafrdo é uma especiaria utilizada ha
milhares de anos na culinaria, principalmente
asiatica, & conhecido cientificamente como
Curcuma longa e vem se destacando por
conta de seu composto ativo, a curcumina, que
apresenta diversos efeitos benéficos ao
organismo, tais como anti-inflamatério,
antiviral, antibacteriano, antifungico e anti-
cancerigeno. Esta ultima tem grande destaque
no cenario mundial, ja que o cancer de colo
uterino, por exemplo, corresponde a cerca de
15% de todos os tipos de canceres femininos,
sendo o segundo tipo de cancer mais comum
entre mulheres de todo mundo e é necessario
0 estudo de como esses compostos naturais
sdo capazes de atuar sobre as células
tumorais. Ha estudos que demonstram a agao
da curcumina em varias enzimas, entre elas a
Na,K-ATPase, que alvo molecular promissor
para efeitos antitumorais. Este estudo teve por
objetivo avaliar a curcumina como um possivel
quimioterapico a partir do estudo das
caracteristicas Unicas e distintas entre as
células tumorais e as células normais do
organismo.
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Introducao:

A curcumina (diferuloilmetano), um pigmento
amarelo extraido do rizoma da planta Curcuma
longa (ClUrcuma ou Acafrdo-da-india), ¢ uma
substancia bioativa natural amplamente
estudada, pois apresenta diversos efeitos
benéficos ao organismo, tais como anti-
inflamatorio, antiviral, antibacteriano,
antifungico, antioxidante e anti-cancerigeno.
Esta ultima tem grande destaque no cenario
mundial, ja que o cancer de colo uterino, por
exemplo, corresponde a cerca de 15% de
todos os tipos de canceres femininos, sendo o
segundo tipo de cancer mais comum entre
mulheres de todo mundo e é necessario o
estudo de como esses compostos naturais sao
capazes de atuar sobre as células tumorais.
Suas acgdes antioxidante e anti-inflamatéria
conhecidas também podem ser estratégias
importantes para melhorar a cicatrizagdo de
Ulceras.

O objetivo avaliar a curcumina como um
possivel quimioterapico a partir do estudo das
caracteristicas Unicas e distintas entre as
células tumorais e as células normais do
organismo.

Metodologia:

1)Cultura de Células e tratamento com
curcumina : As células 3T3 (fibroblastos) e
KC (queratindcitos) foram mantidas com meio
RPMI e as células HelLa (carcinoma de cervix
humano) e RKO (carcinoma de colo intestinal)
foram mantidas com meio DEMEM, ambos
complementado com 10% de soro fetal bovino,
60 pg/mL de estreptomicina e 100 ug/mL de
penicilina em atmosfera de 5% de CO..

2)Ensaio de viabilidade celular—-MTT: As
células foram cultivadas em placa de 96 pocos
(1x10%cels/mL) e apds 24h foram testadas com
concentragdes crescentes com curcumina por
24 e 48h. Apos o tratamento foi adicionado
MTT (5mg/mL) e incubado por 3h a 37° C.
Logo apds o formazan sera precipitado e
solubilizado em 50uL de DMSO e feito a leitura
a 550 nm.
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3)Ensaio de proliferagdo celular-Excluséao
do azul de Tripan: Foram cultivadas 2x10°
células por poco, em placas de seis pogos por
24 horas.Depois, as células foramincubadas
com meio sem soro por 24 horas.
Posteriormente, as células foram tratadas com
concentracdes crescentes de curcumina. Apos
os tempos de tratamento, foram adicionados
500uL de tripsina 0,025% sobre as células e
estas foram incubadas por 5 minutos em
estufa a 37°C e 5% de CO,. As céluas foram
cetrifugadas a 2400rpm por 5 minutos com
2mL de meio de cultura. O pellet
foiressuspendido com 500uL de meio de
cultura e uma aliquota foi retirada para diluicao
1:1 em azul de Tripan para quantificacdo das
células em camara de Neubauer.

4)Ensaio de migracao celular—
ScratchAssay: Foram plaqueadas 4x10*
células em uma placa de 24 pocos até 80-90%
de confluéncia. Um risco foi feito no fundo de
cada po¢o com o auxilio de uma ponteira. Foi
adicionado concentragdes crescentes de
curcumina. Apos 24 horas, as células foram
fixadas com 4% de paraformaldeido por 20
minutos, lavadas novamente com PBS e, por
fim, foi adicionado o marcador nuclear DAPI. A
placa foi armazenada em local escuro por 30
minutos e os resultados foram avaliados
através de um microscopio de fluorescéncia
(FRONZA et al., 2009).

5)Determinagao da atividade ATPasica da
Na,K-ATPase: A atividade ATPasica é
determinada por método descontinuo no qual
se baseia na dosagem de fosfato inorganico
(Pi),subtraindo-se a atividade ATPasica total
da célula pela atividade apods a inibicao da
Na,K-ATPase pela ouabaina, seu inibidor
especifico (FISKE; SUBBAROW, 1925).

6)Culturaexplante de pele humana
(hOSEC): Fragmentos de pele humana,
saudaveis, descartados de cirurgias plasticas
realizadas no HCRP-FMRP-USP, com o
consentimento dos pacientes, forao utilizados
para a cultura. Apos a remogao do excesso de
tecido gorduroso subcutaneo, a pele foi
seccionada emfragmentos de 1,0 cm?. Em
seguida, foi criada uma ulcera circular com
didmetro de 4,0mm utilizando-se punch
cirdrgico em cada fragmento. Os fragmentos
forao entao posicionados com o lado dérmico
sobre papel de filtro apoiado em grades
metalicas em placas de cultura de 6 pocos e a
epiderme permaneceu acima da interface
meio/ar. Foi adicionado o meio de cultura
DMEM suplementado com 10% de SFB e 1%

de solucao de antibidtico (penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 mg/mL) juntamente com
diferentes concentracdes de curcumina.

7)Histologia: Secdes parafinados foram
coradas com hematoxilina-eosina (HE) para
analise. Mudangas na morfologia epidérmica
foram seguidas por analise qualitativa usando
microscopio éptico (FRADE, et al., 2015).

ResultadoseDiscussao:

O ensaio de viabilidade (MTT) em
células tumorais foi possivel observar que a
droga tem efeito na viabilidade celular,
diminuindo seu crescimento em
aproximadamente em 30% nas concentragoes
de de 5 pM e 25 uM em Hela, ja nas células
RKO apenas em 50uM. O ensaio de
proliferacdo em HelLa demonstrou que a
curcumina nao possui muita atividade, apenas
na concentragado de 50 pM.

Para avaliar a atividade da enzima Na,
K - ATPase foram realizados dois
experimentos em quefoi observado uma
diminuigdo da atividade da enzima apenas nas
hemacias, mas nas células tumorais nao
houve variagbes na atividade da enzima,
sendo que possivelmente os eventos de morte
celular que acontecem nessas concentragdes
de curcumina, entdo o efeito antitumoral da
droga ¢é observado independente da
modulacdo da enzima

Os experimentos demonstraram que a
curcumina ndo € toéxica nas células normais a
partir da dose de 27,15uM, porém, apesar de
nao toxica, a droga ndao se mostrou muito
eficiente quanto a proliferacdo das células 3T3
e KC. No ensaio de migragao, os resultados
obtidos foram significativos em ambas as
linhagens, sendo que a KC foi mais sensivel a
curcumina ao demonstrar que o efeito da
migragdo se inicia na menor concentragao
utilizada de 2,715nM do que na linhagem 3T3,
onde o efeito da droga é observado a partir de
27,15nM.

Este efeito da curcumina sobre a
migragéo nestes tipos celulares € de suma
importancia, pois se tratam de células epiteliais
que quando ha alguma lesdo, uma das suas
fungbes é formar um novo tecido e quando a
migracao destas células, principalmente a 3T3,
€ acelerada mais rapidamente a pele ira se
reconstituir.

Ao realizar onOSEC e posteriormente a
analise histolégica, um experimento exvivo,
realizado a partir do bom resultado obtido no
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Scratch em, pois demonstrou que a curcumina
tem um efeito quando a célula se encontra em
um estado de estresse. No caso do hOSEC,
quando é causada a lesdo no tecido, a droga
se mostrou bastante efetiva no processo de
cicatrizacdo de 14 dias.O ensaio ex
vivodemonstra que a curcumina atuando junto
ao tecido pode estimular a proliferacao de
células e com isso acelerar o processo de
cicatrizacdo independente da resposta
inflamatdria sistémica.

Conclusoes:

A partir do estudo, conclui-se que a curcumina
tem um potencial antitumoral, levando a morte
celular e inibindo sua proliferacdo em células
Hela, porém nao foi possivel afirmar que tais
efeitos sejam causados pela modulagép da
Na, K - ATPase, podendo ser causada pela
ativagao de outras vias de sinalizagao.

Quando utiizada a droga com
linhagens de células normais, foi possivel
observar que a curcumina também tem efeitos
satisfatérios, pois ndo se mostrou toxica e é
capaz de acelerar um processo de cicatrizagao
cutanea.

Contudo, pode-se dizer que a
curcumina tem potencial para ser utilizada em
tratamentos diferentes, sendo eles um possivel
antitumoral de origem natural e um cicatrizante
epidérmico.
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