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RESUMO

Introducdo: A curcumina mostrou uma capacidade significativa de diminuir muitas das
caracteristicas de cancer. Além disso, o fator de transcri¢do nuclear NF-kB € um importante
complexo das reacdes inflamatdrias das células e estd envolvido em vdrios tipos de crescimento
canceroso. Também, o peréxido de hidrogénio mostrou a capacidade a ativar o fator de
transcricao de NF-kB. Assim, a possibilidade de utilizar as caracteristicas anti-inflamatoérias da
curcumina para inibir a ativagdo do NF-kB existe. Resultados: N6s encontramos que nas
concentragdes mais altas da curcumina utilizadas no experimento, tanto sozinha quanto em co-
tratamento com o H,0,, houve uma reducdo na viabilidade na SH-SYS5Y indiferenciada.
Contudo, também encontramos que a curcumina sozinha reduziu a viabilidade na SH-SYS5Y
diferenciada nas concentracdes mais altas depois da incubagao de 24h. N6s podemos deduzir que
os efeitos da curcumina na SH-SYSY sdo devidos a inibi¢do citosélica da via do NF-kB uma vez
que reduz a translocacdo de p65. Conclusao: As evidéncias apontam para a funcionalidade

relativa da curcumina a inibir a ativacao de NF-kB nas concentracdes mais altas.



ABSTRACT

Introduction: Curcumin has shown a significant ability to reduce many of the characteristics of
cancer. Moreover, the nuclear transcription factor NF-kB is an important complex of
inflammatory reactions in cells, and is implicated in several types of cancerous growth as well.
Also, hydrogen peroxide has shown the ability to activate the transcription factor NF-xB. Thus,
the possibility of using the anti-inflammatory characteristics of curcumin to inhibit activation of
NF-kB exists. Results: We found that higher concentrations of curcumin, both alone and in co-
treatment with H,O,, induced a decrease in viability in undifferentiated SH-SY5Y. However, we
also found that curcumin alone reduced the viability in differentiated SH-SYS5Y at the higher
concentrations of curcumin after incubation for 24h. We can deduce the effects of curcumin on
SH-SYS5Y are due to the inhibition of the cytosolic pathway of NF-kB, since it reduces the
translocation of p65. Conclusion: The evidence points to the functionality of curcumin to inhibit

NF-kB in the highest concentrations.



INTRODUCAO

O uso da curcumina como um agente anti-cancer tem se mostrado eficaz através de
experimentacdes diversas. As propriedades anti-tumorogénicas e pré-apoptoticas decorrentes da
curcumina levaram nosso grupo de pesquisa a acreditar nos efeitos deste composto como um

possivel adjuvante a quimioterdpicos no tratamento de neuroblastoma humano.

Neuroblastoma SH-SY5Y

O Neuroblastoma SH-SY5Y € uma sublinhagem clonada trés vezes de neuroblastoma
SK-N-SH. Neuroblastoma € considerado o cancer sélido mais comum, fora do crinio, em
criancas e bebés. Este tipo de cancer € caracterizado pelo crescimento de um tumor
neuroenddcrino da crista neural do sistema nervoso simpatico. A linhagem SH-SYSY oferece
uma vantagem Unica, porque ela € homogénea, similar ao neuroblastoma (N-tipo), e apresenta
boa taxa de proliferacio e de longa durabilidade em cultura sem contamina¢io’. Esta designacio
“N-tipo” significa que uma célula indiferenciada e com capacidade proliferativa pode
transformar-se em um componente neuronal permanente com uma func¢io mais especifica. Além
disso, podemos induzir a diferenciacdo com tratamentos diferentes, por exemplo, com acido
retindico (AR)’. Por essas caracteristicas, a SH-SYSY tem sido utilizada em diversas linhas de
pesquisa de diferentes doencas neurodegenerativas.

A natureza das células indiferenciadas permite a observagdo dos efeitos de toxicidade ou
resisténcia. Apds a diferenciacdo de SH-SYS5Y (com AR, por exemplo), as células ficam mais
estdveis e, por isso, ndo podem representar fielmente neuroblastomas quando se estuda a

neurotoxicidade e neuroprotecdo. As células diferenciadas se parecem com neur6nios de cultura



priméria que possuem um fendtipo maduro e funcional®. Isto significa que a populac¢io fica mais
resistente e nao-proliferativa, ocorrendo também um crescimento substancial de neuritos e
caracterizacdo de um neurdnio normal’. Além disso, toda a morfologia da célula SH-SY5Y
original altera-se. No entanto, ainda tem de ser visto se essas células diferenciadas funcionam
exatamente como os neurdnios maduros.

A diferenciacdo induzida por AR resulta num fenétipo neuronal colinérgico, capaz de
sintetizar o neurotransmissor acetilcolina. Isso é mostrada pelas presencas da colina acetil
transferase (ChAT)® e transportador de monoamina vesicular (VMAT)’.

As neurotrofinas (fatores de crescimento neuronal) demonstraram uma capacidade de
afetar a viabilidade, a diferenciacdo, a sinaptogénese e a funcio neuronal®. Curiosamente, a
linhagem SH-SYS5Y carece dos receptores sensiveis a neurotrofinas, e é mais comumente
induzida a diferenciar por outros fatores de crescimento como o fator de crescimento
fibrobldstico (FGF) e fator de crescimento insulina-/ike (IGF)". No entanto, a diferenciacdo da
SH-SYS5Y induzida pelo AR resulta na expressdo aumentada de receptores para neurotrofinas e,
posteriormente, aumenta a sensibilidade a eles’. A retirada de neurotrofinas do meio de cultura
imediatamente induziria a apoptose, porque as células tentam reiniciar o ciclo célular®. Por isso, a
SH-SYS5Y mostrou a vitalidade, a sustentabilidade, e a capacidade de gerar duas possibilidades
fenotipicas diferentes (diferenciadas e indiferenciadas), que utilizaremos durante o

desenvolvimento experimental desta monografia.

Fator Nuclear-kB (NF-xB)
O fator nuclear-kB (NF-xB) tem um papel significativamente influente no

desenvolvimento de varios cinceres como leucemia, mieloma, carcinoma de células escamosas,



cancer de mama, e células de cancro de rim''. O NF-kB apresenta-se sob a forma de
heterodimero ou de homodimero, os quais sdo compostos de diferentes polipeptidios das familias
de proteinas Rel e NF-xB (p50/p105, p52/p100, p65, c-Rel e Relibra). Especificamente, na
linhagem de SH-SYS5Y, a subunidade p65 € presente no complexo de NF-kB. O NF-xB ¢é
implicado em reacdes de resposta a vdrios estimulos como citocinas, radicais livres, exposicao
ultravioleta, LDL oxidada e agentes patogénicos'’. Essas proteinas sdo envolvidas em vdrios
processos celulares, tais como inflamagdo, resposta imune, proliferacdo celular e apoptose'®.
Quando uma célula ndo recebe um sinal estimulante do ambiente, o NF-xB interage com o
inibidor de proteinas kB (IkBs), formando um complexo inativo. Quando a célula é estimulada
por fatores de crescimento (fator de crescimento epidérmico e fator de crescimento derivado de
plaquetas), citocinas (interleucina 1-beta ou fator de necrose tumoral alfa) ou outros agentes, a
subunidade IxkB € fosforilada por cinases de IkB (IKKs), e € modificada por um processo
chamado ubiquitinacdo'’. Posteriormente, o complexo ativo rapidamente atravessa o envelope
nuclear e ativa muitas variacdes de proto-oncogenes que sdo responsdveis por proliferacao
(cyclin D1, C-myc), metdstase (C-X-C receptor de quimiocina tipo 4 e TWIST), angiogénese
(fator de crescimento vascular endotelial), invasao celular (molécula de adesdo inter-celular-1,
Proteina de adesao celular vascular 1, matrix metalloproteinase-2 e 9) e inflamacgao (interleucina
1-beta, interleucina 6, citocromo c oxidase subunidade II, e fatores de necrose tumoral)'®. O NF-
kB mostrou ser um complexo essencial na proliferacdo de células de neuroblastoma. A inibicao
de NF-xB estimula uma resposta apoptética pelo colapso do gradiente eletroquimico
mitocondrial®. Isto denota que a expressio aumentada de NF-kB desempenharia um papel
significante na proliferacio e sobrevivéncia destas células®'. Por isso, a expressdo de NF-kB

tornou-se um fator importante de células ndo-proliferativas.



A ativacdo e o aumento da expressdo deste fator de transcri¢do foram observados em
vdrias formas do cancer. Por isso, os compostos com efeitos inibitérios sobre NF-kB podem
também ser pensados como agentes anticAncer”. Além disso, 0 aumento na expressio de NF-kB
aumenta a resisténcia de cancer a procedimentos e agentes quimioterdpicos. Portanto, o uso de
um inibidor desse fator de transcri¢do junto com a quimioterapia, teoricamente, poderia ser um
método eficaz da erradicacio de cincer in vivo™. Parando a ativacdo de NF-kB, a transcri¢do e a
tradugdo de proto-oncogenes ndo comega, 0 que consequentemente interromperia a proliferacao
descontrolada, caracteristica de cancer e tumores. Atualmente, os métodos da inibi¢do que vem
sendo pesquisados sdo principalmente inibidores de IKK/NF-kB (como a curcumina e o
BAY117082) e de proteassoma/NF-kB (como o PS-341 e o MG132) que sdo capazes de inibir a

proliferagdo de leucemia, mieloma, cAncer de mama e cancer de esofago.”

A Curcumina

A curucmina (diferuloilmetano) é um componente significante do rizoma comumente
conhecido como circuma (Curcuma longa; da mesma familia da raiz de gengibre). A maioria
das pessoas estd familiarizada com a curcumina, porque ela € o composto que produz o sabor
tinico e a cor de p6 de caril®. A curcumina tem sido utilizada h4 milhares de anos na India
Antiga e na China como um método para curar lesdes”. Esse nutracéutico quimico mostrou
significativas capacidades anti-inflamatéria e antioxidante, tanto in vivo como in Vvitro.
Recentemente, a curcumina vem sendo alvo de vdrias teorias que afirmam o seu potencial no
combate a doencgas inflamatérias, como doenca de Alzheimer, artrite, e problemas
cardiovasculares e desordens metabolicas. Além disso, 0 uso da curcumina como um tratamento

anticancer estd sendo estudado. Esses estudos apresentam resultados positivos de inibi¢do de
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proteinas de alguns tipos de cincer’, como a JNK* e a AP-1, essa dltima a primeira a ser
implicada no potencial da curcumina como um inibidor®™. Dessa forma, foi proposto que a
curcumina seja um inibidor direto de vérios marcadores de cancer, como angiogénese,
prolieracdo e metéstase™.

Essas caracteristicas da curcumina podem ser usadas para o que estd sendo chamada
agora como a sétima caracteristica de cincer: a inflamacdo®. Dentro de uma célula pré-
cancerosa, a inflamac¢ao pode seguir duas rotas. Uma dos quais, a via intrinseca, é caracterizada
pela transcricdo de um oncogene que induz a célula a sintetizar mediadores inflamatérios (como
NF-kB)”. Além disso, a curcumina reconhecidamente reprime a inflamacfio por reduzir as
espécies reativas de nitrogénio e de oxigénio (RNS e ROS, respectivamente), diminuido a
gravidade do dano oxidativo (comprovada pelos maiores niveis de glutationa)”’. Além de reunir
os radicais livres, a curcumina mostrou-se capaz de evitar a oxidagdo lipidica, um conhecido
resultado do estresse oxidativo®. Também, a caracteristica eletrofilica da curcumina mostrou-se
capaz de ativar as vias que produzem os antioxidantes, como a via Nrf2/ARE*. A capacidade
conhecida da curcumina de bloquear a ativacdo das vias, mediada pelos ésteres de forbol e, mais
importante para este estudo, peréxido de hidrogénio € crucial. Foi mostrado que a curcumina
inibe a ativacdo de NF-xB apés estimulacdo extracelular, porém antes da fosforilacdo de IxB>.
Devido a seus efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes, que resultam de capacidades inibidores
da curcumina, os estudos sugerem o potencial uso dessa droga em estudos com neuroblastoma e

outras desordens inflamatorias e neuronais.
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Espécies Reativas

Na respiracdo aerdbica, o oxigénio que um organismo recebe € reduzido a &dgua
metabdlica no fim de transporte de elétrons, na membrana interna mitocondrial. No entanto,
nesta mesma regido da mitocondria que € tdo essencial para a respiracdo celular o oxigé€nio
também € reduzido de forma incompleta para formar o radical superdxido. Esta molécula é
simplesmente uma varidvel reduzida da molécula de oxigénio, sendo mais reativa. O anion
superdxido possui um elétron desemparelhado, sendo classificado como um radical (também
conhecido como radical “livre”). De fato, foi previsto que aproximadamente 2% dos elétrons que
entram na cadeia de transporte de elétrons formam ROS em vez da dgua metabdlica™. Durante a
resposta imune, os leucécitos comecam a produzir uma substancial quantidade de superéxido
quando estdo encontrando e atacando os microrganismos invasores. Além disso, h4 contribui¢cdes
ambientais de radicais livres. Essas ROS podem reagir com ions metélicos para formar o radical
hidroxila (*OH), que causa dano a membranas celulares por um processo chamado peroxidacdo
lipidica™. As proteinas sdo facilmente desnaturadas devido a uma interagio com uma espécie
reativa, e as funcdes enzimdticas sdo frequentemente alteradas ou perdidas. Contudo, o dano
mais perigoso que ocorre € indiscutivelmente sobre o componente mais importante de uma
célula; o DNA dela. H4 varias enzimas de reparo de DNA (como DNA glicosilase) que
constantemente trabalham para reverter o dano oxidativo”. As mutacdes que resultam da
interacao entre ROS e DNA sao uma fonte primaria na iniciacdo da maioria dos canceres.

Nao s6 o ambiente intracelular contem enzimas de reparo de DNA para reverter dano
oxidativo, mas também hd a presenca de enzimas antioxidantes. Por exemplo, superéxido
dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do anion superdxido a peréxido de hidrogé€nio

(H,0,). Posteriormente, a enzima de catalase catalisa a decomposicao de H,O, em dgua e
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oxigénio™. Embora H,0, nio seja um agente de oxidacgdo relativamente forte, é capaz de oxidar
grupos cisteinas em proteinas, e se as concentracdes forem bastante significantes, pode induzir a
proliferacdo, a detencdo de ciclo de célula, e subsequentemente apoptose™. Isso € critico, porque
H,0, também é uma molécula com a capacidade substancial de causar o dano celular””. Outra
enzima importante para a protecdo do dano oxidativo é a glutationa peroxidase. Ela funciona
catalisando a conversdo de H,0, e glutationa reduzida para dissulfeto de glutationa e dgua®. O
corpo estd constantemente lutando para impedir, reparar, e corrigir a produg¢do excessiva € 0s

efeitos das ROS. Esses mecanismos de defesa asseguram as condicdes homeostéticas.

Espécies Reativas e NF-kB

Uma correlagdo foi demonstrada entre a presenca de ROS e a ativacao de NF-kB. Mais
especificamente, H,0, foi mostrado como capaz de ativar o fator de transcri¢do de NF-kB*'.
Como anteriormente observado, o NF-kB é normalmente encontrado inativado no citoplasma
ligado a proteina inibidora, IkB. Contudo, a adi¢ao de H,O, resulta na dissociacdo do complexo,
e subsequentemente a entrada de NF-kB no ntcleo. A adicao de um ROS resulta em um aumento
da regulacao de N-acetil-L-cisteina (NAC), que aumenta o nivel de glutationa intracelular para
produzir a d4gua do H,0,. NAC € um regulador indireto da atividade de NF-kB, porque aumento
dos niveis de NAC consequentemente diminui a presenga das ROS na célula e a activagdo do
NF-kB”". Devido a esse potencial para ativar esse fator de transcricio e iniciar a transcri¢do de
vdrios proto-oncogenes, entendemos que a consideracdo dos efeitos do H,0O, € fundamental em

nossa experimentacio™.
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OBJETIVO
Investigar o papel da curcumina no que se refere a viabilidade de células da linhagem SH-SYSY,

diferenciadas ou ndo, quando desafiadas com peroxido de hidrogénio.
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MATERIAIS E METODOS

Culturas de Células

A linhagem neuronal SH-SYSY serd utilizada neste estudo. As células foram obtidas da
ATCC (Manassas, VA, EUA) e foram mantidas em uma mistura 1:1 de meios F12 Ham e Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por
calor, suplementado com 2 mM de glutamina, 0,28 ug/pL de gentamicina e 250 ug de
anfotericina B, em uma atmosfera imida de 5% de CO,, a 37 °C. Os meios de cultivos celulares
foram substituidos a cada trés dias e as células foram sub-cultivadas uma vez que atingiram 90%
de confluéncia. Todos os tratamentos foram realizados quando as células estavam em 75% de

confluéncia®.

Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Para determinar se a curcumina interferiu na viabilidade de células SH-SY5Y, um ensaio
com MTT foi utilizado. As células foram cultivadas na quantidade de 1x10° células/mL em
placas de 96 pocos. As células foram incubadas com 0, 5, 15, 30, 50 uM de curcumina, 0,1 mM
de H,O, (essa concentragdo tem sido demonstrada em trabalhos anteriores deste grupo como
sendo um ativador eficaz da proliferacdo), ou em co-tratamento com as mesmas concentragoes
de curcumina e o H,O, juntos. Os tratamentos foram removidos ¢ 10 uL de MTT (0,5 mg/ml em
PBS) foram adicionados em cada poco e as células foram incubadas a 37 °C por 1h. O
sobrenadante foi removido, e 100 uL de DMSO foi adicionado a cada po¢o sob agitacdo. As
absorbéncias a 590 e 630 nm foram quantificadas com um leitor de microplacas (SpectraMax

Model 190)*.
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Diferenciacdo Neuronal

Ap6s 24 h de cultivo celular, a diferenciacdo foi induzida através da redugao do FBS para
1% em meio de cultura, acrescido de 10 uM de AR durante os dias 4,7 e 10. Esse tratamento foi
repetido a cada trés dias para restabelecer os niveis de AR no meio de cultura. Para avaliar as
diferengas na morfologia das células em proliferacdo e nas células diferenciadas nos dias 4,7 e

10, analisou-os sob microscopia éptica de contraste de fase (Nikon Eclipse TE 300)*.

Fracionamento Celular e Ensaio para Imunocontetido

Seis placas de 6 pocgos (trés de SH-SYSY diferenciadas e trés de SH-SYSY
indiferenciadas) foram preenchidas e incubadas por 3 dias. Depois de 3 dias, cada placa foi
tratada com 0, 5, 15, 30, 50 uM de curcumina e 0,1 mM de H,O, em um dos seis pocos. Entdo,
essas placas foram colocadas para incubar durante 1h, 12h, e 24h. Apds cada um dos respectivos
tempos de incubacgdo, os sobrenadantes foram retirados e 250 ul. de tampao hipoténico (pH 7,9)
foram adicionados a cada pogo e incubadas em gelo por 15 min. As células foram removidas do
fundos de cada pogo e foram coletados em tubos separados por tratamento. Dez microlitros de
octilfenoxipolietoxietanol (IGEPAL®) (10%) foram adicionados e foi feita centrifugacio por 10
min a 14.000 g. Os sobrenadantes resultantes foram descartados e os precipitados restantes foram
suspensos em 60 puL de tampdo hipertonico (pH 7,9). Essas amostras foram incubadas por 30
min no gelo para liberar proteinas soliveis de nucleo. A parte insolivel foi removida por
centrifugacao a 14.000 g por 10 min e o sobrenadante contendo proteinas nucleares foi

armazenado a -80 °C para posterior anélise de imunocontetido®.
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Iguais quantidades de proteina solivel de nicleo foram colocadas em gel de SDS-
poliacrilamida de acordo com Laemmli*', e as proteinas foram eletrotransferidas para membranas
de nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham Bioscienes). N6s escolhemos observar a quantidade
da p65 porque ela compdes o heterodimero NF-kB na SH-SY5Y. A membrana foi bloqueada
com PBS, 0,1% Tween 20 e 5% de leite desnatado em por 1h. Apds, a membrana foi incubada
com o anticorpo primdrio (anti-p65, Santa Cruz, Santa Cruz, USA) na solucdo acima (16h a
4°C). Ap6s a lavagem com PBS e 0,1% de Tween 20, a membrana foi incubada com anticorpo
secundério conjugado com horseradish peroxidase, em PBS, 0,1% Tween 20 e 5% de leite
desnatado em p6é por lh a temperatura ambiente. e, finalmente, detectado por
quimioluminescéncia (ECL; Amersham Pharmacia Biotech, Arlington Heights, IL). Os filtros

foram expostos os filmes de raio-x no escuro™.

Andlise estatistica
Os resultados estdo expressos em porcentagem + erro padrdao do controle (100% sdo os valores
do controle para cada experimento). As diferencas foram consideradas significativas para um p <

0,05.
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RESULTADOS

Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

A figura 1a mostra os resultados de viabilidade da SH-SYSY depois dos tratamentos com
a curcumina ¢ o H,O, por 3h, obtidos pela leitura de absorvancia do ensaio MTT. Nés
encontramos que os tratamentos com 50 uM da curcumina e o H,0, apresentaram reducgdes de
60 e 40%, respectivamente, na viabilidade da SH-SY5Y quando comparando com o controle. No
entanto, os tratamentos com 30, 15 ¢ 5 uM apresentaram reducdes de 25, 20, e 25%,
respectivamente, da viabilidade (100% = valor do controle).

A figura 1b mostra os resultados de viabilidade da SH-SY5Y indiferenciada apds co-
tratamento com a curcumina ¢ H,O, (0,1 mM) apds 3h, obtidos pela leitura de absorvancia do
ensaio MTT. N6s observamos que os co-tratamentos com 50 e 30 uM da curcumina mostraram
notdveis reducdes de 45 e 35%, respectivamente, na viabilidade da SH-SY5Y comparando com o
controle. No entanto, os co-tratamentos com 15 e 5 uM ndo apresentaram umas diferencas
significativas da viabilidade (100% = valor do controle).

A figura 2a mostra os resultados de viabilidade da SH-SYS5Y depois do tratamento com a
curcumina e o H,0O, de 24h, obtidos pela leitura de absorvancia do ensaio de MTT. O tratamento
com H,0, resultou em um aumento de 30% na viabilidade. NGs descobrimos que os tratamentos
com 50 e 30 uM de curcumina mostraram reducdes de 45 e 40%, respectivamente, na viabilidade
da SH-SYS5Y em relacdo ao controle. Curiosamente, os tratamentos com 15 ¢ 5 uM de
curcumina demonstraram aumentos de 45% da viabilidade (100% = valor do controle).

A figura 2b mostra os resultados de viabilidade da SH-SYS5Y indiferenciada depois do

co-tratamento com a curcumina e H,0O, (0,1 mM) por 24h, obtidos pela leitura de absorvancia do
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ensaio MTT. Vimos que o co-tratamento com 50 uM de curcumina mostrou uma diminuicdo de
55% na viabilidade de SH-SYS5Y em relacdo ao controle. No entanto, o co-tratamento com 30
uM demonstrou uma reducdo de 20% da viabilidade. Os co-tratamentos com 15 ¢ 5 uM
apresentaram aumentos de 20 e 30%, respectivamente, na viabilidade, apesar de ndo
apresentarem significancia estatistica(100% = valor do controle).

A figura 3a mostra os resultados de viabilidade da SH-SYSY diferenciada depois do
tratamento com a curcumina de 3h, obtidos pela leitura de absorvancia do ensaio MTT. O
tratamento com H,0, mostrou uma diminuicdo de 35% na viabilidade celular. Também,
encontramos que os tratamentos com 50, 30, 15, ¢ 5 uM ndo induziram uma diferenca
significativa (<10%) na viabilidade das células (100% = valor do controle).

A figura 3b mostra os resultados de viabilidade da SH-SYSY diferenciadas depois do
tratamento com a curcumina de 24h, obtidos pela leitura de absorvancia do ensaio MTT. Vimos
que o tratamento com H,O, resultou em uma reducdo de 40% na viabilidade. N6s encontramos
que os tratamentos com 50 e 30 uM demonstraram umas redugdes de 55 e 25%, respectivamente,
na viabilidade. Contudo, os tratamentos com 15 e 5 uM ndo apresentaram aumentos

significativos (<10%) na viabilidade (100% = valor do controle).

Imunocontetido Nuclear de p65

A figura 4a mostra a translocacdo de p65 dentro do nicleo de SH-SYS5Y depois do
isolamento de nucleos e a separacdo das proteinas por eletroforese. A auséncia ou a presencga de
p65 indicam que um efeito inibitério ou ndo, respectivamente, sobre a ativacao da via de NF-kB
(quando comparado ao controle). Apds o tratamento de 1h, com 50 e 30 uM de curcumina, uma

pequena reducdo de 35% na presenca da subunidade translocada foi observada. No entanto, as
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amostras com 15 e 5 uM de curcumina e da amostra com H,O, (0,1 mM) ndo apresentaram uma
diferenca na quantidade de p65 translocada. Apds o tratamento por 3h, os tratamentos com 50,
30 e 15 uM apresentaram reducodes de 30, 30 e 15%, respectivamente, na quantidade de p65
translocada, enquanto os outros tratamentos permaneceram como o controle. Apds 24h, os
tratamentos com 50 e 30 uM de curcumina e o tratamento de H,O, apresentaram redugdes de 90,
85 e 70%, respectivamente, na quantidade de p65 translocada. No entanto, os tratamentos com
15 ¢ 5 uM de curcumina mostraram pequenas diminui¢des de 25% na subunidade translocada.

A figura 4b mostra a translocagdo de p65 para o nicleo de SH-SYSY diferenciada como
mostrado depois do isolamento de nicleos e a separacdo das proteinas por eletroforese. Apds o
tratamento de 1h, todas as concentragdes da curcumina tiveram entre 20 e 25% da quantidade de
p65 translocada que foi observada no controle. Apds a incubacdao de 3h, as amostras com
curcumina apresentaram entre 30 e 40% da quantidade de p65 translocada do que foi mostrado
para o controle. Em ambos tempos de 1 e 3h, o H,0, apresentou a mesma quantidade da p65
translocada do que no controle. Apds o tratamento por 24h, as concentracdes de curcumina
apresentaram entre 15 e 30% da quantidade de p65 translocada que foi observada do controle.
Além disso, observou-se uma diminuicdo de 25% na quantidade de translocado p65 no

tratamento do H,O, em relacdo ao controle.
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DISCUSSAO

O controle e a erradicacdo de neuroblastoma sdo essenciais para o tratamento e a
supressdo eventual deste cancer. Utilizamos o conhecimento de que a curcumina apresentou
capacidades anti-cancer e antiinflamatéria, e de que foi demonstrado que ela € capaz de inibir a

fosforilagdo de IkB feita pelo peréxido de hidrogénio™ * ** %

, para testar a eficdcia dela em
células de neuroblastomas. Utilizamos a linhagem de células SH-SYSY e tentamos ver os efeitos
da curcumina e H,O, na viabilidade das células. Quanto a SH-SYSY diferenciada (fenétipo
semelhante ao de neurdnios maduros), nds tentamos ver se os efeitos seriam menores em uma
populacdo dessas células sauddveis in vivo, possibilitando assim uma proposta de tratamento
para o neuroblastoma com a curcumina.

O tratamento com H,O, (0,1 mM) sobre ambas, SH-SY5Y diferenciada (fig. 3a) e
indiferenciada (fig. la), resultou em cerca de 60% e 40% de reducdo, respectivamente, na
populacdo quando comparado com controle depois de 3h. Isto parece estar resultando dos efeitos
danosos pelo H,0,. Como vimos previamente, H,O, é uma ROS produzida na reacdo do
super6xido com a enzima superéxido dismutase, e que quando se decompde forma o radical
hidroxila, com efeitos deletérios em celulas’’. O H,0, é uma molécula que pode reagir com
metais de transi¢do (ex: Fe*) e, através da reacdo de Fenton, gerar um radical altamente reativo:
o hidroxil (*OH). O hidroxila estd envolvido com danos em lipideos, proteinas e DNA™.

No entanto, depois das células SH-SYSY diferenciadas (fig. 3b) e indiferenciadas (fig.
2a) terem sido incubadas por 24h com H,0, (0,1 mM), os resultados foram diferentes. A

viabilidade das células diferenciadas diminui 40% quando comparada com a viabilidade do

grupo controle. Isto pode ser explicado pela incapacidade das células diferenciadas de se dividir
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e proliferar, possivelmente pela inativacdo da via de NF-xB (fig. 4b). Por isso, quando tratadas
com H,0,, e analisadas ap6s 24h, a ativagao de NF-kB mediada por ROS ndo ocorre e os efeitos
letais de H,0O, sdo observados. Por outro lado, vimos 30% de aumento na populacdio SH-SYS5Y
indiferenciada apés de 24h da incubacdo. J4 que essas células de neuroblastoma sdo
indiferenciadas, podemos assumir que elas contém uma forma funcional do NF-xB.
Esperavamos observar uma ativacdo da via de NF-kB mediada pelo H,0,, mas o ensaio
imunoconteddo exibiu uma menor quantidade de transloca¢do do NF-kB no nicleo.

Com tratamento da curcumina em SH-SYSY indiferenciada , esperdvamos observar uma
reducdo na viabilidade do neuroblastoma enquanto mantendo viabilidade nas células
diferenciadas. Depois de 3h (fig. 1a) da incubag¢do com curcumina em SH-SYS5Y indiferenciada,
observamos uma reducdo notdvel na viabilidade s6 com o tratamento (quase uma 40% de
redu¢do quando em comparacdo com o controle) e uma menor reducdo nos experimentos
restantes (entre 25-20% comparado com o controle). Presumivelmente, o resultado do tratamento
pode ser creditado para a inibicdo extremamente eficaz da fosforilacdo de IkB pela grande
quantidade de curcumina disponivel, e a conseqiiente inibicdo de NF-kB causando a reducdo de
viabilidade do neuroblastoma’".

A SH-SYSY diferenciada ndo exibiu uma redu¢do proeminente da populacdo de células
depois de 3h (fig. 3a) em todas as concentragdes da curcumina (<20% quando comparado com o
controle). Isto pode sugerir mais uma vez que a curcumina possivelmente ndo tenha um alvo
nestas células para agir devido a dorméncia relativa associada com neurdnios diferenciados® '®.
Assim, nés podemos determinar que os neuroblastomas diferenciados ndo sdo tdao afetados por
tratamentos da curcumina depois de 3h, enquanto as células indiferenciadas demonstraram uma

reducdo marcada na viabilidade.
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O mesmo experimento foi realizado com a SH-SYSY indiferenciada (fig. 2a) com um
tempo de incubagcdo por 24h. As células tratadas com 50 uM da curcumina sofreram uma
reducdo de 45% na viabilidade, enquanto o tratamento com 30 uM de curcumina causou uma
redugdo 40%. Curiosamente, as amostras tratadas com 15 e 5 uM da curcumina apresentaram um
efeito de aumentar a viabilidade; na verdade, sdo semelhantes a amostra tratada com H,O,. N6s
podemos deduzir que estas concentragdes de curcumina sdo provavelmente demasiadas baixas
para inibir continuamente a ativacdo da via de NF-kB, conforme visto na figura 4a. Ainda,
baixas concentracdes da curcumina poderiam estar estimulando alguma outra rota de
sobrevivéncia nas células indiferenciadas, o que levaria ao aumento de MTT visto na figura 2a.

Observou-se um resultado diferente no teste de 24h com diferenciadas SH-SYSY (fig.
3b). Nas amostras tratadas com 50 e 30 uM de curcumina, observamos umas diminui¢des de 55
e 25% da viabilidade. Como dito anteriormente, a curcumina demonstrou a capacidade de
induzir a apoptose em células®™. Portanto, podemos supor que as concentracdes relativamente
mais altas de curcumina foram capazes de induzir uma diminui¢do da viabilidade. As amostras
com 15 e 5 uM de curcumina foram baixas demais para provocar uma mudanga na viabilidade.

Também ndés executamos co-tratamentos com as mesmas quatro concentragdes da
curcumina em conjunto com o H,O, (0,1 mM) e incubamos estas duas amostras da SH-SYS5Y
indiferenciadas durante 3h (fig. 1b) ou 24h (fig. 2b). Nestes experimentos, podemos observar os
efeitos estimulantes de H,O, e os efeitos inibitorios da curcumina sobre a via do NF-xB e
observar a viabilidade resultante. Devemos ter em mente que um tratamento sozinho com H,0O,
de 0,1 mM depois de 3h resultou em uma reducio na viabilidade de mais de 50% quando em
comparagao com o controle. Depois de 3h de incubagdo, nds observamos que os co-tratamentos

com 50 e 30 uM da curcumina mostraram marcadas reducdes de 45 e 35%, respectivamente, na
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viabilidade da SH-SYSY indiferenciada. Em adi¢cdo, quando em comparag¢do com o tratamento
com s6 50 e 30 uM da curcumina por 3h, podemos observar que as reducdes da viabilidade nos
co-tratamentos sdo 10% maiores. Isto pode ser devido ao dano oxidativo resultante da presenca
de H,0, (como visto no tratamento de 3h com H,0, sozinho)®. Os resultados do co-tratamentos
com 15 e 5 uM ndo foram significativamente diferentes do controle ou das mesmas
concentracdes de curcumina sozinha.

O co-tratamento por 24h (fig. 3b) com 50 uM de curcumina resultou em uma diminuic¢ao
de 55% na viabilidade, que foi 10% maior do que o tratamento para 24h com curcumina sozinho.
Podemos novamente atribuir a inibi¢cdo da ativacdo da via do NF-kB mediada pelo H,0, a
curcumina juntamente com o dano oxidativo resultante da presenca de H,O, livre. Além disso, o
co-tratamento com 30 uM curcumina (resultou em uma reducdo de 20% da viabilidade) ndo
induziu a mesma redugdo na viabilidade como o tratamento com 30 uM curcumina sozinha que
resultou em uma redugdo de 40% de viabilidade. Poderiamos supor que esta modificagcdo na
viabilidade pode ser devido a ac@o inibitéria insuficiente de 30 uM da curcumina quando
desafiada com H,0,, que demonstrou a capacidade de aumentar a viabilidade apds 24h.
Curiosamente, os co-tratamentos com 15 e 5 uM de curcumina resultou em aumentos de 10 e
25% na viabilidade, respectivamente. Esses aumentos foram 35 e 20% menores,
respectivamente, do que os tratamentos de 15 e 5 uM de curcumina sozinha. Podemos atribuir
esse resultado a capacidade de curcumina a inibir a fosforilacao de IkB e os efeitos deletérios dos
ROS.

Nés podemos sugerir que uma inibi¢ao da via do NF-kB ocorreu, devido a observacao da
diminui¢cdo de transloca¢do do fator de transcricdo através da membrana nuclear por Western

Blot da SH-SYS5Y indiferenciada (fig. 4a). Depois de 1h do tratamento com 50 e 30 uM de
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curcumina, uma pequena redugdo de 35% na subunidade translocada foi observada. No entanto,
as amostras com 15 e 5 uM de curcumina e a amostra com H,O, ndo apresentaram diferengas nas
quantidades de p65 translocada. Depois de 3h de incubacdo com os tratamentos, pudemos
observar reducdes de 5% maiores nas quantidades do NF-kB translocado nos tratamentos com
50 e 30 uM da curcumina quando em comparac¢ao com a incuba¢do de 1h. O tratamento 15 uM
de curcumina resultou em uma pequena reducdo de 15% no NF-xB translocado, mas o
tratamento 15 uM de curcumina e tratamento de H,O, ndo apresentaram diminui¢des
observaveis. Apos 24h, os tratamentos com 50 e 30 uM de curcumina e o tratamento de H,O,
apresentaram reducdes de 90, 85 e 70%, respectivamente, na quantidade de p65 translocada. No
entanto, os tratamentos com 15 ¢ 5 uM de curcumina mostraram pequenas diminui¢cdes de 25%
na subunidade translocada. O resultado do tratamento com o H,0, foi inesperado, porque o teste
de MTT mostrou um aumento da viabilidade enquanto que o ensaio de imunocontetido mostrou
uma reducdo do NF-xB translocado. Talvez outros fatores de transcricdo sejam responsaveis por
esse grande aumento da viabilidade. Testes adicionais desses ensaios sdo necessdrios para
determinar a presenca verdadeira do NF-xB.

Os resultados observados de Western Blot da SH-SYSY diferenciada (fig. 4b) foram
diferentes dos resultados das células indiferenciadas. Apds o tratamento de 1h, todas as
concentragdes de curcumina tiveram entre 20 e 25% da quantidade de p65 translocada que foi
observada de controle. Apds a incubacdo de 3h, as amostras com curcumina apresentaram entre
30 e 40% da quantidade de p65 translocada do que foi mostrado de controle. Isto nos leva a
acreditar que a quase auséncia desta subunidade provavelmente nao foi devido a inibi¢do de NF-
kB pela curcumina. Essa quase auséncia de formacdo é provavelmente devido a caracteristica

ndo-proliferativa observada nos neuroblastomas diferenciados, o que se assemelha ao
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neurdnios*”. Provavelmente durante a diferenciacio ocorreu um silenciamento do NF-kB e
portanto a curcumina ndo tem um alvo em que agir. Em ambos tempos de 1 e 3h, o H,0,
apresentou a mesma quantidade da p65 translocada de controle. Apds o tratamento por 24h, as
concentragdes de curcumina apresentaram entre 15 € 30% da quantidade de p65 translocada que
foi observada do controle. Além disso, observou-se uma diminui¢do de 25% na quantidade de
p65 translocado no tratamento do H,O, em relagdo ao controle. A exposicao a H,O,, um
conhecido ativador do NF-kB, pode ter danificado as células™, o que causa uma mutacdo que
ativa a via do NF-xB. A ativagdo do NF-kB no controle é provavelmente devido a falta da
curcumina e a capacidade dela a inibir esta ativacdo. Portanto, ao longo do tempo as células
diferenciadas comecaram a mais uma vez ativar essa via, talvez retornando a essa expressao

numa tentativa de modular a expressdo de genes de defesa contra estresse oxidativo e morte.
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CONCLUSAO

N6s observamos que as duas maiores concentracdes de curcumina induziram as
diminui¢des significativas nas viabilidades da SH-SYSY indiferenciada apds 3h; no entanto, as
duas concentracdes mais baixas foram capazes de reduzir um pouco a viabilidade em 3h
enquanto que em 24h foram observados aumento das viabilidades. Além disso, observamos que
a curcumina sozinha diminuiu a viabilidade da SH-SYS5Y diferenciada nas duas maiores
concentragdes estudadas, apds 24h de incubacdo. Quando as duas maiores concentracoes de
curcumina foram desafiadas por H,O, em co-tratamento, redu¢des na viabilidade maiores do que
as vistas quando a curcumina sozinha foi adicionada foram observadas Além disso, menores
aumentos nas viabilidades foram observados quando as duas menores concentracdes foram
desafiadss por H,O, do que quando essas mesmas concentracdes ndao foram desafiadas. NGos
podemos deduzir que os efeitos da curcumina na SH-SYSY indiferenciada sdo devidos a inibicao
citosdlica da via do NF-kB, uma vez que reduz a translocacdo de p65. No entanto, apesar de ser
uma ferramenta interessante no tratamento de gliomas e leucemias, a curcumina apresentou
efeito sobre a SH-SYSY, o que indica que mais experimentos utilizando culturas primdrias de
neurdnios ao invés de linhagens sdo necessdrios para esclarecer seu efeito e possiveis riscos de

uso como tratamento.
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PERSPECTIVAS

Repetir os experimentos neste trabalho para confirmar os resultados iniciais.

Realizar experimentos de co-tratamento H,0,e curcumina por 24 h em células SH-SY5Y
diferenciadas.

Realizar experimentos com H,O, e curcumina em culturas primarias de neurdnios.

Realizar experimentos de shift-assay para investigar ndo s6 a translocacao como a efetiva

funcionalidade de NF-xB em SH-SY5Y.
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ANEXOS

Figura 1 (MTT)
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(a) Os efeitos in vitro da curcumina (5 — 50 uM ) e do H,0, (0,1 mM) sobre a viabilidade de SH-
SYS5Y indiferenciada ap6s 3h (n = 6). (b) Os efeitos in vitro do co-tratamento com curcumina (5
—50 uM ) e o H,0, (0,1 mM) sobre a viabilidade de SH-SYS5Y indiferenciada ap6s 3h (n = 6).
Os valores indicaram média + DP dos experimentos como a porcentagem do controle respectivo.
*Considerado estatisticamente diferente do valor de controle quando p < 0.05 (Uma-via ANOVA

seguido pelo teste de Duncan).
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Figura 2 (MTT)
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(a) Os efeitos in vitro da curcumina (5 — 50 uM ) e do H,0, (0,1 mM) sobre a viabilidade de SH-
SYS5Y indiferenciada ap6s 24h (n = 6). (b) Os efeitos in vitro do co-tratamento com curcumina
(5-50 uM ) e o H,0, (0,1 mM) sobre a viabilidade de SH-SYSY indiferenciada ap6s 24h (n =
6). Os valores indicaram média = DP dos experimentos como a porcentagem do controle
respectivo. *Considerado estatisticamente diferente do valor de controle quando p < 0.05 (Uma-

via ANOVA seguido pelo teste de Duncan).
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Figura 3 (MTT)
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(a) Os efeitos in vitro da curcumina (5 — 50 uM ) e do H,0, (0,1 mM) sobre a viabilidade de SH-
SYSY diferenciada ap6s 3h (n = 6). (b) Os efeitos in vitro da curcumina (5 — 50 uM ) e do H,0,
(0,1 mM) sobre a viabilidade de SH-SYSY diferenciada apés 24h. (n = 6) Os valores indicaram
média = DP dos experimentos como a porcentagem do controle respectivo. *Considerado
estatisticamente diferente do valor de controle quando p < 0.05 (Uma-via ANOVA seguido pelo

teste de Duncan).
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Figura 4 (Western Blot)

b

Translocagdo p65 SH-SY5Y Translocagdo p65 SH-SY5Y diferenciada

p65 ntcleo 1h p65 ntcleo 1h
Translocacéo p65 SH-SY5Y 1h Translocagao p65 SH-SY5Y 1h diferenciada
15000 »

g £

£ 10000 * 2

g T

g 2

R 5000 g

k-] c

5 5
p65 nucleo 3h p65 nucleo

20000 10000:

s s

< 10000 % % ;

3 ®

b b

5 5
p65 nucleo p65 nlcleo

Translocacédo p65 SH-SY5Y 24h diferenciada

9000
8000
7000¢
6000
5000
4000
3000

2000
1000

Unidades Arbitrarias
Unidades Arbitrarias

(a) A quantidade da proteina nuclear NF-kB (subunidade p65) nos nicleos de SH-SYSY
indiferenciada tratada com a curcumina (5 — 50 uM) e H,0, (0,1 mM) para 1, 3, e 24h (n = 1).
(b) A quantidade da proteina nuclear NF-kB (a p65 subunidade) nos nicleos de SH-SYSY

diferenciada tratada com a curcumina (5 — 50 uM) e H,0, (0,1 mM) para 1,3,e 24h (n=1).
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