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RESUMO 

A injúria tecidual por isquemia é bastante nociva e, em situações de reperfusão, pode 
provocar a formação exacerbada de espécies reativas do oxigênio (ERO), que interferem 
diretamente na cascata de sinalização celular, com efeitos deletérios como a peroxidação 
lipídica da membrana celular, a oxidação de proteínas e a lesão ao DNA. As pesquisas têm 
mostrado os efeitos benéficos dos antioxidantes presentes nos vegetais e, entre eles encontra-
se a curcumina, um pigmento antioxidante do rizoma da Curcuma longa L., conhecida como 
açafrão ou cúrcuma. Essa planta demonstra  atividades farmacológicas, que são relatadas 
desde a antiguidade, como antioxidante, anti-inflamatório, antibacteriano, antifúngico, 
antitumoral, antiparasitário, antiviral, cicatrizante, hipoglicemiante, neuroprotetor e 
imunomodulador. Diante disso, objetivou-se com essa pesquisa avaliar a possível ação 
antioxidante da curcumina sobre as células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC), 
em cultivo, submetidas e não submetidas ao estresse oxidativo (EO). Este estudo foi dividido 
em três fases. Na primeira fase avaliou-se a ação da curcumina padrão (Sigma Aldrich, 
Referência C1386) em diferentes concentrações (0 µmol, 20 µmol, 50 µmol, 100 µmol e 1000 
µmol) e por três tempos diferentes de exposição contínua (24 h, 48 h e 72 h). O ensaio de EO 
foi induzido por meio da exposição celular ao peróxido de hidrogênio a 1% e por meio do 
ensaio de redução do MTT (metil-tiazolil-tetrazólio), pôde-se avaliar a viabilidade celular e a 
citotoxicidade. Na segunda fase do estudo determinou-se a presença e o teor de compostos 
antioxidantes no extrato etanólico da Curcuma longa L. (EEC) proveniente de Mara Rosa-
GO. As amostras do EEC foram submetidas aos testes de Folin-Ciocalteau, à captura do 
radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) e ao método de HPLC-Fluorescence. Na terceira 
fase da pesquisa avaliou-se o efeito do EEC em cultivos de HUVEC sob as mesmas condições 
experimentais da primeira fase, além disso, pesquisou-se as vias de sinalização tanto de 
sobrevivência, quanto de morte celular possivelmente ocorridas. Os resultados demonstraram 
que as células tratadas com 20 µmol de curcumina padrão e nos tempos de 24 h e 48 h 
apresentaram melhor viabilidade celular e consequentemente, menor citotoxicidade. A 
ocorrência do estresse oxidativo foi validada pelo decréscimo na viabilidade celular dentro 
das três variáveis de tempo utilizadas, com uma proteção antioxidativa na dosagem de 50 
µmol de curcumina. No EEC pôde-se identificar o ácido gálico, a curcumina (16,7%) e a 
quantidade de 18,1 µg/mL de extrato, para se reduzir em 50% o radical DPPH. Os resultados 
da terceira fase indicaram que o EEC possivelmente amenizou a injúria celular por estresse 
oxidativo, na dosagem de 100 µg/ml, por diminuição da imunoexpressão de caspase3 e pelo 
aumento da sinalização da rota de sobrevivência SIRT1. Concluiu-se que tanto a curcumina 
pura, quanto o EEC pode aumentar a viabilidade celular de células endoteliais sob estresse 
oxidativo. 
Palavras-chaves: ácido gálico, curcumina, DPPH, estresse oxidativo, HUVEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xx 
 

ABSTRACT 

Ischemic tissue injury is quite harmful, however, reperfusion causes an exacerbated level of 
reactive oxygen species (ROS), which directly interfere in the cell signaling cascade, with cell 
deleterious effects such as lipid peroxidation, protein oxidation and DNA damage. Researches 
had shown the beneficial effects of antioxidants present in vegetables and among them is 
curcumin, an antioxidant pigment found in Curcuma longa L. rhizomes, known as turmeric or 
saffron. This plant has demonstrated pharmacological activities, which have been reported 
since antiquity, as antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial, antifungal, antitumor, 
antiparasitic, antiviral, healing, hypoglycemic, neuroprotective and immunomodulatory. 
Therefore, the aim of this research was to evaluate the possible antioxidant action of curcumin 
on human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), in culture, submitted and not submitted 
to oxidative stress (EO). This study was divided into three phases. In the first time, the action 
of standard curcumin (Sigma Aldrich, Reference C1386) was evaluated at different 
concentrations (0 µmol, 20 µmol, 50 µmol, 100 µmol and 1000 µmol) and for three different 
times of continuous exposure (24 h, 48 h h and 72 h). The EO assay was induced through 
cellular exposure to 1% hydrogen peroxide and through the MTT (methyl-thiazolyl-
tetrazolium) reduction assay, cell viability and cytotoxicity could be assessed. In the second 
phase, we determinated the presence and content of antioxidant compounds in the ethanol 
extract of Curcuma longa L. (EEC) from Mara Rosa-GO. EEC samples were subjected to 
Folin-Ciocalteau tests, capture of the DPPH radical (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil) and the 
HPLC-Fluorescence method. In the third phase of this research, the effect of EEC in HUVEC 
cultures was evaluated under the same experimental conditions as the first phase, in addition 
with the possible signaling pathways of both survival and cell death. The results showed that 
the cells treated with 20 µmol of standard curcumin and at 24 h and 48 h showed better cell 
viability and, consequently, less cytotoxicity. The occurrence of oxidative stress was validated 
by the decrease in cell viability within the three times variables used, but an antioxidative 
protection was found at 50 µmol of curcumin. In EEC, we identified gallic acid, curcumin 
(16.7%) and the amount of 18.1 µg / mL of extract, to reduce the DPPH radical by 50%. 
Results from the third phase indicated that the EEC possibly alleviated cell damage by 
oxidative stress at the dosage of 100 µg / ml, by decreasing the immunoexpression of 
caspase3 and by increasing the signaling of the SIRT1 survival route. It was concluded that 
both pure curcumin and EEC can improve the cell viability of HUVEC under oxidative stress. 
Keywords: gallic acid, curcumin, DPPH, oxidative stress, HUVEC. 
 
 

 

 

 

 



CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

As doenças do sistema circulatório estão entre as principais causas de morbidade e 

mortalidade em humanos e, suas repercussões clínicas geram co-morbidades que elevam 

negativamente os indicadores de saúde populacional, além de dispendiosos gastos públicos. 

Neste contexto, a maioria dessas doenças ocorre pelo mecanismo de isquemia e reperfusão 

(I/R), uma condição em que o fluxo sanguíneo rico em oxigênio é restringido ou interrompido 

a determinado órgão ou tecido, seguido por seu restabelecimento. O infarto do miocárdio e o 

acidente vascular encefálico por anóxia são alguns dessa condição1−3. 

Dentre os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da lesão tecidual secundária à 

I/R, o mais importante é a formação de espécies reativas do oxigênio (ERO). As ERO 

promovem oxidação de macromoléculas celulares como lipídeos, proteínas e ácidos 

nucléicos, entretanto a ocorrência de danos oxidativos no ácido desoxirribonucleico (DNA) 

ativa proteínas que culminam em morte celular por apoptose3. 

O endotélio vascular é um tecido extremamente vulnerável à reperfusão e sua 

disfunção resulta em resposta microvascular alterada, produção de moléculas oxidantes, 

vasoconstritoras, pró-inflamatórias e pró-trombóticas. A presença do óxido nítrico (NO), um 

fator relaxante derivado de endotélio, é fundamental para a proteção da parede vascular, 

porém o excesso de ERO, conhecido por estresse oxidativo (EO), inibe diretamente sua 

síntese e prejudica seu efeito protetor. Sirtuínas do tipo 1 (SIRT1) são moléculas envolvidas 

na sobrevivência celular; sua atividade tem sido associada a reduções no estresse oxidativo, 

na inflamação e na sinalização pró-apoptótica, bem como no restabelecimento do DNA 

danificado. Ademais, SIRT1 também induzem a produção de NO por ativação da enzima 

óxido nítrico sintetase endotelial (eNOs), o que gera um sinergismo no combate ao EO4,5. 

Antioxidantes são substâncias endógenas ou exógenas, que protegem as células 

contra os efeitos das ERO, produzidas durante o metabolismo ou injúria celular. Os estudos 

têm demonstrado os efeitos benéficos da ação dos antioxidantes encontrados nos vegetais. 

Entre eles os mais ativos e frequentemente encontrados são os polifenóis, tais como os 

curcuminóides, presentes no rizoma da Curcuma longa L. Conhecida como açafrão ou 

cúrcuma, a planta é originária da Índia e do sudeste da Ásia. Seu principal curcuminóide é a 

curcumina, que tem sido alvo recorrente de pesquisas em razão de suas propriedades 

farmacológicas7−9. 

No Brasil, a maior produção e consumo do açafrão encontra-se no Centro-Oeste e 

em Minas Gerais. A região produtora que mais se destaca é Mara Rosa, município de Goiás, 
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onde a cadeia produtiva gera emprego para a população local e os teores de curcumina dos 

rizomas são bastante significativos10-12. 

As pesquisas têm demonstrado que a curcumina apresenta atividade protetora 

tanto in vivo quanto in vitro. O uso dessa substância, pela via oral, anteriormente à I/R 

miocárdica amenizou tanto a porcentagem da área de infarto miocárdico, quanto o índice 

apoptótico, o que foi induzido, primariamente, pela ativação da molécula de sobrevivência, 

SIRT1. Perante o infarto encefálico experimental de ratos, os resultados também 

demonstraram uma porcentagem de área acometida, significativamente menor, no grupo que 

recebeu o tratamento com a curcumina. Além de diminuição nas expressões de citocinas pró-

inflamatórias, enzimas de degradação da barreira hematoencefálica e de apoptose13-14. 

A substituição do uso de animais de laboratório em pesquisas, por células em 

cultivo está bastante difundida e, nessa perspectiva, o uso de células endoteliais de veia 

umbilical humana (HUVEC), tem possibilitado a observação satisfatória de alterações 

morfológicas e bioquímicas oriundas de I/R15. Portanto, este estudo objetivou investigar e 

melhor compreender o efeito do extrato etanólico da Curcuma longa L. em células endoteliais 

(HUVEC) sob estresse oxidativo. Propõe-se avaliar a utilização do extrato como alternativa 

acessível e economicamente viável para a atenuação de doenças de origem circulatória. 

 

1. INJÚRIA DE ISQUEMIA E REPERFUSÃO  

 

1.1. Alterações celulares decorrentes da isquemia 

 

Isquemia é uma condição em que o fluxo sanguíneo, rico em oxigênio, é 

restringido ou interrompido a determinado órgão ou tecido, prejudicando sua oxigenação 

celular. No decorrer de uma isquemia, o metabolismo celular aeróbico é suprimido, e ocorre 

somente o metabolismo anaeróbico. Consequentemente, as mitocôndrias, organelas 

responsáveis por converter o oxigênio (O2) em energia para as células, sofrem alterações 

bioquímicas e morfológicas que podem resultar em morte celular3. 

Em razão da anaerobiose celular, o meio entra em acidose e ativa proteases 

intracelulares como as caspases, que participam do processo de indução da morte celular. A 

restauração do acúmulo de H+ é realizado pelas membranas basolaterais das células, que 

possuem os canais trocadores Na+/H+. Entretanto, a excreção do excesso de H+ promove um 

elevado efluxo de Na+. Esse também se acumula por diminuição da atividade da bomba de 
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Na+/K+. Como resultado destes processos, ocorre acúmulo de água no interior da célula, 

resultando em edema citotóxico ou degeneração hidrópica 3,16,17. 

A fosforilação oxidativa que ocorre nas mitocôndrias também é afetada pela 

supressão do oxigênio e isso provoca diminuição da produção de adenosina trifosfato (ATP). 

Dessa forma, todas as funções celulares ficam comprometidas e o gradiente eletroquímico 

transmembrana é dissipado, promovendo um influxo de cálcio para dentro da célula e 

ativando fosfolipases, proteases e endonucleases, enzimas degradadoras de membranas e de 

componentes do citoesqueleto celular. O dano mitocondrial ocorre pela degradação de 

fosfolipídeos e por produtos da degradação lipídica. Essas mudanças são acompanhadas pela 

abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (TPM), que dissipa o potencial 

da membrana e prejudica ainda mais a fosforilação oxidativa. Ressalta-se que a célula 

acometida tem uma capacidade limitante de resposta adaptativa e, se o estímulo nocivo for 

interrompido, há possibilidades de a célula retornar à homeostasia. Todavia, se o limite for 

ultrapassado, haverá morte celular (Figura 1)17-18. 

No organismo em homeostasia, a respiração celular aeróbica gera quantidades 

reduzidas de ERO e elas são necessárias para que ocorram processos fisiológicos nas células 

como sinalização e regulação intracelular, transcrição gênica e síntese protéica. Essa produção 

basal consegue ser neutralizada pelos sistemas antioxidantes enzimáticos endógenos, mas em 

condições patológicas tem-se desequilíbrio e injúria celular16,17. 

 
Figura 1 – Representação esquemática do desenvolvimento da injúria celular a partir da isquemia. 

A privação de O2 diminui a fosforilação oxidativa e consequentemente a produção de 
ATP. A diminuição da atividade da bomba de Na+/K+ acarreta aumento do influxo de 
Na+, Ca2+ e H2O, com efluxo de K+. O desequilíbio iônico, juntamente com a queda do 
pH, provoca ativação de enzimas destrutivas. No entanto, essas alterações podem ser 
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revertidas. Se o fator desencadeante da isquemia não for suprimido, a injúria levará à 
morte celular.  
Fonte: Adaptado de Cotran17. 

 
 

1.2. Reperfusão 

 

A reperfusão é o restabelecimento do fluxo sanguíneo às células que se 

encontravam em isquemia e trata-se de um processo fundamental, mas sabe-se que apesar 

disso, a reoxigenação piora a lesão isquêmica, principalmente devido a abertura permanente 

dos poros de TPM. Durante a isquemia, o meio intracelular ácido evita a fissura desses poros; 

entretanto, o retorno do O2 promove a restauração do pH fisiológico, que estimula sua 

abertura permanente. Em consequência, rompe-se a membrana mitocondrial e componentes 

pró-apoptóticos como o fator indutor da apoptose e o citocromo-c são liberados no 

citoplasma, desencadeando o processo. Na isquemia cardíaca, por exemplo, o retorno do O2 é 

imprescindível, porém uma característica fatal dessa reperfusão é a apoptose dos 

cardiomiócitos17-20. 

O retorno de oxigênio molecular ao tecido envolve ainda sobrecarga de cálcio, 

permanência de abertura de poros TPM, disfunção endotelial, produção de citocinas, respostas 

inflamatórias e produção de ERO16,17,19. 

No período de isquemia, a síntese de ATP fica suspensa e esse começa a ser 

catabolizado gradativamente à ADP, AMP, adenosina, inosina e hipoxantina. O Ca2+ que se 

acumulou no citosol ativa uma protease citosólica conversora de xantina desidrogenase em 

xantina oxidase (OX). Dessa forma, a hipoxantina pode ser oxidada à xantina, pela OX, 

quando o O2 é restabelecido. No decorrer dessas reações químicas são geradas as ERO como 

subprodutos, entre elas o ânion superóxido (O2−), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicais 

hidroxila (OH−) (Figura 3)21.  
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Figura 2 – Esquema das reações químicas geradas durante a isquemia e 

reperfusão tecidual. Durante o período de isquemia, o ATP é 
catabolizado à hipoxantina. Com o retorno do oxigênio (O2) ela é 
oxidada e uma alta produção de espécies reativas de O2 é formada. 
Fonte: Modificado de Silva J. et al.21. 

 
O organismo apresenta sistemas enzimáticos endógenos para neutralização das 

ERO citadas anteriormente, sendo eles catalase, metionina-redutase, superóxido-dismutase 

(SOD) e sistemas tioredox e glutationa, no entanto, as pesquisas mostram que durante o 

período de reperfusão, a produção de ERO supera essa capacidade compensativa do sistema e 

o EO se estabelece22. Para comprovar isso, alguns pesquisadores utilizaram uma substância 

vasoconstritora para induzir EO em HUVEC e observaram além de alterações morfológicas, 

diminuição da viabilidade celular. Em outra pesquisa, ao se provocar reperfusão em 

cardiomióticos, notou-se aumento de ERO por meio da biomarcação de moléculas 

características da peroxidação lipídica e do estresse oxidativo como a lactato desidrogenase 

(LDH) o malonaldeído (MDA)  e a superóxido dismutase (SOD). Em tecido nervoso, o EO 

pós I/R foi demonstrado pelo aumento da expressão de p-ERK1/2 e p-JNK, que são vias 

intracelulares ativadas em resposta a esse tipo de injúria20,23,24. 
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2. ESTRESSE OXIDATIVO 

 

2.1. Sistemas produtores de espécies reativas no tecido endotelial 

 

Com o avanço dos métodos de investigação nas pesquisas, pôde-se estabelecer 

que o tecido endotelial não atua somente como um tecido de revestimento de vasos 

sanguíneos e câmaras cardíacas; ele apresenta também funções endócrina, autócrina e 

parácrina. Em ambiente homeostático, o endotélio modula o tônus vasomotor, regula a 

estrutura vascular e inibe agregação plaquetária e adesão leucocitária. A manutenção dessas 

funções demanda oxigênio e nutrientes, o que torna o endotélio mais susceptível ao estresse 

oxidativo25,26.  

O desequilíbrio entre a produção e a eliminação de ERO afeta a síntese e o efeito 

protetivo do NO, molécula vasodilatadora derivada do endotélio. Uma restrição em sua 

biodisponibilidade acarreta em disfunção endotelial, termo que também inclui as 

anormalidades entre o endotélio e leucócitos, trombócitos e moléculas reguladoras do 

crescimento vascular27,28. 

A produção de ERO ocorre por meio de variados sistemas enzimáticos, incluindo 

respiração mitocondrial, óxido nítrico sintase (NOS), xantina oxidase, eNOS desacoplada e 

NAD(P)H oxidase (NOX), sendo esse último o principal produtor de ERO na vasculatura. Ele 

é formado por subunidades proteicas citosólicas (p40phox, p47phox, p67phox), com proteína 

G (Rac2) acoplada, e subunidades membranosas (p22phox, Nox2 ou gp91phox). Após um 

estímulo, p47phox é fosforilado e o complexo citosólico migra para a membrana, onde se 

associa ao citocromo b558 para montar a oxidase ativa (Figura 3), que é capaz de doar 

elétrons para a redução do oxigênio a O2−, de acordo com a equação: 2O2 + NAD(P)H → 

2O2− + NAD(P) + H+ 29,30. 

O complexo enzimático NOX apresenta sete isoformas e quatro delas são 

expressas na vasculatura: Nox1, Nox2, Nox4, Nox5. Estudos demonstraram que em 

condições de aterosclerose, remodelamento vascular, aneurisma e vasculopatias, a maior parte 

das ERO são provenientes de Nox1 e Nox2. Entretanto a atividade de Nox4 já foi discutida de 

formas distintas e antagônicas. Alguns pesquisadores verificaram que sua expressão era maior 

em tecidos aórticos, provenientes de animais submetidos à dieta com alto teor de sódio. Com 

o uso de camundongos deletados para o gene que codifica Nox4, percebeu-se um efeito 

neuroprotetor relacionado à queda na formação de ERO. Por outro lado, Wang e 

colaboradores demonstraram que células endoteliais cardíacas, bloqueadas para os receptores 
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de Nox4, ao serem submetidas a I/R apresentaram aumento da apoptose e pior taxa de 

sobrevivência celular e angiogênese, subentendendo-se que Nox4 ameniza a injúria de I/R31-

33.  

 

 
Figura 3 – Representação esquemática da ativação do complexo NAD(P)H oxidase. Após o 

estímulo ativador, os componentes citosólicos p40phox, p47phox e p67phox 
migram para a membrana celular e junta-se ao citocromo b558 (p22phox e 
gp91phox). Esse complexo é capaz de liberar O2

− (ânion superóxido), por meio 
de transferência de elétrons para a redução de O2. 
Fonte: Modificado de McCann e Roulston30. 

 
 

Outra fonte relevante de ERO na vasculatura é a eNOS desacoplada. O NO é 

produzido a partir da L-arginina, pela ação da óxido nítrico sintase (NOS) e a isoforma eNOS 

é a mais presente na vasculatura. A produção de NO envolve entre alguns cofatores, a 

tetraidrobiopterina (Bh4), entretanto na presença de espécies reativas como O2−, ou peróxido 

de nitrito (ONOO−), ocorre sua oxidação à 7,8-diidrobiopterina, o que desacopla a eNOS e 

consequentemente produz O2− e não NO (Figura 4)34,35. 

No cérebro são encontradas três isoformas de NOS, a óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS), a óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) e a óxido nítrico-sintase induzida 

(iNOS). Elas são responsáveis principalmente pelo controle do fluxo sanguíneo encefálico, 

porém estudos desmonstraram que após o acidente vascular no encéfalo (AVE), o NO 

produzido apresentava função tanto protetora quanto deletéria. No período isquêmico do 

AVE, a ação nociva derivou de nNOS e iNOS, cuja produção de NO reagiu com O2− dando 

origem ao ONOO−, molécula deletéria de lipídeos e proteínas cerebrais36.  
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Figura 4 – Produção de espécies reativas a partir do desacoplamento da enzima 

eNOS, devido ao estresse oxidativo. 
Fonte: Modificado de Landmesser et al35. 

 
 

2.2. Inflamação e remodelamento vascular 

 

Sob condições oxidativas o endotélio desenvolve resposta inflamatória, tem-se um 

aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e interleucina-6 (IL-6), 

moléculas de adesão celular vascular-1 (VCAM-1), de adesão intercelular 1 (ICAM-1) e fator 

nuclear kappa B (NF-κB)37.  

As pesquisas mostram que a inflamação vascular está diretamente relacionada 

com formação de placa de ateroma. Yingchun e colaboradores demonstraram que tanto a 

expressão de VCAM1 e ICAM1, quanto a infiltração leucocitária estavam presentes em 

tecidos aórticos de ratos induzidos à hipertrigliceridemia. Em outro estudo, foram detectados 

altos níveis de mRNA de IL-6, MCP-1, VCAM-1, ICAM-1 em cultivos de HUVEC 

submetidas ao EO, por lipoproteína de baixa densidade oxidada (LDL-ox). No tecido nervoso 

tem-se neutrófilos, microgliócitos e astrócitos como maiores ativadores de citocinas pró-

inflamatórias. Essa ativação degrada os componentes da barreira hematoencefálica como as 

células endoteliais, os astrócitos e os neurônios. Por outro lado, a matriz extracelular (MEC) 

tem suas proteínas degradadas pela ação das metaloproteinases de matriz (MMPs)38,28,39. 

As MMPs são enzimas proteolíticas zinco-dependentes decompositoras de 

componentes da MEC e proteínas do tecido conjuntivo. Elas promovem remodelamento 

vascular e estão presentes em células endoteliais, fibroblastos, musculatura vascular lisa e 

células inflamatórias. As MMP são classificadas de acordo com o substrato celular em que 
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atuam, no entanto são sintetizadas na forma inativa, em razão de suas características 

destrutivas. Normalmente, as MMPs são expressas em pequenas quantidades, suficientes para 

atuarem em situações fisiológicas como proliferação celular, adesão, migração, quimiotaxia e 

sinalização, no entanto perante EO elas podem ser ativadas de forma direta ou indireta40,41.  

Estudos indicam que a remodelação após o infarto do miocárdio está associada ao 

EO e à diminuição das defesas antioxidantes. Ocorre hipertrofia dos cardiomiócitos, apoptose, 

proliferação de fibroblastos e alterações na produção e degradação de proteínas da matriz 

extracelular, principalmente pela via de sinalização da MAPK-Ras/MEK/ERK42. 

Muito se tem relatado no meio científico e divulgado para a população em geral 

sobre os efeitos benéficos dos antioxidantes da dieta, na prevenção da formação de ERO e 

também na reparação de seus efeitos deletérios nas células. Nesse contexto, a curcumina tem 

ganhado espaço, devido à sua estrutura molecular funcional, capaz de provocar reações 

químicas biologicamente importantes como a doação de prótons hidrogênio, exercendo 

atividade antioxidante43. 

 

3. CURCUMINA 

 

3.1. Cúrcuma 

A cúrcuma (Curcuma longa L.) é uma planta que pertence à família das 

Zingiberaceae,  gênero Curcuma L. Ela é proveniente da Índia e do sudeste da Ásia, mas está 

presente em zonas tropicais e subtropicais. No Brasil sua produção e consumo ocorrem mais 

no Centro-Oeste e em Minas Gerais, com nomenclatura popular de açafrão, açafroa, cúrcuma, 

turmérico, açafrão-da-terra, açafrão-da-índia ou falso-açafrão.  O rizoma é a parte mais 

utilizada da planta devido a presença de pigmentos curcuminóides de coloração amarela 

intensa, que atua como corante e também especiaria (Figura 5)8-10. 

O estado de Goiás, destaca-se na produção do açafrão devido à presença da 

Cooperativa dos Produtores de Açafrão de Mara Rosa, que reúne os municípios de Mara 

Rosa, Amaralina, Formoso e Estrela do Norte. Juntos, estes municípios  produzem 

aproximadamente 800 a mil toneladas do produto por ano, o que  confere mais de R$ 1 

milhão na economia do país.  As características ambientais de Goiás favoreceram o cultivo do 

açafrão e propiciaram à planta o acúmulo de um elevado teor da curcumina podendo ser 

equiparado aos originários da Índia44-47. 
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Figura 5 – Plantação de cúrcuma (Curcuma longa L.) em Mara Rosa-GO (A). Rizomas coletados e em 

processo de secagem (B). Rizomas transformados em pó (C). 
 

 

Além da curcumina, outros dois pigmentos curcuminóides (desmetoxicurcumina e 

bisdemetoxicurcumina) são encontrados no rizoma do açafrão, porém em menores 

quantidades (Figura 6). A diferença entre eles se dá pela presença do radical metoxila (OCH3) 

na estrutura química. O anel benzênico ligado a um ou mais grupamentos hidroxilas (-OH) 

caracteriza a capacidade antioxidante da curcumina e essa propriedade tem sido alvo de 

pesquisas na linha de prevenção ou atenuação de doenças crônicas não transmissíveis 

(DCNT) causadora de estresse oxidativo, como o AVE, aterosclerose, diabetes, doenças 

cardiovasculares e hipertensão48. 

 

 
Figura 6 – Representação da estrutura molecular dos pigmentos curcuminóides presentes no 

rizoma da Curcuma longa L. 
Fonte: Banik et al.9 
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Os aspectos físico-químicos de uma substância podem influenciar nas ações 

terapêuticas esperadas. Sabe-se que a curcumina apresenta baixa solubilidade e rápidas 

metabolização e eliminação, por conseguinte, a biodisponibilidade torna-se baixa. A natureza 

lipofílica da molécula é um dos principais fatores limitantes de seu uso. Carvalho e 

colaboradores demonstraram que a curcumina foi 6653 vezes mais solúvel em etanol do que 

em água, pois a hidrofobia, característica da molécula, induz a flutuação do pó na superfície 

aquosa, o que diminui a área de contato com o solvente. A dissolução da curcumina em 

diluições hidroetanólicas promove interações químicas favoráveis, em razão do caráter dipolar 

da molécula do etanol, que atua como dispersante e aumenta a solubilidade da curcumina, 

quando comparado com o uso de água pura49. 

Em relação ao metabolismo da curcumina, no trato gastrointestinal ela é 

conjugada à curcumina-glucuronida e sulfato de curcumina. Quando administradas por via 

intraperitoneal ou intravenosa ocorre a redução metabólica à di-hidrocurcumina, hexa-

hidrocurcumina e octahidrocurcumina, entre outros. Alguns desses metabólitos também são 

descritos com propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes, porém independente da via de 

administração, a concentração plasmática da forma livre da molécula é muito baixa e a 

curcumina é mais ativa do que os seus metabólitos, portanto, a bioeficácia é condicionada à 

fração livre. Em razão disso, as pesquisas têm buscado adjuvantes ou estratégias que possam 

ser incorporados ao composto, para proporcionarem maior biodisponibilidade. Alguns 

exemplos incluem o uso de nanotecnologia, lipossomas, micelas ou complexos fosfolipídicos 

e associação à piperina50,51. 

Alguns estudos descreveram a eficácia desses métodos em comparação ao uso da 

curcumina pura. A proteção antioxidativa de nanocurcumina (10 nm) foi significativamente 

maior, perante os danos causados pelo organofosforado diazinon, pois as enzimas marcadoras 

de estresse oxidativo foram menores nos tecidos hepático, cardíaco e renal de ratos. O uso em 

conjunto de piperina e curcumina exibiu maior proteção contra cardiotoxicidade induzida em 

ratos. Essa comprovação foi vista pela melhora no padrão eletrocardiográfico, em que as 

enzimas de dano miocárdico se apresentaram em menor concentração e as enzimas 

antioxidantes em uma maior quantidade, quando comparadas ao grupo tratado apenas com 

curcumina51,52. 
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3.2. Efeitos protetores da curcumina na injúria de isquemia e reperfusão tecidual 

 

O Ministério da Saúde e a Associação Americana de Cardiologia tem divulgado 

índices cada vez maiores de mortalidade por doenças crônicas de caráter não transmissível, 

entre elas, as do sistema circulatório. Os acometimentos cardíacos permanecem como 

primeira causa de mortalidade em todo o mundo, seguidos dos acidentes vasculares 

encefálicos e das doenças metabólicas1,53. 

Cientistas chineses investigaram a atividade protetora da curcumina perante a 

injúria de I/R miocárdica, tanto in vivo quanto in vitro, e relataram efeito cardioprotetor. O 

composto amenizou os efeitos deletérios da alteração circulatória, a qual foi confirmada por 

meio do registro de áreas de infarto significativamente menores, além de menor índice 

apoptótico. A proteína inibidora de apoptose, Bcl-2, apresentou maior expressão nos tecidos, 

ao contrário da proteína Bax, pró-apoptótica, que se manteve em concentração reduzida. A 

função mitocondrial foi preservada, principalmente pela manutenção do potencial redox com 

a ativação da enzima SOD e diminuição de formações de H2O2 e MDA. Acredita-se que esses 

fatores derivaram primariamente da ativação de SIRT1, a qual conservou a homeostase 

mitocondrial por ativação dos fatores de transcrição envolvidos na biogênese das 

mitocôndrias13. 

Em semelhante pesquisa, a suplementação oral de curcumina promoveu efeito 

cardioprotetor em animais submetidos à oclusão da artéria coronariana. As funções sistólica e 

diastólica pós-isquêmicas foram preservadas; pôde-se ver redução na área de infarto; níveis de 

MDA diminuíram e as enzimas antioxidantes (SOD, catalase, glutationa redutase, 

glutarredoxina) aumentaram, conforme a incrementação da concentração de curcumina. Isso 

corroborou com a queda de enzimas indicadoras de dano miocárdico LDH, CK-MB e 

aumento de Ca2+-ATPase e Na+-K+-ATPase. A redução da morte de cardiomiócitos foi 

diretamente proporcional à expressão de Bax e caspase3. De fato, a curcumina conferiu 

proteção cardíaca contra estresse oxidativo, apoptose e inflamação54. 

A fibrose miocárdica após a ocorrência de infarto pode ser causa de hospitalização 

e morte de pacientes acometidos. Sabe-se que a Angio II está envolvida nessa remodelação e, 

nesse sentido, testou-se o êxito da curcumina contra a expressão de colágeno I, colágeno III, 

TGF-β1, MMP-2 e MMP-9. Como resultado, foi observado que o pré-tratamento com 

curcumina reduziu a fibrose instersticial e também a área de infarto. Concomitantemente, 

comprovou-se que a ação da molécula se deu pela via SIRT155. 
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O AVE de origem isquêmica é a segunda causa mais comum de mortalidade e a 

principal causa de incapacidade entre a população adulta acometida. Restaurar a circulação 

sanguínea para a área isquêmica do cérebro é atualmente a única terapia aprovada pela Food 

and Drug Administration nos Estados Unidos. No entanto, essa reperfusão estimula células 

inflamatórias e agentes relacionados a apoptose, que alastram a lesão encefálica inicial. Por 

conseguinte, a obtenção de compostos que possam amenizar a ação dessas células 

inflamatórias pode ser benéfica e dessa forma, a curcumina apresenta propriedades que 

justificam o seu estudo56,57. 

Em outro estudo, Li e colaboradores ocluíram, experimentalmente, a porção 

inicial da artéria cerebral média de ratos, por uma hora e os trataram com curcumina 

intraperitoneal pré-reperfusão; os dados mostraram uma diminuição na expressão de citocinas 

pró inflamatórias ICAM-1 e NF-κB, redução na marcação de metaloproteinase MMP-9 

(enzima envolvida na degradação da barreira hematoencefálica) e redução de caspase. A 

porcentagem da área encefálica infartada, foi significativamente menor, quando comparado ao 

grupo controle.  Esses resultados corroboraram-se com outra pesquisa, em que também se 

induziu I/R encefálica em ratos, porém da porção distal da artéria cerebral média. Foram 

encontradas reduções significativas tanto nas áreas de infarto, quanto na expressão de 

moléculas da inflamação, como pode ser visualizado na Figura 7. Assim, a curcumina 

comprovou ser efetiva na atenuação da injúria de I/R em AVE57,58. 

A curcumina também foi capaz de amenizar os efeitos do AVE em animais 

hipertensos e propensos a esse, por meio do estímulo da UCP2, proteína desacopladora de 

substratos da membrana interna mitocondrial. A melhora da disfunção endotelial se deu em 

virtude da supressão da produção de O2- e à elevação de NO nos vasos sanguíneos e nas 

células endoteliais59. 
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Figura 7 – Imagens das áreas de infarto encefálico em ratos submetidos a isquemia e reperfusão. As 

setas indicam a extensão das lesões. A administração de curcumina promoveu uma 
diminuição na extensão das lesões encefálicas, comparadas aos grupos controle, tanto no 
trabalho 1, quanto no 2. 

Fonte: Adaptado de Li W, 201757; Liu Z, 201758 . 
 

Diante dos resultados promissores dessas pesquisas observou-se a necessidade de 

analisar os efeitos do uso prolongado de cúrcuma, principalmente com relação ao seu efeito 

protetor. Até o momento, nenhum outro estudo tinha investigado os efeitos do tratamento de 

células endoteliais de veia umbilical humana, com o extrato etanólico da Curcuma longa L., 

adquirida em Mara Rosa-GO. A hipótese deste trabalho é que o uso do extrato melhore a 

viabilidade das células em estresse oxidativo, promova a expressão de proteínas de 

sobrevivência celular, reduza a morte celular e possa representar uma alternativa 

economicamente viável de agente preventivo das injúrias provocadas pelo estresse oxidativo. 



15 
 

4. OBJETIVOS 
 

4.1. Objetivo geral 

Investigar a ação da curcumina padrão, adquirida comercialmente (Sigma Aldrich 

Referência C1386) e do extrato etanólico da Curcuma Longa L. (EEC) proveniente da região 

de Mara Rosa, sobre as células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC), submetidas 

ao estresse oxidativo por peróxido de hidrogênio. 

 

4.2. Objetivos específicos 

• Determinar o teor de curcumina no EEC, por meio de cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE/HPLC); 

• Avaliar a ação antioxidante da curcumina padrão e do EEC nas HUVEC, em 

condições de normoxia e de estresse oxidativo; 

• Estimar a citotoxicidade da curcumina padrão e do EEC nas HUVEC, em 

condições de normoxia e de estresse oxidativo; 

• Verificar a ativação das vias de sinalização de sobrevivência:  

- SIRT1 e mTOR 

•  Analisar a marcação de apoptose: 

- Caspase3 
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CAPÍTULO 2 – EFEITO DA CURCUMINA NAS CÉLULAS ENDOTELIAS 

HUMANAS SOB ESTRESSE OXIDATIVO  

 

RESUMO 

As pesquisas por compostos naturais que possam beneficiar o organismo, diante de injúrias 
celulares têm aumentado bastante. A curcumina é um pigmento proveniente do açafrão, que 
tem a capacidade de neutralizar as espécies reativas do oxigênio, originadas no processo de 
estresse oxidativo celular. A relevância dessa particularidade se dá em decorrência do 
aumento da mortalidade humana por doenças do sistema circulatório. Assim, o objetivo desse 
estudo foi investigar o efeito protetor ou citotóxico da curcumina padrão (Sigma Aldrich, 
Referência C1386) sobre as células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) em 
normoxia e em estresse oxidativo (EO). Dessa forma, testou a curcumina em diferentes 
concentrações (0 µmol, 20 µmol, 50 µmol, 100 µmol e 1000 µmol) e por três períodos 
distintos (24 h, 48 h, 72 h) em cultivos celulares de HUVEC submetidos ou não ao estresse 
oxidativo, por meio de peróxido de hidrogênio a 1%. A viabilidade celular, a citotoxicidade e 
a concentração que inibe 50% da viabilidade celular (IC50) foram obtidas a partir do Método 
de redução do sal de tetrazólio (MTT). Os resultados demonstraram que as células tratadas 
com 20 µmol de curcumina e nos tempos de 24 h e 48 h apresentaram melhor viabilidade 
celular e consequentemente, menor citotoxicidade. As células submetidas ao EO apresentaram 
um declínio na viabilidade, porém na exposição à 50 µmol de curcumina infere-se que 
ocorreu uma proteção celular. Neste estudo, concluiu-se que a curcumina apresentou efeito 
protetor em menores tempos de exposição celular (até 48 h) e menores concentrações, tanto 
em células em normoxia (20 µmol), quanto em estresse oxidativo (50 µmol). 
Palavras-chaves: ácido fenólico, antioxidante, HUVEC 
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CHAPTER 2 – CURCUMIN EFFECT ON HUMAN ENDOTHELY CELLS UNDER 

OXIDATIVE STRESS 

 
ABSTRACT 

Phenolic compounds have been extensively researched due to their antioxidant action. 
Curcumin is a pigment from saffron, widely used as a spice, but with reports since the ancient 
times of its beneficial effects, including the ability to neutralize reactive oxygen species, 
originated in the process of oxidative stress. cell phone. Its chemical structure (C21H20O6) 
enables antioxidant activity through active sites, which may undergo electron transfer 
oxidation and hydrogen abstraction. These particularities are important to ameliorate ischemia 
and reperfusion (I/R) injuries, given that circulatory system diseases are among the leading 
causes of mortality worldwide, especially heart diseases and stroke. Thus, the aim of this 
study was to investigate the antioxidant and cytotoxic action of standard curcumin (Sigma 
Aldrich, Reference C1386) on human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). The 
molecule was used at 0 µmol, 20 µmol, 50 µmol, 100 µmol and 1000 µmol concentrations, 
and for three different times (24 h, 48 h, 72 h) in HUVEC cultures on normoxic state or under 
oxidative stress with 1% hydrogen peroxide. Cell viability, cytotoxicity and concentration 
inhibiting 50% of cell viability (IC50) were obtained by MTT reduction assay. The results 
showed that cells treated with 20 µmol curcumin at 24 h and 48 h showed better cell viability 
and consequently lower cytotoxicity. We observed the oxidative stress promotion by the 
decrease of cell viability in the three-time and there was an antioxidant protection under 50 
µmol curcumin treatment. 
Keywords: antioxidant, HUVEC, phenolic compounds 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A curcumina é um composto fenólico proveniente do rizoma da cúrcuma ou 

açafrão (Curcuma longa L.), uma planta originária da Índia e do sudeste da Ásia. Seu 

principal uso é na culinária, como especiaria ou corante, mas na medicina oriental tem-se a 

substância como agente terapêutico restaurador da saúde. A literatura demonstra que a 

curcumina pode atuar em múltiplos alvos moleculares e modular diversas vias de transdução 

de sinal, o que lhe confere capacidade de atuar contra doenças cardiovasculares, inflamatórias, 

metabólicas, neurológicas, hepáticas, parasitárias e contra alguns tipos de câncer. Apesar 

disso, a curcumina apresenta baixa solubilidade aquosa, o que consequentemente diminui sua 

dispersão e biodisponibilidade no organismo e pode limitar seu uso como medicamento1-4. 

A estrutura química da curcumina (C21H20O6) possibilita sua atividade 

antioxidante por meio de sítios ativos, que podem sofrer oxidação por transferência de 

elétrons e abstração de hidrogênio. Essas características são bastante desejáveis perante a 

injúria tecidual de isquemia e reperfusão (I/R), haja vista que as doenças do sistema 

circulatório estão entre as principais causas de mortalidade em todo o mundo, sobretudo os 

acometimentos cardíacos e acidentes vasculares encefálicos de origem isquêmica5,6. 

O evento isquêmico provoca alterações celulares e lesões críticas no endotélio 

vascular. A reoxigenação, apesar de essencial, ativa cascatas que exacerbam os danos da 

isquemia e a principal consequência é o excesso de espécies reativas do oxigênio (ERO), que 

pode ocorrer por depleção da capacidade antioxidante do sistema celular ou por produção em 

demasia, o que se caracteriza em estresse oxidativo (EO). A oxidação de componentes 

celulares substanciais como lipídeos, ácidos nucléicos e proteínas podem desorganizar as 

funções das células ou destruí-las de forma irreversível7. 

Durante a reperfusão, o oxigênio introduzido (O2) é reduzido inicialmente a 

superóxido (O2-), um oxidante fraco e instável que rapidamente é dismutado em peróxido de 

hidrogênio (H2O2), um mediador que não possui elétrons desemparelhados, apresenta maior 

estabilidade e também capacidade de se dispersar, o que possibilita ações distantes de seu 

local de síntese. O H2O2 pode ser produzido também pelos sistemas xantina oxidase, eNOS 

desacoplada, respiração mitocondrial e NADPH oxidase (NOX). Os estudos têm demonstrado 

que o maior produtor de ERO na vasculatura é complexo enzimático (Nox). Animais sob 

hipóxia crônica apresentaram maior expressão de Nox2 e Nox4 em células progenitoras 

endoteliais. Consequentemente a atividade de caspase3 e a porcentagem de apoptose nessas 

células também aumentaram8,9. 
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Após o acidente vascular encefálico isquêmico, a reoxigenação provoca EO e 

resposta inflamatória exacerbada. Wang e colaboradores demonstraram o efeito anti-

inflamatório do uso da curcumina em nanopartículas (NCUR), em encéfalos de camundongos 

submetidos à I/R. Após o retorno do oxigênio, a micróglia migrou para a área da penumbra 

(área de isquemia reversível) e também liberou citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, 

ERO) que amplificaram a inflamação e os danos celulares. Com o uso da NCUR, a expressão 

de marcadores de ação da micróglia M1/pró-inflamatória (IBa1 e CD68) foi 

significativamente menor. Esses mesmos autores demonstraram, in vitro, que a NCUR 

reduziu os danos mitocondriais e a apoptose na cultura de células endoteliais da 

microvasculatura cerebral10. 

O uso da curcumina imediatamente antes de induzir-se uma injúria, de isquemia e 

reperfusão, em cardiomiócitos ativou a via de sinalização protetora JAK2/STAT3, que 

promoveu aumento de expressão de Bcl-2 e diminuição de caspase3, o que se validou com a 

visualização de uma menor porcentagem de área de infarto e diminuição da dosagem de 

enzimas de lesão miocárdica (LDH, CK-MB, Ca2+ATPase, Na+K+ATPase)11. 

Diante dos fatos, torna-se oportuno a realização de ensaios experimentais que 

avaliem a ação da curcumina, como uma possível alternativa viável na atenuação dos efeitos 

celulares decorrentes do estresse oxidativo. Considerando a importância do endotélio 

vascular, objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito antioxidante e citotóxico da 

curcumina padrão (Sigma Aldrich, Referência C1386) sobre as células endoteliais 

provenientes de cordão umbilical humano (HUVEC). 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O estudo foi conduzido no laboratório Multiusuário de Estudo de Moléculas, 

Células e Tecidos da Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de Goiás 

(LMAMCT/EVZ/UFG).  

 

2.1. Células e cultura 

As células endoteliais (HUVEC) originárias da ATCC (American Type Culture 

Collection - Manassas, VA, USA) foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco modificado 

de Eagle (DMEM) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina e 

estreptomicina (10.000 U.I./ml - 10 mg/ml), 1% de anfotericina B e L glutamina (todos os 
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reagentes da Cultilab, Campinas, Brasil) e mantidas em incubadora umidificada a 37oC com 

uma atmosfera de 5% de CO2, de acordo com adaptação de Manea12. 

Para o ensaio foram realizados três experimentos independentes em quintuplicata. 

 

2.2. Ação da curcumina sobre as células endoteliais 

O cultivo das células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) ocorreu em 

incubadora umidificada, a 37°C e atmosfera de 5% de CO2, com concentração celular de 

1x104 células/poço em placas de cultivo de 96 poços. 

Utilizou-se a curcumina padrão (Sigma Aldrich, Referência C1386) diluída em 

meio de cultivo DMEM 1%, nas diferentes concentrações pré-estabelecidas, para a 

administração nos grupos, de acordo com a seguinte divisão: 

a) Grupo controle 

Grupo 1: células não tratadas com curcumina. 

b) Quatro grupos expostos a curcumina (CUR), de forma contínua, por 24 h, 48 h e 72 h: 

Grupo 2: adição de 20 µM de CUR em meio de cultivo; 

Grupo 3: adição de 50 µM de CUR em meio de cultivo;  

Grupo 4: adição de 100 µM de CUR em meio de cultivo; 

Grupo 5: adição de 1000 µM de CUR em meio de cultivo. 

 

2.3. Ensaio de estresse oxidativo por meio do peróxido de hidrogênio 

As HUVEC foram semeadas em placas de cultivo de 96 poços, tratadas com as 

diferentes concentrações de curcumina e induzidas ou não ao estresse oxidativo. Para 

promover o estresse oxidativo utilizou-se o peróxido de hidrogênio a 1% (H2O2) diluído no 

meio de cultivo DMEM 1%, de acordo com as concentrações determinadas: 

a) Grupo controle 

Grupo 1: células não tratadas com curcumina e adicionadas H2O2. 

b) Quatro grupos expostos a curcumina (CUR), de forma contínua, por 24 h, 48 h e 72 h, com 

posterior adição de H2O2 , por 6 horas consecutivas: 

Grupo 2: adição de 20 µM de CUR em meio de cultivo; 

Grupo 3: adição de 50 µM de CUR em meio de cultivo;  

Grupo 4: adição de 100 µM de CUR em meio de cultivo; 

Grupo 5: adição de 1000 µM de CUR em meio de cultivo. 
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2.4 Ensaio de redução do sal de tetrazólio para análise de viabilidade celular 

A análise de viabilidade celular se baseia na capacidade de as enzimas 

mitocondriais de células viáveis transformarem o MTT (metil-tiazolil-tetrazólio), em corante 

de formazano. A produção de formazano é reduzida quando a função redox mitocondrial está 

prejudicada ou as espécies reativas de oxigênio (ERO) estão aumentadas. Dessa forma, após 

os tratamentos, descartou-se o meio DMEM e adicionou-se 10 µl de tetrazólio MTT  em cada 

poço. As placas foram incubadas por três horas e posteriormente, acrescentou-se 50 µl de 

dodecil sulfato de sódio (SDS – Vivantis Biochemical) a 10% diluído em HCl (0,01N) por 

poço para cessar a reação de MTT. As placas foram incubadas por 24 horas em temperatura 

ambiente e protegidas de luz. 

A absorbância do corante convertido foi medida em comprimentos de onda de 540 

nm por meio de espectrofotômetro (Awareness Technology Ine®/Stat Fax 2100). O valor da 

absorbância resultante de cada poço tratado, foi calculado, segundo a fórmula computacional: 

absorbância (tratamento)/absorbância (controle) × 100%, para se determinar a viabilidade 

celular. A partir dessa, calculou-se a citotoxicidade celular de cada poço, por meio da fórmula 

computacional: 100 – [absorbância (tratamento)/absorbância (controle) × 100%].  

O valor da concentração de EEC que inibe 50% da viabilidade celular (Inhibitory 

concentration − IC50, em  µmol) foi calculado pelo programa estatístico Graph Pad Prism 5 

(Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA,USA). 

 

3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para normalizar os dados obtidos no ensaio de redução do sal de tetrazólio (valor 

da absorbância) e remover possíveis outliers (valores atípicos), um modelo matemático 

rigoroso foi empregado para que os valores, que se apresentassem superiores e inferiores a 

esses intervalos, fossem retirados dos dados da quintuplicata. Foi realizada a análise de 

variância (ANOVA) e o teste de t (5% de significância) para comparar as médias de 

absorbância. Utilizou-se também os dados da absorbância para se obter o IC50 (concentração 

de um composto, que promove a inibição de 50% da viabilidade celular), por meio do 

software Graphpad Prism 5 (GraphPad software, Inc, La Jolla, CA). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O uso experimental da curcumina (CUR) nas células endoteliais de veia umbilical 

humana (HUVEC) em condição de normoxia não demonstrou diferença estatística na 

viabilidade celular entre os grupos de 24 e 48 h (Figura 1). Foi observada uma maior taxa 

percentual de sobrevivência no grupo tratado por 24 h, principalmente pela ausência de 

diferença entre as concentrações de CUR utilizadas e o controle (p<0,05). Em 48 h a 

concentração de 50 µmol demonstrou maior viabilidade celular em relação às dosagens 

crescentes dos grupos tratados (p<0,05). Contudo, nas 72 h, essa mesma dosagem apresentou 

uma menor taxa percentual de sobrevivência celular, além de ter se diferenciado 

estatisticamente do controle. 

 

  
Figura 1 – Ensaio de viabilidade celular pela redução do sal de tetrazólio (MTT). Os valores foram 

obtidos a partir da absorbância registrada em espectrofotômetro,  no comprimento de 
onde de 532nm. As letras minúsculas indicam a diferença estatística entre as 
concentrações e as maiúsculas entre os tempos de exposição (teste de t com p<0,05). 

 

A maioria dos experimentos relacionados utilizou menores tempos de tratamento, 

ademais, os estudos apontam que a CUR apresenta efeito protetor em concentrações mais 

baixas, seguida de potencial citoxicidade em dosagens mais elevadas. Yang e colaboradores, 

por meio do teste de MTT encontraram morte de cardiomioblastos em quantidades de 20 e 25 

µmol de CUR, em tratamento de 24h. Em cultura de cardiomiócitos, Zhu e pesquisadores, 
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assim como no presente estudo, também encontraram melhor viabilidade em menores tempo e 

concentração (10 µmol em 24h), entretanto até a quantia de 20 µmol não observaram 

alterações metabólicas14,15. 

Em relação à citotoxicidade do composto, os dados obtidos mostraram que houve 

diferença estatística nas variáveis de tempo e de concentrações utilizadas de CUR (Tabela 1). 

Em 24h possivelmente não houve citotoxicidade, em razão de não ter sido observada 

diferença significativa entre as dosagens empregadas. Em 48 h notou-se diferença estatística 

significativa a partir de 1000 µmol e, em 72 h, a diferença foi notada mais precocemente, 

como foi observado na dosagem de 50 µmol. 

As variações observadas especificamente em 50 µmol, tanto em 48h quanto em 

72h, podem ser atribuídas à sensibilidade da molécula, que é referenciada como instável, 

hidrofóbica e de baixo metabolismo. Abdollahzadeh e colaboradores afirmaram que a CUR 

em preparações nanomicelares  (NCUR) atuou significativamente melhor do que CUR in 

natura, o que representaria um modelo promissor para a utilização da substância, devido à 

uma melhor biodisponibilidade em soluções aquosas, a maior estabilidade física e menor 

propensão a citotoxicidade. Esses mesmos autores relataram ainda que a capacidade 

antioxidante da NCUR também superou o uso de CUR natural16,17. 

 
Tabela 1 – Valores de citotoxicidade da curcumina em células endoteliais de veia 

umbilical humana, em relação aos tempos de exposição 24h, 48h e 72h e a 
concentração de curcumina.  

TEMPO TRATAMENTO % TESTE T 

24h B 

Controle 0 a 
20µM -5,33 a 
50µM -2,41 a 
100µM -1,73 a 
1000µM 0,00 a 

48h B 

Controle 0 b 
20µM 0,46 ab 
50µM -4,13 b 
100µM 2,86 ab 
1000µM 4,12 a 

72h A 

Controle 0 c 
20µM 0,60 bc 
50µM 6,77 a 
100µM 5,50 ab 
1000µM 5,55 ab 
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Legenda: (%) percentagem de viabilidade celular; (µM) micromolaridade; as letras 
minúsculas indicam a diferença estatística entre as concentrações e as maiúsculas entre os 
tempos de exposição (teste de t com p<0,05). 
 

Nesse ensaio, foi calculada a concentração de CUR, que inibiu 50% da viabilidade 

celular (IC50), nos tempos que apresentaram diferença estatística. Nesse caso, em 48h foi 

obtida IC50 de 94,94 µmol e em 72h, a concentração diminuiu para 20,58 µmol. A literatura 

cita que quanto menor o valor de IC50, maior é a capacidade de uma substância promover 

alterações metabólicas, que possam desencadear ou não em morte celular. Doses menores de 

CUR já foram relatadas como citotóxicas: Daverey e Agrawal constataram diminuição na 

viabilidade celular a partir de 5 µmol de CUR em 24h. Testaram também as concentrações de 

40 µmol, 50 µmol, 60 µmol e 70 µmol que foram tóxicas tanto em células normais (astrócitos) 

quanto em células tumorais (gliobastomas)18.  

Sabe-se que o processo de isquemia e reperfusão celular ocasiona o aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio. Esse processo pode ser induzido de forma 

experimental expondo as células ao peróxido de hidrogênio (H2O2), dessa forma, no presente 

estudo, as HUVEC foram submetidas ao ensaio de estresse oxidativo, por meio de H2O2 na 

concentração de 1%, para se ter o referido efeito. Esse exato modelo experimental in vitro 

também foi utilizado por Gong e colaboradores que constataram, por meio de 

imunofluorescência, a produção esperada de ERO pelas mesmas células13. O gráfico da 

Figura 2 mostra o efeito que o H2O2 pode ter induzido nas células, em razão do decréscimo de 

viabilidade celular, que pode ser observado nas três variáveis de tempo utilizadas, 

principalmente quando comparadas aos grupos em normoxia da Figura 1. 
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Figura  2 – Ensaio de viabilidade celular perante o estresse oxidativo, pelo método de 

redução do sal de tetrazólio. Análise das médias (em porcentagem) de 
viabilidade celular por concentração de curcumina em relação ao tempo de 
exposição (24h, 48h e 72h). As letras minúsculas indicam a diferença 
estatística entre as concentrações e as maiúsculas entre os tempos de 
exposição (teste de t com p<0,05). 

 

Na Figura 2 é possível observar os resultados da exposição celular à CUR, antes 

da indução de EO. Apesar de não ter se distinguido estatisticamente do grupo controle como 

esperado, a utilização de 20 µmol de CUR demonstrou maior citoproteção, pois a média 

obtida ultrapassou o referido controle, tanto em  24 h, quanto em 48 h. Ademais, os dados 

indicam que não houve diferença estatística significativa entre a variável de tempo (24h, 48h e 

72h). Já entre as doses utilizadas nota-se, que assim como nas células em normoxia, as células 

em estresse oxidativo apresentaram uma alteração na viabilidade de acordo com o aumento na 

concentração de CUR usada, o que pode ser visto estatisticamente. 

O valor de IC50 encontrado sob condição de EO foi 52,21 µmol, 47,92 µmol e 

56,99 µmol para respectivamente 24h, 48h e 72h. Esses valores corroboram com as dosagens 

de tratamento utilizadas por outros autores que se limitam a no máximo 50 µmol. Li e 

colaboradores utilizaram CUR nessa dosagem como controle positivo para comparar o efeito 

antioxidativo de X22, um derivado da imidazopiridina; Yang e colaboradores obtiveram 

dosagem e tempo máximos de 10 µmol e 24h visando atenuar a morte de astrócitos, induzida 

por metilmercúrio. Os relatos da literatura mostraram que concentrações crescentes de CUR 

induziram maiores taxas de mortalidade celular. Piantino e demais pesquisadores apontaram 

      24h 
            A 

      48h 
            A 

      72h 
            A 
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que o uso de 10 e 25µmol de curcumina provocou apoptose em respectivamente 31,9% e 

52,2% de células tumorais prostáticas e ao aumentarem essa concentração para 50µmol, 

houve quase 100% de morte dessa linhagem celular, o que demonstrou o efeito antitumoral da 

molécula19,20,21. 

A tabela 2 representa a citotoxicidade do tratamento com CUR, nas HUVEC em 

meio contendo H2O2: 

 
Tabela 4 – Valores de citotoxicidade da curcumina em células endoteliais de veia umbilical 

humana expostas ao H2O2, em relação aos tempos de exposição 24h, 48h e 72h e 
concentração de curcumina (µM). 

TEMPO TRATAMENTO % TESTE T 

24h A 

Controle 0 c 
20µM 0 c 
50µM 16,87 bc 
100µM 37,95 ab 
1000µM 43,60 a 

48h A 

Controle 0 b 
20µM 0 b 
50µM 17,55 ab 
100µM 18,58 a 
1000µM 39,44 a 

72h A 

Controle 0 c 
20µM 11,44 c 
50µM 25,69 bc 
100µM 48,82 ab 
1000µM 54,13 a 

Legenda: (%) percentagem de viabilidade celular; as letras minúsculas indicam a diferença 
estatística entre as concentrações e as maiúsculas entre os tempos de exposição (teste de t com 
p<0,05). 

 
Ao considerar os achados deste experimento, as evidências sugerem que CUR 20 

µmol não afetou significativamente a viabilidade das HUVEC. Além disso, essa dosagem 

preveniu a citotoxicidade induzida pelo H2O2 nos tempos 24 e 48 h. Esses dados corroboram 

com os achados de Sun e colaboradores, que avaliaram o mecanismo de senescência celular 

por meio de peróxido de hidrogênio e observaram que esse promoveu um decréscimo na 

viabilidade das células endoteliais, o qual foi atenuado pela utilização prévia de CUR, na 

concentração de 20 µmol. Já em células epiteliais retinianas, Ramos de Carvalho e 

colaboradores perceberam, que a exposição à essa dosagem induziu efeitos citotóxicos 

significativos tanto em normoxia, quanto sob estresse oxidativo. Eles descreveram ainda que 

ao aumentarem as concentrações de CUR, quase nenhuma célula viável foi encontrada, o que 

pode ser inferido que a citotoxicidade ocorreu por efeitos pró-oxidativos22,23. 
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5. CONCLUSÃO 

 

A curcumina apresentou efeito protetor na concentração de 20 µmol e no tempo 

de exposição de até 48 h, tanto em células HUVEC em normoxia, quanto em submetidas ao 

estresse oxidativo. 
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CAPÍTULO 3 – CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO ETANÓLICO DO AÇAFRÃO 

(Curcuma longa L.) DE MARA ROSA-GO 

 
RESUMO 

A Curcuma longa L. é uma planta perene, de ocorrência natural na Índia e no sudeste da Ásia, 
No Brasil, ela é conhecida como açafrão ou cúrcuma e sua importância vai além do uso como 
corante ou especiaria, uma vez que as pesquisas têm demonstrado seu alto potencial 
terapêutico, principalmente devido aos pigmentos curcuminoides presentes em seus rizomas. 
Esse trabalho objetivou avaliar qualitativa e quantitativamente os componentes antioxidantes 
presentes no extrato etanólico da cúrcuma (EEC), proveniente do município de Mara Rosa-
GO. Para a fabricação do extrato dos rizomas da planta, utilizou-se o etanol para promover a 
extração da curcumina e os métodos de determinação de compostos fenólicos, teor de 
curcumina e ação antioxidante foram respectivamente, o teste de Folin-Ciocalteau, a análise 
por HPLC-Fluorescence e método do DPPH. Os resultados demonstraram a presença 
polifenóis das classes dos ácidos fenólicos e dos curcuminoides no EEC, com 16,7% de teor 
de curcumina, além disso, a quantidade de antioxidante necessária para reduzir em 50% a 
concentração inicial de DPPH, foi de 18,1 µmol/g. Dessa forma constatou-se que o EEC 
apresenta atividade antioxidativa. 
Palavras-chaves: curcumina, cromatografia, isquemia, rizoma. 
 
 
 
 
CHAPTER 3 - CHARACTERIZATION OF THE ETHANOLIC EXTRACT OF MARA 

ROSA-GO SAFFRON (Curcuma longa L.) 

 

ABSTRACT 
Curcuma longa L. or turmeric is a perennial plant from India and Asia Southeast, usable as a 
colorant or spice, but its have been shown the high therapeutic potential, mainly due to the 
curcuminoides pigments present in their rhizomes. This work aims to evaluate qualitatively 
and quantitatively the antioxidant components present in the ethanolic extract of turmericn 
(EET), obtained in Mara Rosa, Goias, Brazil. To process the rhizome extracts, we used 
ethanol to promote the extraction of curcumin and to determinate the phenolic compounds, 
curcumin content and antioxidant action, we used the Folin-Ciocalteau test, an HPLC-
Fluorescence analysis and DPPH analysis. The results demonstrated the presence of phenolic 
acid and curcuminoid, in addition to 16.7% of the curcumin content and the amount of 
antioxidant needed to reduce the initial DPPH concentration by 50% was 18.1 µmol/g. The 
EET showed antioxidant activity. 
Keywords: chromatography, curcumina, ischemia, rhizomes. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A Curcuma longa L., conhecida tradicionalmente por açafrão ou cúrcuma, é uma 

planta perene, de longas ramificações, pertencente à família das Zingiberaceae, cuja origem se 

deu no sudeste da Ásia e nos morros das florestas tropicais da Índia. A porção mais 

comumente utilizada dessa herbácea é a raiz ou rizoma, que apresenta uma pigmentação 

amarela intensa repleta de substâncias bioativas. Esses pigmentos são empregados em 

diversas áreas, como a alimentícia, a medicinal, a cosmética e a têxtil1-3.  

O cultivo no Brasil foi estabelecido principalmente no Centro-Oeste, região de 

clima e solo favoráveis ao desenvolvimento da planta. Em Goiás, a Cooperativa dos 

Produtores de Açafrão de Mara Rosa (Cooperaçafrão) tem produzido de 800 a mil toneladas 

de açafrão desidratado por ano, o que tem movimentado a economia e abastecido o mercado 

interno. O produto também é exportado, porém em menor escala, para Israel e Índia quando 

esses encontram-se no período de entressafra, pois eles são considerados os maiores 

fornecedores mundiais. Em 2016, a região de Mara Rosa obteve o selo ou registro de 

Identidade Geográfica do Estado de Goiás para a produção de açafrão, pelo Instituto Nacional 

de Propriedade Industrial, o que agregou valor ao produto e valorizou a localidade4,5,6. 

Sabe-se que o sistema de saúde brasileiro preconiza o uso da fitoterapia e, em 

2009, o Ministério da Saúde publicou a Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse 

ao Sistema Único de Saúde (RENISUS), em que se encontra listada a cúrcuma. Esse interesse 

pela C. longa L. tem ocorrido em virtude de se ter relatos dos povos da antiguidade oriental, 

dos inúmeros efeitos benéficos da planta tais como: anti-inflamatório, antibacteriano, 

antifúngico, antitumoral, antiviral, cicatrizante, hipoglicemiante, neuroprotetor, 

antiparasitário, imunomodulador e antioxidante. Esse último tem sido extensamente estudado, 

em razão do aumento dos índices de mortalidade por doenças crônicas não transmissíveis 

(DCNT), como por exemplo os eventos isquêmicos7,8. 

As pesquisas têm demonstrado que a curcumina, principal pigmento da cúrcuma, 

neutraliza as espécies reativas do oxigênio e as citocinas inflamatórias, decorrentes das 

injúrias que desencadeiam o estresse oxidativo9. Destarte, o objetivo dessa pesquisa foi 

realizar a caracterização dos compostos bioativos e da capacidade antioxidante dos rizomas da 

Curcuma longa L, provenientes de Mara Rosa, previamente à sua utilização, in vitro, em 

tecidos submetidos ao estresse oxidativo. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
Os ensaios foram realizados no Laboratório Multiusuário de Avaliação de 

Moléculas, Células e Tecidos da Escola de Veterinária da Universidade Federal de Goiás 

(LAMAMCT/EVZ/UFG) e no Laboratório de Nanotecnologia Farmacêutica do Centro de 

Pesquisa, Desenvolvimento Tecnológico e Inovação em Fármacos, Medicamentos e 

Cosméticos, da Faculdade de Farmácia da UFG (FARMATEC/FF/UFG). 

 

2.1. Obtenção do extrato etanólico da curcumina – EEC (Curcuma longa L.) 

Os rizomas da Curcuma longa L. foram provenientes da Cooperativa de Produtos 

do Açafrão de Mara Rosa (Cooperaçafrão) localizada no Município de Mara Rosa, estado de 

Goiás, Brasil.  

O processamento de obtenção do extrato bruto iniciou-se com a retirada dos 

rizomas da terra, com posterior lavagem e secagem em estufa para serem processados. 

Posteriormente, 100g do material seco e triturado foi adicionado a 1000 ml de etanol absoluto, 

que em seguida passou por percolação a frio. O sobrenadante foi filtrado e o solvente 

evaporado em rotoevaporador (IKA® RV 05 Basic)10. 

O extrato bruto obtido foi armazenado em refrigerador, com todas as etapas 

protegidas da fotodegradação. 

 

2.2. Caracterização do extrato etanólico da curcumina – EEC (Curcuma longa L.) 

 

2.2.1. Determinação de fenólicos totais 

Os compostos fenólicos foram determinados por meio da utilização do reagente 

de Folin-Ciocalteau, seguindo a metodologia de Waterhouse (2002)11, com leitura por 

espectrofotometria à 700 nm. Com o estabelecimento da curva padrão do ácido gálico, pôde-

se quantificar a amostra do extrato. Os resultados foram expressos em miligramas de 

equivalente de ácido gálico (EAG) por 100 gramas de amostra. 

 

2.2.2. Método analítico de quantificação da curcumina 

O teor de curcumina no extrato foi determinado por HPLC-Fluorescence. A 

análise foi realizada pelo sistema Agilent HPLC 1260 Infinity (Agilent, EUA), com uma 

coluna Eclipse SDB C18 (250 X 4,6 mm, 5µm) à 35 °C. A fase móvel consistiu na mistura 

acetonitrila: ácido acético 0,4% (45:55, v / v), no fluxo de 1 mL/min. O volume de injecão foi 
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de 10 µL e a detecção da curcumina com excitação de 429 nm e emissão de 539 nm. Soluções 

do padrão de curcumina (Sigma Aldrich, Referência C1386) foram preparadas em diferentes 

concentrações, utilizando acetonitrila. 

Após a padronização, utilizou-se aproximadamente 50 mg do extrato, 

homogeneizado previamente, adicionado de 10 ml de acetonitrila. A mistura foi agitada em 

vortex por três minutos. Uma alíquota do extrato já solubilizado foi então diluída (fator de 

diluição final: 1000) em acetonitrila e injetada no HPLC-Fluorescence. 

A análise foi realizada em triplicata.  

 

2.2.3. Atividade antioxidante por DPPH 

Determinou-se a atividade antioxidante do EEC pelo método do DPPH (2,2 

difenil-1-picrilhidrazil), de acordo com metodologia proposta por Rufino et al. (2007)12. O 

grau de descoloração do radical DPPH pela ação dos antioxidantes, foi medido em triplicata, 

por meio de espectrofotometria, com concentração de 0,1 mg.mL-1 e os resultados foram 

expressos em % de descoloração. O ensaio permaneceu em repouso por 15 minutos e, em 

seguida, foi feita a leitura no espectrofotômetro ao comprimento de onda de 520 nm. 

Efetuou-se os cálculos com o auxílio da Equação 1: 

% de descoloração do DPPH=( −1 Abs controle – Abs branco / Abs controle ) x 

100  

Em que:  

Abs controle = absorbância da solução de DPPH sem a amostra; 

Abs amostra = absorbância da amostra com o DPPH. 

A determinação da atividade antioxidante foi expressa em equivalente de trolox, 

com base em uma curva de calibração de trolox com concentrações que variaram de 0,05 a 

0,3 µmol/ml. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A eleição do etanol como o solvente para a extração da curcumina (CUR) dos 

rizomas foi feita de acordo com os critérios elencados na literatura, que demonstram as 

melhores substâncias para a solubilização dos curcuminóides. Esses compostos caracterizam-

se como hidrofóbicos, ou seja, a utilização de água como solvente diminui a eficácia na 

extração da CUR. Carvalho e colaboradores demonstraram que a solubilidade dessa molécula 

em água foi de 1,3 mg.L-1, enquanto em etanol (99,5%) esse valor se elevava para 8895,9 
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mg.L-1. Solventes, como a acetona e o metanol, também são capazes de extrair a molécula, 

entretanto os mercados farmacêutico e alimentício prezam pelo uso do etanol, para se 

diminuir o risco à saúde do consumidor,  já que ele demonstra um alto poder 

biodisponibilizador de curcuminoide13.  

No presente extrato etanólico da curcumina (EEC) de Mara Rosa, obteve-se a 

curva padrão do ácido gálico pelo teste de Folin-Ciocalteau e foi obtido um teor de 

constituintes fenólicos totais (CFT) de 691,49 mg de EAG/100 g. Ao comparar-se esse valor 

ao da curcumina pura, adquirida comercialmente (Sigma Aldrich), percebeu-se que seu valor 

era inferior (495 ± 8 mg de EAG/100 g), o que pode ser atribuído aos demais componentes do 

extrato. O ácido gálico é um composto fenólico reconhecido como potente neutralizador de 

espécies reativas do oxigênio. Seu uso é comum em indústrias farmacêutica, cosmética e 

alimentícia e seu efeito terapêutico, assim como a CUR, já demonstrou ação antibacteriana, 

antialérgica, anti-inflamatória e antioxidante. Em razão disso, o valor de CFT pode ser 

determinado em termos de equivalente de ácido gálico, haja vista que é um composto de 

referência bastante indicado14. 

Santos e Silva analisaram o CFT do extrato hidroetanólico do açafrão obtido no 

comércio do município de Itapetinga (BA), o qual demonstrou um valor inferior (253,24±1,72 

mg de EAG/100 g) ao EEC em questão, o que pode ocorrer em razão da fotodegradação ou a 

partir de fatores ambientais do cultivo da planta, naquela região. Os experimentos de 

Naksuriya & Okonogi mostraram a importância do efeito em conjunto da CUR e do ácido 

gálico, uma vez que isoladamente a CUR apresentava uma atividade antioxidante menor que a 

do ácido gálico, porém ao associar esses dois compostos percebia-se um efeito antioxidante 

sinérgico, o que não ocorreu ao associar a CUR com o ácido ascórbico ou a xantona15,16. 

Dessa forma, verificou-se também a marcação da curcumina no EEC do açafrão 

de Mara Rosa, por meio da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE ou HPLC). Essa 

técnica é bastante consolidada nas pesquisas, já que permite a avaliação qualitativa e 

quantitativa do analito das amostras. A separação e a identificação das substâncias ocorreram 

por meio do fracionamento das moléculas de acordo com suas propriedades físicas e 

químicas. Dessa forma, os tempos de retenção e os respectivos picos das amostras do extrato 

em questão, foram comparados com o padrão de curcumina adquirido comercialmente e no 

tempo de 15,1 minutos identificou-se a molécula no EEC (Figura 1)17. 
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FIGURA 1 – Cromatograma da molécula de curcumina. a) Tempo de retenção e 

área da curcumina padrão;  b) Gráficos da amostra do extrato 
etanólico da Curcuma longa L. (EEC) proveniente de Mara Rosa – 
Goiás, demonstrando o picos de curcumina encontrado. 

 
 

Por meio dos dados da curva analítica da curcumina, calculou-se a concentração 

dessa substância no extrato (Figura 2), que apresentou um teor médio de 16,7% (Tabela 1). 

Sabe-se que o teor de curcumina na planta pode variar em razão de fatores como tipo de solo, 

localização geográfica, clima, espaçamento entre as plantas, tipo de adubação mineral, 

período de estocagem dos rizomas, exposição à luminosidade e outros mais. Camatari (2017) 

e colaboradores relataram um teor de 26,52% de curcumina, no pó comercial obtido da 

Cooperaçafrão, mediante extração por etanol e análise por HPLC. Akbar et al. (2016) 

encontraram valores discrepantes em diferentes regiões da Índia (0,4% a 7,2%), percebendo 

que o teor de curcumina diminuía progressivamente em altitudes mais baixas18,19,20. 
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Figura  2 – Imagem representativa da curva de calibração, equação e coeficiente de 

determinação do padrão curcumina. 
 

 
 

Tabela 1 – Resultados da pureza de curcumina presente no extrato etanólico do açafrão de Mara 
Rosa. 

HPLC 

Amostra Área [CUR] 
(µl/ml) 

[ ] Fator dil. 
(CUR mg final) 

Peso do extrato 
(mg) 

Teor de CUR 
(%) 

EEC 1 672991 7,65 7,65 43,3 17,7 
EEC 2 707384 8,04 8,04 49 16,4 
EEC 3 837899 9,53 9,53 59,8 15,9 
     Média 16,7 

 

A capacidade antioxidante de um composto pode ser mensurada por meio de 

testes, que demonstrem a neutralização dos radicais livres presentes na amostra, dentre eles 

cita-se o teste de ABTS (2,2′-azino-bis(3- etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)), o teste de 

ORAC (oxigen radical absorbance capacity) e o DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil). Esse 

último consiste na descoloração de uma solução adicionada do radical livre DPPH, que se 

apresenta inicialmente na cor púrpura e ao ser convertido no DPPH não radical, torna-se de 

cor amarela, em virtude da atividade de doação de elétrons. O emprego dessa técnica 

fundamenta-se em razão do caráter simples, custo acessível e à eficiência do resultado 

obtido21. 
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Por conseguinte, no estudo em questão utilizou-se o teste do DPPH com 

comparação pelo antioxidante padrão: Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-ácido 

carboxílico) e a curva de dispersão encontra-se representada na Figura 3: 

 

 
Figura  3 – Gráfico de dispersão entre a absorbância (eixo Y) e a concentração do padrão 

Trolox (eixo X).  

 

Com a obtenção da equação, pôde-se estimar o poder antirradical do EEC por 

quantidade equivalente em Trolox (18,45) e também o IC50, ou seja, o índice referente à 

concentração necessária para inibir a atividade do DPPH em 50% (Tabela 2)21. 

O valor de IC50 encontrado no extrato pesquisado (18,10 µg/mL) corrobora com o 

valor descrito por Cericato et al. (17,28 ± 0,44 µg/mL), que analisaram o extrato 

hidroalcóolico da curcumina, obtido de rizomas cultivados no município de Maravilha, no 

oeste do estado de Santa Catarina, região de clima mesotérmico úmido, assim como o 

município de Mara Rosa - GO. Os resultados encontrados equiparam-se ao valor demonstrado 

no ácido ascórbico (16,48 ± 0,11 µg/mL), cuja atividade antioxidante é bem estabelecida na 

literatura, ou seja, pode-se inferir que o EEC apresenta uma efetiva ação antioxidativa22. 
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Tabela 2 – Capacidade antioxidante em equivalente de padrão Trolox (𝜇mol Trolox/mL) do 
extrato etanólico do açafrão de Mara Rosa. 

DPPH 
Amostra Extrato Etanólico da Curcumina 
Abs 1 0,5 
Abs 2 0,5 
Abs 3 0,51 
Média 0,502 
Desvio Padrão 0,0035 
Branco amostra 0,126 
Branco solução 0,839 
Abs  branco 0,376 
Concentração extrato (mg) 0,01 
Atividade antioxidante (µM TROLOX/g amostra) 18,45 
% Descoloração do DPPH 55 
IC50 (µg/mL) 18,1 

 

Carvalho e colaboradores (2015) também avaliaram o potencial antioxidativo da 

curcumina, porém utilizaram a molécula pura, adquirida comercialmente (Sigma Aldrich) e 

diluída em metanol, entretanto o resultado (14.09 ± 0.60 µg/mL) foi um pouco mais efetivo 

que o obtido no EEC de Mara Rosa, dessa forma, pode-se deduzir que a utilização do metanol 

como solvente e a pureza da molécula influenciaram na reação antirradical23. 

Esses resultados mostram a importância de se caracterizar os componentes do 

EEC, haja vista que a comprovação qualitativa e quantitativa de antioxidantes no açafrão de 

Mara Rosa valida a perspectiva de sua utilização como protetor, em investigações in vitro, 

com tecidos submetidos ao estresse oxidativo. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

O extrato etanólico feito com os rizomas do açafrão de Mara Rosa contém ácido 

gálico (691,49 mg/100g), curcumina (16,7%) e exerce atividade antioxidante. 
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CAPÍTULO 4 – EFEITO PROTETOR DO EXTRATO ETANÓLICO DO AÇAFRÃO 

(CURCUMA LONGA L.) DE MARA ROSA-GO SOBRE AS CÉLULAS ENDOTELIAIS 

DE VEIA UMBILICAL HUMANA EM ESTRESSE OXIDATIVO 

 

RESUMO 

Os compostos antioxidantes, provenientes da alimentação, podem contribuir no reparo das 
lesões celulares provocadas por acometimentos de origem vascular, como o acidente vascular 
encefálico (AVE) e os infartos. Sabe-se que os rizomas da cúrcuma ou açafrão (Curcuma 
longa L.) são bastante utilizados no Centro-Oeste do Brasil e em países da Ásia e eles têm 
demonstrado a presença de compostos como o ácido gálico e a curcumina (CUR) em 
concentrações significativas, além de alta capacidade de neutralizar radicais livres. Assim, 
objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito do extrato etanólico da Curcuma longa L. (EEC) 
adquirida em Mara Rosa, município de Goiás, sobre as células endoteliais de veia umbilical 
humana (HUVEC), tanto em normoxia, como em estresse oxidativo (EO), além de analisar as 
possíveis expressões das vias de sinalização celular de caspase3, SIRT1 e mTOR. Testou o 
EEC em diferentes concentrações (0 µmol, 20 µmol, 50 µmol, 100 µmol e 1000 µmol), com 
exposição contínua a três diferentes períodos (24 h, 48 h, 72 h) em cultivos celulares de 
HUVEC, submetidas ou não ao estresse oxidativo, por meio de peróxido de hidrogênio a 1%. 
A viabilidade celular, a citotoxicidade e a concentração que inibe 50% da viabilidade celular 
(IC50) foram obtidas a partir do método de redução do sal de tetrazólio (MTT). Posteriormente 
foi realizada a análise de imunocitoquímica para analisar a expressão das proteínas caspase3, 
SIRT1 e mTOR. Os resultados demonstraram que o EEC possivelmente amenizou a injúria 
celular por estresse oxidativo na dosagem de 100 µg/ml, por diminuição da imunoexpressão 
de caspase3 e por promover a sinalização das rotas de sobrevivência SIRT1 e mTOR. Dessa 
forma, foi observado que o EEC apresentou efeito protetor. 
Palavras-chaves: cúrcuma, SIRT1, citotoxicidade, peróxido de hidrogênio. 
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CHAPTER 4 - PROTECTIVE EFFECT OF THE ETHANOLIC EXTRACT OF THE 

SAFFRON (CURCUMA LONGA L.) FROM MARA ROSA-GO ON HUMAN 

UMBILICAL VEIN ENDOTHELIAL CELLS IN OXIDATIVE STRESS 

 

ABSTRACT 

Antioxidant compounds from food, can contribute to the repair cell injuries due of vascular 
disorders, such stroke and heart attack. It is known that saffron or turmeric rhizomes 
(Curcuma longa L.) are widely used in the Midwest of Brazil and in Asian countries and they 
have demonstrated the presence of compounds such as gallic acid and curcumin (CUR) in 
significant concentrations and high capacity to neutralize free radicals. Thus, the aim of this 
study was to evaluate the effect of the ethanol extract of Curcuma longa L. (EEC) acquired in 
Mara Rosa, municipality of Goiás, Brazil, on human umbilical vein endothelial cells 
(HUVEC), both in normoxia and in oxidative stress (OS), in addition to analyzing the 
possible activations of the cell signaling pathways from caspase3, SIRT1 and mTOR. We 
tested EEC at different concentrations (0 µmol, 20 µmol, 50 µmol, 100 µmol and 1000 µmol), 
with continuous exposure to three different periods (24 h, 48 h, 72 h) in HUVEC cell cultures 
subjected or not to stress oxidative, by means of 1% hydrogen peroxide. The cell viability, 
cytotoxicity and the concentration that inhibits 50% of cell viability (IC50) were obtained 
using the tetrazolium salt reduction method (MTT). Subsequently, an immunocytochemical 
analysis was performed to analyze the expression of the caspase3, SIRT1 and mTOR proteins. 
The results showed that the EEC possibly alleviated cell damage by oxidative stress at the 
dosage of 100 µg / ml, by decreasing the immunoexpression of caspase3 and by increasing the 
signaling of the SIRT1 survival route. Thus, the EEC showed a protective effect. 
Keywords: turmeric, SIRT1, cytotoxicity, hydrogen peroxide. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A mortalidade por acometimentos de origem vascular, como o acidente vascular 

encefálico (AVE) e os infartos têm aumentado de forma considerável. A interrupção do fluxo 

sanguíneo local, com a posterior reperfusão do oxigênio pode provocar efeitos deletérios e até 

danos irreparáveis nas células dos tecidos afetados. Isso ocorre devido ao estresse oxidativo 

(EO) que é gerado no ambiente celular1,2. 

Muitos estudos têm evidenciado que os compostos antioxidantes, provenientes da 

alimentação, podem contribuir no reparo das lesões celulares provocadas pelo EO. Nessa 

conjuntura, a cúrcuma ou açafrão (Curcuma longa L.) uma especiaria apreciada na culinária 

regional do Centro-Oeste do Brasil e em países da Ásia, tem demonstrado a presença de 

consideráveis substâncias ativas em seus rizomas. No extrato etanólico da cúrcuma já foram 

encontrados fenóis como o ácido gálico e a curcumina (CUR) em concentrações 

significativas, além de alta capacidade de neutralizar radicais livres. Ademais, reporta-se que 

a planta apresenta efeitos preventivo e terapêutico em diversas disfunções orgânicas, por atuar 

como antioxidante, antifúngico, anti-inflamatório, antibacteriano, antitumoral, antiviral, 

cicatrizante, hipoglicemiante, neuroprotetor, antiparasitário e imunomodulador3,4,5. 

Dentre os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos da CUR, existem 

evidências de que ela pode atuar nas vias de sinalização de SIRT1 (Sirtuínas do tipo 1), 

mTOR (proteína alvo da rapamicina em mamíferos) e na via da caspase3. Em estudos com 

animais submetidos ao AVE, percebeu-se que a curcumina apresentou efeito neuroprotetor, 

regulando a autofagia e a sobrevivência celular por meio da via de sinalização 

PI3K/Akt/mTOR6,7,8. 

Em outra pesquisa, demonstrou-se que as células endoteliais tanto em normoxia, 

quanto em EO, ao serem tratadas com CUR aumentaram a viabilidade pela via de SIRT1. Em 

acometimentos isquêmicos cardíaco, encefálico e renal, a CUR induziu a redução da morte 

celular, principalmente pela via das caspases8,9. 

A partir desses dados, objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito protetor do 

extrato etanólico da Curcuma longa L. (EEC) adquirida em Mara Rosa, município de Goiás, 

sobre as células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC), tanto em normoxia, como 

em EO. Além disso, analisou-se a possível ativação das vias de sinalização celular de 

caspase3, SIRT1 e mTOR. Espera-se que o EEC possa representar uma alternativa 

economicamente viável de agente preventivo das injúrias provocadas pelo estresse oxidativo. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

A pesquisa foi conduzida no laboratório Multiusuário de Estudo de Moléculas, 

Células e Tecidos da Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de Goiás 

(LMAMCT/EVZ/UFG).  

 

2.1. Células e cultura 

As células endoteliais de veia umbilical humana – HUVEC (cedidas gentilmente 

pela Profª. Drª. Veridiana de Melo Rodrigues Ávila da Universidade Federal de 

Uberlândia/Minas Gerais/Brasil) foram originárias do banco de células da ATCC (American 

Type Culture Collection - Manassas, VA, USA). O cultivo foi feito em meio de cultura 

Dulbecco modificado de Eagle (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 

estreptomicina e penicilina (10.000 U.I./ml - 10 mg/ml), 1% de anfotericina B e L glutamina 

(Cultilab, Campinas, Brasil) e manutenção em incubadora com atmosfera de 5% de CO2 e 

umidade de 37oC, de acordo com adaptação de Manea10. 

Para o ensaio foram realizados três experimentos independentes em quintuplicata. 

 

2.2.  Obtenção do extrato etanólico da Curcuma longa L. 

Os rizomas da Curcuma longa L. foram adquiridos na Cooperativa de Produtos do 

Açafrão de Mara Rosa (Cooperaçafrão) localizada no Município de Mara Rosa, estado de 

Goiás, Brasil.  

Todas as etapas de obtenção do extrato bruto foram protegidas contra a 

fotodegradação. O processamento foi iniciado com a retirada dos rizomas da terra, seguido de 

lavagem e secagem em estufa para serem processados. Posteriormente, 100g do material seco 

e triturado foi adicionado a 1000 ml de etanol absoluto, que em seguida passou por percolação 

a frio. O sobrenadante foi filtrado e o solvente evaporado em rotoevaporador (IKA® RV 05 

Basic)11. 

O EEC obtido foi diluído em meio de cultivo DMEM 1%, nas diferentes 

concentrações pré-estabelecidas, para sua administração nas células em cultivo, de acordo 

com a divisão do quadro 1. 
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QUADRO 1 – Delineamento experimental da diluição das concentrações do 
EEC de cada grupo utilizado para o tratamento das células 
endoteliais, nos tempos de exposição de 24 h, 48 h e 72 h. 

Tratamento Concentração do EEC Meio de Cultivo 

Grupo 1 0 µg/ml DMEM 1% 

Grupo 2 20 µg/ml DMEM 1% 

Grupo 3 50 µg/ml DMEM 1% 

Grupo 4 100 µg/ml DMEM 1% 

Grupo 5 1000 µg/ml DMEM 1% 

 

2.3. Avaliação do efeito do extrato etanólico da cúrcuma sobre as células endoteliais em 

normoxia 

O cultivo das células HUVEC ocorreu em incubadora umidificada, a 37°C e 

atmosfera de 5% de CO2, com concentração celular de 1x104 células/poço em placas de 

cultivo de 96 poços. Após 24 horas do plaqueamento procedeu-se o tratamento com o EEC. 

 

2.4. Ensaio de indução de estresse oxidativo 

As HUVEC foram semeadas em placas de cultivo de 96 poços (1x104 

células/poço) e dividas aleatoriamente em grupos de tratamento com as diferentes 

concentrações de EEC. Após o período de tratamento as células foram submetidas ao estresse 

oxidativo, que foi induzido com o peróxido de hidrogênio a 1% (H2O2), diluído no meio de 

cultivo DMEM 1%, por seis horas consecutivas. 

 

2.5. Ensaio de redução do sal de tetrazólio 

Ao final do ensaio de indução de estresse oxidativo, descartou-se o conteúdo 

líquido de cada poço, para a adição de 10 µl de metil-tiazolil-tetrazólio (MTT). As placas 

foram incubadas por três horas e, em seguida, acrescentou-se em cada poço 50 µl de dodecil 

sulfato de sódio (SDS – Vivantis Biochemical) a 10% diluído em HCl (0,01N), para cessar a 

reação de MTT. As placas foram incubadas por 24 horas em temperatura ambiente e 

protegidas de luz. 

A capacidade de absorbância do corante convertido, pelas células viáveis, foi 

medida em comprimentos de onda de 540 nm por meio de espectrofotômetro (Awareness 

Technology Ine®/Stat Fax 2100). O valor da absorbância resultante de cada poço foi 

calculado, segundo a fórmula computacional: absorbância (tratamento)/absorbância (controle) 
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× 100%, para se determinar a viabilidade celular. A partir dessa, calculou-se a citotoxicidade 

celular de cada poço, por meio da fórmula computacional: 100 – [absorbância 

(tratamento)/absorbância (controle) × 100%].  

O valor da concentração de EEC que inibiu 50% da viabilidade celular (Inhibitory 

concentration − IC50, em  µmol) foi calculado pelo programa estatístico Graph Pad Prism 5 

(Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). As concentrações de menores 

citotoxicidades foram selecionadas para a análise imunocitoquímica. 

 

2.6. Imunocitoquímica 

Foi realizada a técnica de imunocitoquímica, por meio da utilização dos 

anticorpos primários anti-Caspase3 (polyclonal/coelho, SC7148, Santa Cruz Biotechnology, 

USA), anti-SIRT1  (monoclonal/camundongo, SC135792, Santa Cruz Biotechnology, USA) , 

e phospho-mTOR (Ser2481, policlonal/camundongo, no. 2974, Cell Signaling Technology, 

Inc.), em diluições de 1:500. O controle negativo foi feito substituindo-se os anticorpos 

primários por BSA 3%. Todas as etapas da técnica foram executadas pelo processador 

automático de imunocitoquímica Bond-Max (Leica).  

As lâminas marcadas com os anticorpos foram analisadas (de acordo com Fedchenko 

& Reifenrath)12, a partir da contagem total de células em cada área imunocorada pelo DAB 

(cromógeno 3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride) e a porcentagem de células positivas 

(marcadas pelo anticorpo). As células imunocoradas parcial ou completamente em tons de 

castanho, foram consideradas positivas; as células imunomarcadas somente em tons de azul 

foram consideradas negativas. A relação de células coradas positivamente (RCCP) foi 

calculada pela razão entre o número de células marcadas e o número total de células, 

multiplicado por 100:  

 
 

Com esse valor, atribuiu-se as categorias 0 para 0%; 1 para <1%; 2 para 1-10%, 3 para 

11-33%, 4 para 34-66% e 5 para >67%. Para descrever a intensidade da expressão foi feita 

uma análise semiquantitativa, por três pesquisadores, com a utilização dos escores de 0 a 3, de 

acordo com o Quadro 2. Em seguida adotou-se o sistema de pontuação combinada 

semiquantitativa (SPCS), escore de Allred, que reuniu a porcentagem de células com a 

intensidade da coloração. As duas pontuações foram somadas para um valor final. 
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Quadro 2 – Tonalidades de referência da imunomarcação por cromógeno DAB para o 
estabelecimento dos escores atribuídos às diferentes expressões das proteínas 
pela análise da imunocitoquímica. 

Marcação         

Escores 0 1 2 3 
Nenhuma Fraca Intermediária Forte 

 

 

3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para normalizar os dados obtidos no ensaio de redução do sal de tetrazólio e 

remover possíveis outliers (valores atípicos), um modelo matemático foi empregado para que 

os valores superiores e inferiores a esses intervalos fossem retirados dos dados da 

quintuplicata. Em seguida por meio do pacote Easyanova, foi realizada a análise de variância 

(ANOVA) e o teste post hoc de t (5% de significância) para comparar as médias de 

absorbância entre os grupos13.  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

                        

Os resultados do ensaio de MTT mostraram que não houve diferença (p<0,05) 

entre os três diferentes tempos de exposição, das HUVEC em normoxia, ao EEC (Tabela 1). 

Em 48 h, foi observada uma variação entre todas as concentrações de EEC utilizadas e o 

controle e esse mesmo resultado foi verificado na exposição celular ao composto por 72h. 

Hosseini e colaboradores notaram, por meio de ensaios de sobrevivência, que não ocorria 

queda na viabilidade das HUVECs expostas a curcumina pura até o tempo de 72 h, o que 

corrobora com os dados encontrados, haja vista que as  maiores porcentagens de viabilidade 

celular encontradas neste trabalho, foram nas dosagens de 1000 µg/ml, tando em 48 h 

(140,67%) e em 72 h (136,71%). Além disso, ao analisar estatisticamente todas as 

concentrações de EEC utilizadas, independente do tempo de exposição, foi visto que essa 

maior concentração (p<0,05) se diferenciou estatisticamente do controle (Tabela 2)14. 
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Tabela  1 – Valores de viabilidade celular obtidos da absorvância por espectrofotometria para 
amostras de HUVEC em normoxia, após exposição contínua ao EEC  por 24, 48 
ou 72 horas. 

TEMPO TRATAMENTO MÉDIA DESVIO 
PADRÃO % TESTE T 

24h A 

Controle 0,035 0,001 100,00 a 
20 µg/ml 0,036 0,002 98,65 a 
50 µg/ml 0,035 0,001 96,80 a 
100 µg/ml 0,035 0,001 101,22 a 
1000 µg/ml 0,034 0,007 107,72 a 

48h A 

Controle 0,035 0,002 100,00 a 
20 µg/ml 0,035 0,002 99,51 b 
50 µg/ml 0,036 0,003 102,60 b 
100 µg/ml 0,035 0,002 98,85 b 
1000 µg/ml 0,049 0,008 140,67 b 

72h A 

Controle 0,035 0,001 100,00 a 
20 µg/ml 0,037 0,002 103,90 b 
50 µg/ml 0,035 0,002 98,46 b 
100 µg/ml 0,036 0,002 101,04 b 
1000 µg/ml 0,049 0,018 136,61 b 

Legenda: HUVEC: Células endoteliais de veia umbilical humana; EEC (extrato etanólico da 
Curcuma longa L.); % (percentagem de viabilidade celular); letras maiúsculas indicam a 
diferença estatística entre os tempos de as exposição ao EEC e as minúsculas entre as 
concentrações utilizadas (teste de “t” p<0,05). 

 

 
Tabela 2 – Valores de viabilidade celular obtidos a partir da absorvância por 

espectrofotometria de amostras de HUVEC em normoxia, com as 
diferentes concentrações de EEC. 

TRATAMENTO MÉDIA DA 
ABSORBÂNCIA TESTE T 

Controle 0,035 b 
20 µg/ml 0,035 b 
50 µg/ml 0,035 b 
100 µg/ml 0,035 b 
1000 µg/ml 0,045 a 

Legenda: HUVEC: Células endoteliais de veia umbilical humana; EEC (extrato etanólico 
da Curcuma longa L.); % (percentagem de viabilidade celular); letras minúsculas indicam 
a diferença estatística entre as concentrações utilizadas (teste de “t” p<0,05). 

 

Em relação à citotoxicidade, o teste demonstrou que em 24 h as concentrações de 

20, 100 e 1000 µg/ml de EEC não se diferenciaram do controle. Já na dosagem de 50 µg/ml 

foi possível observar na Tabela 3, que houve uma variação (p<0,05). Foi calculada a 

concentração inibitória 50% da população celular sob efeito do EEC, a qual apresentou o 
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índice de IC50=104,8 µg/ml em 24 h. Entretanto, na exposição à 48 e 72 h, esses valores 

elevaram-se para IC50=941,4 e IC50=755,8 µg/ml respectivamente. Mohammad e 

colaboradores constataram, que a citotoxicidade do extrato hexânico de Curcuma longa L., 

era dose-dependente (0.28, 0.27 e 0.23 mg/ml, em 24, 48 e 72 h). Além disso, também 

observaram que em estudos que se utilizavam a curcumina pura, o valor de IC50 era 

significativamente menor em relação ao extrato do rizoma. Dessa forma, acredita-se que 

outras substâncias contidas no EEC, além da curcumina, puderam interferir no seu mecanismo 

de ação15. 

 
Tabela  3 – Citotoxicidade de células endoteliais de veia umbilical humana, em condição 

de normoxia. Os valores foram obtidos no ensaio de redução do sal de 
tetrazólio. 

TEMPO TRATAMENTO % TESTE T 

24h A 

Controle 0,00 b 
20 µg/ml 1,35 b 
50 µg/ml 3,20 a 
100 µg/ml -1,22 b 
1000 µg/ml -7,72 b 

48h B 

Controle 0,00 a 
20 µg/ml 0,49 a 
50 µg/ml -2,60 a 
100 µg/ml 1,15 a 
1000 µg/ml -40,67 a 

72h B 

Controle 0,00 a 
20 µg/ml -3,90 a 
50 µg/ml 1,54 a 
100 µg/ml -1,04 a 
1000 µg/ml -36,61 a 

Legenda: EEC (extrato etanólico da Curcuma longa L.); % (percentagem de viabilidade 
celular); letras maiúsculas indicam a diferença estatística entre os tempos de as exposição ao 
EEC e as minúsculas entre as concentrações preparadas (teste de “t” p<0,05). 

 

O efeito do EEC foi analisado também sobre as células HUVEC sob condição de 

estresse oxidativo (EO). Destarte, a análise estatística referente ao conjunto das variáveis 

tempo e concentração, mostrou que não houve nenhuma diferença (p<0,05) nem entre os três 

diferentes tempos de uso HUVEC, nem entre as concentrações utilizadas dentro dos referidos 

períodos de exposição (Tabela 4).  
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Tabela 4  – Ensaio de viabilidade celular pelo método de redução do sal de tetrazólio, em células 
endoteliais, submetidas ao estresse oxidativo (H2O2 à 1%). Análise das médias de 
absorbância em relação à concentração de EEC utilizada e os tempos de 
exposição (24h, 48h e 72h).  

TEMPO TRATAMENTO MÉDIA DESVIO PADRÃO % TESTE T 

24h A 

Controle 0,032 0,000 100,00 a 
20 µg/ml 0,033 0,000 103,45 a 
50 µg/ml 0,031 0,000 99,63 a 
100 µg/ml 0,033 0,001 104,43 a 
1000 µg/ml 0,032 0,000 101,59 a 

48h A 

Controle 0,032 0,000 100,00 a 
20 µg/ml 0,033 0,000 101,97 a 
50 µg/ml 0,032 0,000 99,65 a 
100 µg/ml 0,034 0,001 99,67 a 
1000 µg/ml 0,033 0,001 102,99 a 

72h A 

Controle 0,034 0,001 100,00 a 
20 µg/ml 0,034 0,001 99,58 a 
50 µg/ml 0,034 0,003 101,31 a 
100 µg/ml 0,036 0,002 104,49 a 
1000 µg/ml 0,035 0,003 103,37 a 

Legenda: EEC (extrato etanólico da Curcuma longa L.); % (percentagem de viabilidade celular); 
letras maiúsculas indicam a diferença estatística entre os tempos de as exposição ao EEC e as 
minúsculas entre as concentrações utilizadas (teste de “t” p<0,05). 

 

Porém, ao analisar estatisticamente somente as concentrações, foi constatado que 

dentre todas as concentrações de EEC utilizadas, a dosagem de 100 µg/ml apresentou-se 

significativamente diferente do controle (Tabela 5). A partir disso, pôde-se inferir que essa 

dose provocou uma reação protetora nas células perante a injúria de EO. 

 
Tabela  5 – Valores de viabilidade celular obtidos com as diferentes concentrações de EEC, a 

partir da absorvância por espectrofotometria de amostras de HUVEC em estresse 
oxidativo. 

TRATAMENTO MÉDIA DA ABSORBÂNCIA TESTE T 
Controle 0.032 b 
20 µg/ml 0.033 ab 
50 µg/ml 0.032 b 

100 µg/ml 0.034 a 
1000 µg/ml 0.033 ab 

Legenda: HUVEC: Células endoteliais de veia umbilical humana; EEC (extrato etanólico da 
Curcuma longa L.); % (percentagem de viabilidade celular); letras minúsculas indicam a 
diferença estatística entre as concentrações utilizadas (teste de “t” p<0,05). 
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Na análise de citotoxicidade do composto, em 24 e 48 h possivelmente não houve 

citotoxicidade, pois não foi demonstrada nenhuma diferença estatística, nem entre as dosagens 

empregadas, nem entre os tempos de exposição ao EEC. Já em 72 h, percebeu-se que no 

grupo de células expostas a 20 µg/ml de extrato variou estatisticamente do controle (Tabela 

6). Em geral, percebeu-se que todas as doses empregadas estiveram numericamente 

semelhantes ou abaixo do valor do controle, o que pode ser deduzido que o EEC não é 

citotóxico. 

 
Tabela  6 – Citotoxicidade celular apresentada pelas células endoteliais de veia umbilical 

humana, submetidas ao estresse oxidativo (H2O2 à 1%) e tratadas previamente 
com o extrato etanólico da Curcuma longa L. em diferentes concentrações e 
tempos de exposição. 

TEMPO TRATAMENTO % TESTE T 

24h B 

Controle 0 a 
20 µg/ml -3,45 a 
50 µg/ml 0,37 a 
100 µg/ml -4,43 a 
1000 µg/ml -1,59 a 

48h B 

Controle 0 a 
20 µg/ml -1,97 a 
50 µg/ml 0,35 a 
100 µg/ml 0,33 a 
1000 µg/ml -2,99 a 

72h A 

Controle 0 b 
20 µg/ml 0,42 a 
50 µg/ml -1,31 ab 
100 µg/ml -4,49 ab 
1000 µg/ml -3,37 ab 

Legenda: % (percentagem de viabilidade celular); letras maiúsculas indicam a diferença 
estatística entre os tempos de as exposição ao extrato etanólico da Curcuma longa L. e as 
minúsculas entre as concentrações utilizadas (teste de “t” p<0,05). 

 
 
A partir dos dados encontrados foram selecionadas as concentrações de 20, 50, 

100 µg/ml e a exposição de 24 h para se investigar, através da técnica de imunocitoquímica, 

as possíveis vias de sinalização de sobrevivência (SIRT1) e morte celular (Caspase3, mTOR) 

nas HUVEC, tanto em normoxia, quanto em EO. Os resultados demonstraram a presença das 

vias citadas (Figuras 1 e 2). 
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Figura 1 – Fotomicrografias de lâminas contendo células de endoteliais de veia umbilical humana, em 

ambiente de normoxia, após o ensaio de imunocitoquímica pelo processador automático 
Bond-Max (Leica). Notou-se que a intensidade de imunomarcação pelo anticorpo caspase3 
foi menor nas células tratadas com o extrato etanólico da Curcuma longa L. Com o 
anticorpo SIRT1 e mTOR visualizou-se uma maior marcação nas células expostas. 
Coloração: DAB, contra-coloração com hematoxilina. 
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Figura 2 –  Fotomicrografias de lâminas contendo células de endoteliais de veia umbilical humana, 

submetidas ao estresse oxidativo, após o ensaio de imunocitoquímica pelo processador 
automático Bond-Max (Leica). A reação de imunomarcação de caspase3 diminuiu 
acentuadamente nas células expostas ao extrato etanólico da Curcuma longa L em relação 
ao controle. O inverso foi observado com a utilização dos anticorpos SIRT1 e mTOR, em 
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que a imunomarcação nos grupos controle foram menores em relação ao tratamento com 
o extrato. Coloração: DAB, contra-coloração com hematoxilina. 

 
 

Pela análise morfológica foram notadas alterações entre as células do controle e as 

tratadas com CUR. As HUVEC expostas à baixas dosagens de CUR demonstraram aumento 

do número de células em cultura (figuras de mitose) e as características originárias foram 

mantidas como crescimento em monocamada, formato poligonal, núcleo centralizado e 

bordas preservadas. Em maiores concentrações, tanto em normoxia, quanto em EO pôde ser 

visto algumas dismorfias como projeções citoplasmáticas irregulares e cromatina grosseira, 

além disso houve perda de adesão celular e diminuição no número de células. 

Por meio da classificação de Allred foi possível observar, na Tabela 7, que em 

normoxia, a magnitude da imunomarcação de caspase3, um marcador de morte celular, 

reduziu-se gradativamente com o aumento da concentração de EEC, podendo-se deduzir que 

o mesmo promoveu uma proteção celular, já que concomitante percebeu-se a expressão de 

SIRT1 nas células que receberam o extrato, diferentemente do controle. A SIRT1 é uma 

proteína relacionada ao metabolismo e à sobrevivência celular e a sua relevância na 

vasculatura se dá em razão de sua expressão estar associada à proteção do endotélio contra a 

senescência, a disfunção além da promoção do reparo ao DNA16,17. 

 
Tabela  7 – Escore de Allred para a avaliação das imunomarcações em células endoteliais de veia 

umbilical humana, em condições de normoxia. 
ANTICORPO CONCENTRAÇÃO CATEGORIA ESCORE SPCS 
Caspase3 Controle 5 2 7 

20 µg/ml 5 3 8 
50 µg/ml 5 2 7 
100 µg/ml 

 
5 1 6 

SIRT1 Controle 0 0 0 
20 µg/ml 5 1 6 
50 µg/ml 5 1 6 
100 µg/ml 

 
5 1 6 

mTOR Controle 3 1 4 
20 µg/ml 5 1 6 
50 µg/ml 5 1 6 
100 µg/ml 5 1 6 

SPCS: sistema de pontuação combinada semiquantitativa. 

 

Sabe-se que em células sob estresse oxidativo tem-se a ativação de cascatas de 

sinalização MAPK, que resultam em estimulação da caspase3 e, consequentemente, a 

apoptose. Nas HUVEC sob estresse oxidativo, do presente estudo, o menor grau de marcação 
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dessa proteína foi visualizado na concentração de 50 µg/ml de EEC (Tabela 8). O estudo de 

Han e colaboradores apresentou a redução da atividade de caspase3 e caspase-9 em células 

endoteliais tratadas com curcumina pura, na concentração de 10 µg/ml. Esses achados 

corroboram com a literatura que tem mostrado que a curcumina pode amenizar a morte 

celular em concentrações mais baixas, uma vez que as dosagens altas têm sido sugeridas para 

induzir a apoptose de células neoplásicas18,19. 

 
Tabela  8 – Escore de Allred para a avaliação das imunomarcações em células endoteliais de veia 

umbilical humana, em condições de estresse oxidativo. 
ANTICORPO CONCENTRAÇÃO CATEGORIA ESCORE SPCS 
Caspase3 Controle 5 2 7 

20 µg/ml 5 2 7 
50 µg/ml 2 2 4 

100 µg/ml 
 

5 3 8 

SIRT 1 Controle 4 3 7 
20 µg/ml 5 2 7 
50 µg/ml 5 2 7 

100 µg/ml  5 3 8 

mTOR Controle 0 0 0 
20 µg/ml 3 1 4 
50 µg/ml 5 2 7 

100 µg/ml 5 2 7 
 

Em relação a proteína de sobrevivência celular, os estudos têm evidenciado que os 

compostos fenólicos como o resveratrol e os curcuminoides atenuam as injúrias celulares 

provocadas pelo EO, por meio do aumento da expressão da SIRT1. Assim, os dados deste 

estudo mostraram que o pré-tratamento com o EEC elevou a expressão de SIRT1 nas 

HUVEC, expostas ao H2O2, provavelmente de modo dose-dependente, já que em 100 µg/ml a 

imunomarcação foi maior que as demais. Esse resultado vai ao encontro dos achados de Sun e 

colaboradores, que ao investigarem a senescência de HUVEC, por meio da exposição de 

H2O2, observaram a imunomarcação de SIRT1 ao tratarem as células com curcumina pura. 

Xiao e colaboradores também visualizaram esse aumento da proteína em células miocárdicas 

submetidas ao estresse oxidativo, e explicaram que os efeitos protetores da curcumina foram 

atribuídos à ativação do SIRT1, sugerindo o agente como uma terapia futura8,17.  

A ativação da proteína mTOR, proteína alvo da rapamicina em mamíferos, está 

associada a eventos de injúria celular e também carcinogênese. Alguns estudos sugeriram que 

a curcumina atua na regulação do mTOR, principalmente pela via AMPK/mTOR ou 
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PI3K/AKT/mTOR, desempenhando citoproteção e manutenção das funções celulares 

essenciais20,21. 

No presente estudo, a marcação dessa proteína esteve mais intensa nas células 

tratadas com o EEC e de forma dose-dependente, tanto nas HUVEC em normoxia, quanto em 

EO, sugerindo citoproteção por essa via. Esse achado corrobora com a literatura, que citou 

melhor viabilidade celular por aumento da expressão mTOR, em células endoteliais expostas 

ao H2O2 e pré-tratadas com curcumina pura (5 e 20 µg/ml)15,21. 

Ressalta-se que os resultados encontrados na literatura são de experimentos em 

que se utilizaram a curcumina pura adquirida comercialmente, portanto é necessário separar e 

analisar mais constituintes do EEC, para elucidar a presença de outros compostos e também as 

outras possíveis rotas de ativação de proteínas sinalizadoras15.  

 

5. CONCLUSÃO 

 

O extrato etanólico da Curcuma longa L. amenizou a injúria celular por estresse 

oxidativo na dosagem de 100 µg/ml, por diminuição da imunoexpressão de caspase3 e pelo 

aumento da sinalização da rota de sobrevivência SIRT1. 
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CAPÍTULO 5 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O aumento dos índices de mortalidade por doenças crônicas do sistema 

circulatório tem impactado a população e gerado uma preocupação em obter tanto para si, 

quanto para seus animais de estimação, alimentos mais saudáveis, naturais, nutritivos e com 

comprovação científica de seus benefícios, dentre eles, cita-se os antioxidantes. 

O açafrão (Curcuma Longa L.) é uma planta utilizada há séculos pela população 

do mundo todo, mas foi percebido um aumento no interesse por essa planta, a cada 

comprovação científica de seus efeitos terapêuticos. A curcumina é o seu principal composto, 

que apresenta efetiva atividade antioxidante. 

Por meio do uso da curcumina sintética, verificou-se que nas células endoteliais 

de veia umbilica humana (HUVEC) em normoxia, o tratamento de 24 h com a curcumina 

apresentou efeito protetivo em todas as concentrações utilizadas (20 µmol, 50 µmol, 100 

µmol, 1000 µmol). Em 48 h, essa proteção apresentou um padrão diferente a partir 50 µmol da 

molécula. E em 72 h o efeito protetivo diminuiu para 20 µmol. 

No presente estudo, avaliou-se o extrato etanólico da curcumina proveniente do 

açafrão (Curcuma longa L.) de Mara Rosa/GO, o qual demonstrou capacidade antioxidante 

por meio da presença do ácido gálico, da curcumina e de atividade antioxidante em DPPH. 

Posteriormente, testou-se esse composto em HUVEC tanto em normoxia, quanto sob EO e 

demonstrou-se, nas condições desse experimento, que o extrato etanólico da Curcuma longa 

L. possivelmente amenizou a injúria celular do estresse oxidativo na concentração de 100 

µg/ml, com uma diminuição da imunoexpressão de caspase3 e aumento da sinalização da rota 

de sobrevivência SIRT1. 

Dessa forma, percebeu-se que o açafrão de Mara Rosa pode apresentar uma 

importância para além do fator econômico, mas como também um promotor da saúde. Espera-

se que as pesquisas futuras revelem mais informações sobre os demais componentes dos 

rizomas e a possibilidade de sua utilização clínica, de forma eficaz e segura. 


