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2022. Tese (Doutorado em Patologia) – Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022.  

 

Aprovado em:  

 

Banca Examinadora 

 

Prof. Dr.  

Instituição: 

Julgamento: 

 

 Prof. Dr.  

Instituição: 

Julgamento: 

 

Prof. Dr.  

Instituição: 

Julgamento: 

 

 

  



 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico essa tese de doutorado a todas as pessoas que me apoiaram durante 

esse processo. A meus pais que sempre me incentivaram a estudar e seguir em 

frente. A minhas avós, meu grande exemplo de persistência mesmo em meio às 

diversidades. A minha família por ser meu alicerce em todas as fases da minha 

vida. As minhas orientadoras que estiveram comigo em todos os momentos. A 

meus amigos, por nunca me abandonarem nessa jornada. Dedico esse título de 

doutora a todos vocês com muito amor e com a certeza de que estarão presentes 

em todas minhas próximas conquistas! 

 



 

Agradecimentos 
 

“Há um tipo especial de amizade que nasce da colaboração e descoberta 

científica, e, por experiência própria, não há nada igual.” (Andrew Strominger, 

2020).  

Por isso, quero agradecer à minha orientadora Profa. Dra. Mara Rúbia 

Nunes Celes, que ao longo desses 7 anos dedicou seu tempo me orientando, 

mesmo em momentos difíceis nunca se ausentou. À minha co-orientadora Profa. 

Dra. Simone Gusmão Ramos, jamais esquecerei de todos os momentos que 

passamos, os ensinamentos de vida que recebi, foi meu alicerce em muitos 

momentos difíceis. Minha eterna alegria e gratidão a essas duas pesquisadoras 

que tive a honra de ter comigo, vocês acreditaram em mim quando nem eu 

mesma acreditei. 

Ao ilustre Prof. Dr. Antonio Claudio Tedesco e seu doutorando 

Henrique Luís Piva do Centro de Nanotecnologia e Engenharia Tecidual, que 

gentilmente colaborou com o nosso trabalho e foi crucial para que este dia 

chegasse.  

Aos meus colegas que foram meu braço direito no desenvolvimento do 

trabalho Dra. Andressa Duarte e Me Frederico G. F. L. R. G. que foram 

companheiros em todas as fases deste estudo, sempre com muita 

responsabilidade. 

Aos meus amigos Janaína R. Léllis, Suziene C. S. Cardoso, Flávio 

Cardoso, Sabrina S. Babah, Maiara Alda, Lucas Pereira, Patrícia Leão, 

obrigada pelos momentos que tivemos juntos, durante o período de pandemia 

vocês foram minha família e tornaram um momento tão difícil um pouco mais 

leve.   

À técnica do Laboratório de Patologia Pulmonar e Cardiovascular Elaine 

M. Floriano, e à técnica do Laboratório de Microscopia Eletrônica Lígia G. V. B. 

Santoro, sem o apoio de vocês esse trabalho não aconteceria.  

Aos técnicos do laboratório multiusuário Guilherme de Paula Lemos e 

Flávio Henrique Leite por toda ajuda.  

Ao Felipe Denipotte Coelho por todo apoio técnico, sempre disposto a 

ajudar e resolver os problemas. 



 

A todos da Plataforma Bi-institucional de Pesquisa em Medicina 

Translacional – Fiocruz, não poderia citar nomes e correr o risco de deixar 

alguém especial para trás. Sou grata por toda ajuda que recebi, me senti muito 

acolhida.  

Às secretárias do Departamento de Patologia, Camila L. Zambonini, 

Rosângela C. N. Paiva e Neide T. Gonçalves, fico grata pela dedicação e 

gentileza durante esse período.  

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 88882.378587/2019-01. 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos não é senão uma gota de água 
no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”  

Madre Teresa de Calcuta 
  



 

Resumo 

RATTIS, BAC. “Efeito da curcumina na expressão dos componentes da via mTOR 

no coraçaõ de camundongos submetidos à sepse experimental”. 2021. 51f. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

Ribeirão Preto, 2021. 

 

Introdução: A disfunção cardíaca induzida pela sepse (DCIS) é um fator determinante 

no prognóstico do paciente, e apesar do conhecimento considerável de sua 

fisiopatologia, pouco avanço terapêutico foi feito, mantendo a sepse como uma das 

principais causas de morte pelo mundo. A etiologia da DCIS vem sendo elucidada ao 

longo dos anos, as alterações estruturais e ultraestruturais nas células cardíacas já 

estão bem estabelecidas na literatura. Entretanto, ainda há um longo caminho a ser 

percorrido a nível molecular, afim de compreender pontualmente o inicio da sinalização 

celular mediante ao estresse séptico. Dessa forma, a mTOR, via de sinalização 

envolvida na sobrevivência celular, na resposta da célula ao estresse e na síntese 

proteica pode ser ponto chave. A curcumina surgiu como um possível inibidor da via da 

mTOR. Objetivo: Dessa forma, o objetivo deste estudo é avaliar a ação da curcumina 

sobre a via mTOR no coração de camundongos submetidos a sepse experimental por 

ligadura e perfuração do ceco. Metodologia: Foram utilizadas duas formulações de 

curcumina, sendo uma composta pela curcumina livre (CL) e outra de nanocurcumina 

(NC). A toxicidade da NC foi avaliada in vitro a partir de células H9c2. Posteriormente, 

foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 para indução de sepse através da 

técnica de ligadura e perfuração do ceco distribuídos em seis grupos: falso-operados 

(SHAM), falso-operados tratados com CL (SH+CL); falso-operados tratados com NC 

(SH+NC); séptico (CLP); séptico tratado com CL (CLP+CL); séptico tratado com NC 

(CLP+NC). O tratamento foi realizado logo após o procedimento cirúrgico. As coletas 

foram feitas após 24 e 120 horas após a sepse. As análises histopatológicas foram 

analisadas por metacrilato. A expressão gênica e proteica da via mTOR foi avaliada por 

Western Blotting e real-time PCR. Resultados: O tratamento com nanocurcumina em 

células H9c2 foi bem tolerado, não apresentando toxicidade celular. A análise da 

sobrevida, temperatura, peso e escore clínico revelou que o tratamento não interferiu na 

progressão da sepse. Do ponto de vista histopatológico e ultraestrutural, os tratamentos 

com CL e NC reduziram as lesões cardíacas ocasionadas pela sepse. Ademais, 

observamos que a curcumina atuou de maneira pontual na via mTOR, onde o 

tratamento com CL e NC reduziu os níveis de mRNA nos grupos (CLP+CL e CLP+NC) 



 

em 24 horas. A análise dos níveis proteicos em 120 horas mostrou aumento significativo 

no grupo CLP em relação ao controle, além disso, foi observado aumento no grupo 

séptico tratado (CLP+NC) quando comparado ao séptico sem tratamento (CLP).  

Conclusão: Nossos resultados indicam que a curcumina, mesmo que na sua forma 

livre, apresenta efeito cardioprotetor na sepse murina. Além disso, mostramos que a 

sepse atua sobre a via da mTOR e a curcumina teve ação sobre a expressão gênica de 

mTOR, se destacando como um alvo terapêutico promissor para futuras pesquisas pré-

clińicas e clínicas. 

 

Palavras-Chave: Sepse, mTOR, curcumina, nanocurcumina, cardiomiopatia séptica. 

   



 

Abstract 

RATTIS, BAC. “Effect of curcumin on the expression of components of the 

mTOR pathway in the heart of mice subjected to experimental sepsis”. 

2021. 48f. Thesis (Doctorate) - Faculty of Medicine of Ribeirão Preto, University 

of São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

Introduction: Sepsis-induced myocardial dysfunction (SIMD) is a determining 

factor in patient prognosis, and despite considerable knowledge of its 

pathophysiology, little therapeutic progress has been made, maintaining sepsis 

as one of the leading causes of death worldwide. The etiology of SIMD has been 

elucidated over the years, structural and ultrastructural changes in cardiac cells 

are already well established in the literature. However, there is still a long way to 

go at the molecular level to understand the initiation of cell signaling through 

septic stress punctually. In this way, mTOR, a signaling pathway involved in cell 

survival in the cell's response to stress and protein synthesis, may be a critical 

point. Curcumin has emerged as a possible inhibitor of the mTOR pathway. 

Objective: Thus, the objective of this study is to evaluate the action of curcumin 

on the mTOR pathway in the heart of mice submitted to experimental sepsis by 

ligation and perforation of the cecum. Methodology: Two curcumin formulations 

were used, one composed of free curcumin (CL) and the other of nanocurcumin 

(NC). NC toxicity was evaluated in vitro from H9c2 cells. Subsequently, C57BL/6 

mice were used to induce sepsis through the technique of ligation and perforation 

of the cecum, divided into six groups: sham-operated (SHAM), sham-operated 

treated with CL (SH+CL); false-operated treated with NC (SH+NC); septic (CLP); 

CL-treated septic (CLP+CL); septic treated with NC (CLP+NC). Treatment was 

performed shortly after the surgical procedure. Collections were made after 24 

and 120 hours after sepsis. Histopathological analyzes were analyzed by 

methacrylate. The mTOR pathway gene and protein expression was evaluated 

by Western Blotting and real-time PCR. Results: Nanocurcumin treatment in 

H9c2 cells was well tolerated, showing no cellular toxicity. Analysis of survival, 

temperature, weight, and clinical score revealed that the treatment did not 

interfere with the progression of sepsis. From the histopathological and 

ultrastructural point of view, treatments with CL and NC reduced cardiac lesions 



 

caused by sepsis. Furthermore, we observed that curcumin acted punctually in 

the mTOR pathway, where treatment with CL and NC reduced mRNA levels in 

the groups (CLP+CL and CLP+NC) within 24 hours. The analysis of protein levels 

in 120 hours showed a significant increase in the CLP group compared to the 

control, and in addition, an increase was observed in the treated septic group 

(CLP+NC) compared to the untreated septic group (CLP). Conclusion: Our 

results indicate that curcumin has a cardioprotective effect in murine sepsis, even 

in its free form. In addition, we showed that sepsis acts on the mTOR pathway 

and curcumin had action on mTOR gene expression, standing out as a promising 

therapeutic target for future preclinical and clinical research. 

 

Key Words: Sepsis, mTOR, curcumin, nanocurcumin, cardiac dysfunction. 
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1. Introdução  

A sepse é uma disfunção orgânica potencialmente fatal caracterizada pela 

resposta desregulada do hospedeiro frente a um processo infeccioso (SINGER et al., 

2016). Em 2017, a Organização Mundial da Saúde (OMS), reconheceu a sepse como 

uma prioridade de saúde global. Estima-se que ocorra cerca de 48,9 milhões de casos 

de sepse pelo mundo, com mortalidade estimada em 11 milhões (RUDD et al., 2020).  

A incidência estimada da sepse pediátrica é de 3 milhões de recém nascidos e 1,2 

milhões de crianças, podendo alcançar 11-19% de mortalidade por sepse neonatal 

por todo o mundo (SCHLAPBACH et al., 2011; FLEISCHMANN-STRUZEK et al., 

2018). No Brasil, foram relatados 200.000 óbitos de pacientes com sepse tratados em 

2014 (MACHADO et al., 2017).  

A causa dessa alta mortalidade está relacionada a diversos fatores como o 

diagnóstico tardio, escassez de leitos em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) e 

tratamentos inadequados (MACHADO et al., 2017). Além disso, o perfil do paciente 

(como comorbidades, idade, estado imunológico, entre outros) juntamente com as 

características da infecção (como tipos de patógenos, virulência, resistência a 

medicamentos, local de infecção) influenciam diretamente no prognóstico 

(KLASTRUP et al., 2016; ROWE; MCKOY, 2017; SINAPIDIS et al., 2018; 

CARABALLO et al., 2019; CARABALLO; JAIMES, 2019).  

O início da sepse é marcado pelo reconhecimento do agente infeccioso por 

meio da ativação de células imunes inatas a partir dos padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), como lipopolissacarídeo (LPS), peptídeos 

microbianos, componentes da parede celular ou nucleotídeos (OPAL, 2007; 

RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008; ANGUS; VAN DER POLL, 2013; YUKI; 

MURAKAMI, 2015). Esse reconhecimento acontece por meio dos Receptores de 

Reconhecimento Padrão (RRPs), como por exemplo os receptores do tipo Toll (do 

inglês: “Toll Like Receptors – TLR”), do tipo NOD (do inglês: “Nucleotide-binding and 

oligomerization domain – NLR”), e receptores lectina tipo C (do inglês: “C-type lectin 

receptors – CLR”) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Os RRPs se encontram na superfície 

de células imunes e teciduais e são cruciais para a ativação da resposta imune 

iniciando a liberação de mediadores inflamatórios como citocinas, quimiocinas, 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (VAN DER POLL et al., 2017; 



15 

MEHTA; GILL, 2019). A liberação de mediadores inflamatórios juntamente com 

produtos provenientes dos microrganismos invasores resultam em lesão celular 

ocasionando em liberação de Padrões Moleculares Associados a Danos (DAMPs) 

como DNA, proteína B1 do grupo de alta mobilidade (HMGB-1), proteína de choque 

térmico, que também são reconhecidos pelos PRRs (REINHART et al., 2012; VAN 

DER POLL et al., 2017).  

Essa multiplicidade de estímulos celulares reconhecidos pelos RRPs ativa a via 

de sinalização NF-kB. A função biológica do NF-kB corresponde a ativação de 

programas celulares para responder a situações de estresse, de modo que o 

organismo possa enfrentar a ameaça, ativar mecanismos de defesa e eliminar ou 

escapar dos fatores de risco com o objetivo final de recuperar o estado fisiológico 

original (HISCOTT et al., 1993; PIVA; BELARDO; SANTORO, 2006; MUSSBACHER 

et al., 2019). Assim como, o NF-kB promove a liberação de moléculas envolvidas em 

um feedback positivo, o mesmo, também regula moléculas inibidoras capazes de 

“desligar” sua atividade, revertendo-o ao seu estado inativo. Esse processo 

orquestrado é perdido na sepse, gerando uma hiperativação sustentada do NF-kB, o 

que resulta em uma condição chamada “tempestade de citocinas” (LIU; MALIK, 2006; 

ANGUS; VAN DER POLL, 2012). As principais citocinas envolvidas na fisiopatologia 

da sepse são IL-1β, IL-6, IL-12, IL-10 e IL-17 HOTCHKISS; KARL, 2003; BOOMER et 

al., 2012; WANG et al., 2018). Ademais, a ativação descontrolada do sistema 

complemento, principalmente C3a e C5a, possuem potentes efeitos pró-inflamatórios 

(GUO; WARD, 2005; MERLE et al., 2015; NEDEVA; MENASSA; PUTHALAKATH, 

2019).  

A resposta das células imunes na sepse também é prejudicada. Os neutrófilos, 

célula crucial para a contenção e erradicação microbiana, entram em um estado 

retardado de apoptose, levando à disfunção neutrofílica contínua (DELANO et al., 

2011b, 2011a; GRAILER et al., 2014). Este efeito é agravado pela liberação de 

neutrófilos imaturos da medula óssea, sendo deficientes na promoção da explosão 

oxidativa, migração celular, ativação do sistema complemento, e erradicação 

bacteriana, que em conjunto contribuem para a disfunção imunológica e inflamação 

persistente (DELANO et al., 2011b, 2011a; GRAILER et al., 2014). Ademais, os 

neutrófilos formam armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs), que tem como 

objetivo aprisionar microrganismos extracelulares, entretanto, a liberação 



 16 

desordenada das NETs contribui para lesão tecidual e formação de trombos (FUCHS; 

BRILL; WAGNER, 2012; KIMBALL et al., 2016). As plaquetas ativadas na sepse, 

liberam tromboxano (TXA2), fator de plaquetas 4 (CXCL4), fator de von Willebrand 

(vWF) ( 228 ) e caixa de grupo 1 de alta mobilidade (HMGB1), o que contribui para 

ativação e agregação plaquetária, bem como liberação de NETs, causando 

potencialmente lesões tromboinflamatórias (MAUGERI et al., 2014; VOGEL et al., 

2015; CARESTIA et al., 2016; VARDON-BOUNES et al., 2019).  

A secreção de citocinas e quimiocinas pelas células fagocitárias (como IL-1, IL-

6, TNF) ativam as células T iniciando as respostas imunes adaptativas (IWASAKI; 

MEDZHITOV, 2015). Os linfócitos T por sua vez, secretam outras citocinas (como 

interferon-gama, IL-21, IL-17), gerando mecanismos efetores mais específicos, como 

anticorpos contra patógenos incitantes por células B e ativação adicional de fagócitos 

inatos para a morte direcionada de patógenos opsonizados (complemento e 

revestidos com anticorpos) (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; GHNEWA et al., 2020). 

Arbitrariamente, na sepse a supressão imunológica logo se sobrepõe ao estado 

hiperinflamatório. A sepse está associada a exaustão de linfócitos, resultado da 

apoptose células TCD4+ e CD8+, células B e células dendríticas (DCs) (HOTCHKISS 

et al., 1999, 2001, 2002; HOTCHKISS; KARL, 2003; FELMET et al., 2005; 

HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013; VAN DER POLL et al., 2017). Os 

monócitos e macrófagos parecem exibir certa tolerância a endotoxina, o que resulta 

em capacidade reduzida em secretar as citocinas pró-inflamatórias TNF, IL-1, IL-6 e 

IL-12 (SÁENZ et al., 2001; NEDEVA; MENASSA; PUTHALAKATH, 2019). Os 

monócitos ativados apresentam expressão reduzida de HLA-DR, capacidade de 

apresentação de antígeno diminuída e mudança para um fenótipo inibitório 

(HOTCHKISS et al., 2002). As populações de células NK (do inglês: “natural killers”) 

são alteradas, com redução da função citotóxica (FOREL et al., 2012). 

Como resultado do efeito desses mediadores pró- e anti-inflamatórios e de um 

estado pró-coagulante e pró-trombótico, ocorrem alterações fisiológicas importantes, 

como hipotensão sistêmica, edema intersticial e trombose de pequenos vasos que 

resultam em distribuição deficiente de oxigênio e nutrientes para os tecidos, o que 

contribui para a Disfunção Múltipla de Órgãos (DMO), sendo o coração um órgão 

central nesse processo (HOTCHKISS; KARL, 2003). O conhecimento da disfunção 
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cardíaca induzida pela sepse - DCIS  tem mais de 30 anos, mas ainda não existe uma 

definição formal (PARKER et al., 1984; HEUREUX et al., 2020). Entretanto, existe uma 

concordância entre especialistas a cerca de manifestações características da DCIS. 

De modo geral, a DCIS é caracterizada como uma disfunção biventricular  reversível 

(sistólica e/ou diastólica), com resposta diminuída à ressuscitação com fluidos e 

catecolaminas (HEUREUX et al., 2020).  

A DCIS é um componente central na DMO decorrente da sepse, sua presença 

está associada com altas taxas de mortalidade, cerca de 70-90% em comparação com 

a mortalidade de 20% de pacientes com sepse sem comprometimento cardiovascular 

(BURTON; WAISBREN, 1951; PARRILLO et al., 1990; MERX; WEBER, 2007; 

DANTAS; COSTA, 2015). Esses dados corroboram com os achados de uma coorte, 

onde foi demonstrado que havia maior mortalidade em pacientes com DCIS em 

comparação com pacientes sem DCIS (CHENG et al., 2019). Esses dados vão de 

encontro com os achados histopatológicos descritos por Rossi e Santos (2003), onde 

observaram focos de miocitólise, presença de células gigantes, depósitos de cálcio 

nas células cardíacas, lesões microvasculares, paredes ventriculares flácidas, 

dilatação, hipertrofia e fibrose intersticial (ROSSI; SANTOS, 2003). Não diferente, na 

sepse experimental também foram descritas alterações cardíacas como a ocorrência 

de má distribuição do fluxo coronário, redução da fração de ejeção, distúrbios da 

microcirculação, aumento da frequência e do débito cardíaco e níveis de troponina I 

aumentados (MARTINS, 2009; CELES; PRADO; ROSSI, 2012; YANG et al., 2013).  

Esses resultados instigaram várias hipóteses a respeito de como a célula 

cardíaca responde ao estresse séptico. A demonstração das alterações estruturais 

emergiu como uma forte hipótese nas constantes pesquisas pelo o entendimento da 

fisiopatologia da DCIS. Na sepse experimental, foi demonstrado que a perda ou a 

redução da expressão de proteínas estruturais compromete o correto funcionamento 

das células cardíacas (CELES; PRADO; ROSSI, 2012). A redução da conexina-43 e 

da N-caderina resultou na perda da integridade estrutural dos discos intercalados, 

dificultando a comunicação entre as células miocárdicas (CELES et al., 2007). 

Posteriormente, foi demonstrado que a degeneração dos cardiomiócitos e a lise dos 

filamentos de actina e miosina resultantes da sepse estavam associadas à redução 

da expressão das proteínas do complexo de glicoproteínas associada à distrofina 

(CGD) (CELES et al., 2010b).  
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A distrofina é uma proteína crítica neste complexo, desempenha um papel 

essencial no estabelecimento de conexões entre o meio intracelular, o citoesqueleto 

de actina e a membrana basal externa, e possui três funções básicas essenciais: 

estabilização da membrana durante os ciclos de contração; na transdução da força 

contrátil; na organização de especializações de membrana (LAPIDOS; KAKKAR; 

MCNALLY, 2004). Recentemente, nosso grupo descobriu que a sepse também altera 

a expressão de caveolina-3 (CAV-3), resultando em superexpressão,  o que parece 

estar diretamente relacionado aos níveis de cálcio intracelular, já que a inibição de 

canais de cálcio do tipo L, resultou em diminuição de sua expressão, similar aos 

grupos controles (RATTIS et al., 2021). A distrofina e a CAV-3 têm uma relação direta, 

estando co-localizadas no CGD, e a perda da distrofina resulta em expressão 

aumentada de CAV-3 nas células musculares esqueléticas e cardíacas, como foi 

demonstrado na Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) (REPETTO et al., 1999; 

GALBIATI et al., 2001). Além disso, a perturbação do CDG resulta em estresse 

mecânico na membrana plasmática, o que a deixa mais vulnerável a ocorrência de 

rupturas (VALERA et al., 2021).  

As desordens funcionais, estruturais e ultraestrurais são reflexos de alterações 

primárias a nível molecular e bioquímico. A transdução de sinais faz parte de um 

complexo sistema de comunicação que integra e coordena atividades e funções 

celulares através de sequências ordenadas de reações bioquímicas, seguidas pela 

ativação de enzimas por mensageiros secundários, o que resulta na transdução do 

sinal (TORRES; FORMAN, 2006; VAN DER GEER, 2013). O processo de percepção 

às mudanças no microambiente e resposta das células aos diferentes estímulos são 

usualmente rápidos e formam a base do desenvolvimento, da reparação de tecidos, 

da imunidade e de outras funções de homeostasia tecidual (TORRES; FORMAN, 

2006; VAN DER GEER, 2013). Entretanto, falhas no processamento dessas 

informações celulares podem ser responsáveis pelo surgimento de doenças ou 

complicações de quadro patológicos já instalados (TORRES; FORMAN, 2006; VAN 

DER GEER, 2013; GALLUZZI; YAMAZAKI; KROEMER, 2018). 

A via do alvo de mamíferos da rapamicina – mTOR engloba uma variedade de 

vias de sinalização a montante responsáveis pelo estado de energia celular, estresse 

oxidativo, disponibilidade de aminoácidos, insulina e fatores de crescimento, 

desempenhando um papel essencial no crescimento celular, promoção da apoptose, 
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controle da autofagia e regulação do citoesqueleto de actina (LAPLANTE; SABATINI, 

2012; WALLEY, 2019).  A mTOR é uma serino-treonina quinase, pertencente à família 

das fosfatidilinositol-3-quinase (PIKKs) que forma a subunidade catalítica de dois 

complexos proteicos distintos (Figura 1) (FANTUS et al., 2016; SAXTON; SABATINI, 

2017). O complexo mTORC1 que é composto por mTOR em conjunto com o complexo 

multiproteico Rheb, Raptor, mLST8, PRAS40 e DEPTOR, e o complexo mTORC2 

composto pela mTOR junto as proteínas Rictor, Protor, mLST8, Sin1 e DEPTOR 

(SAXTON; SABATINI, 2017).  As funções de ambos os complexos mTORC1 e 

mTORC2 são distintas na célula. mTORC1 integra informações sobre a 

disponibilidade de nutrientes e as condições ambientais, controlando os processos 

anabólicos, como a síntese de proteínas, lipídeos e nucleotídeos e os processos 

catabólicos, como a autofagia (LAPLANTE; SABATINI, 2012; LIU; SABATINI, 2020). 

Já mTORC2, regula o citoesqueleto e as vias de sobrevivência celular (LAPLANTE; 

SABATINI, 2012; LIU; SABATINI, 2020).  

Figura 1. Biologia do complexo mTOR. O complexo mTOR 1 sensível a 

RAPA (mTORC1) é composto de mTOR em associação com a proteína reguladora 

associada de mTOR (RAPTOR), bem como outras proteínas não mostradas aqui 

(mamífero letal com proteína Sec13 8, substrato rico em prolina de Akt de 40 kD e 

proteína de interação mTOR contendo domínio DEP). Muitas vias de sinalização 

convergem para os supressores tumorais complexo de esclerose tuberosa 1 (TSC1) 

e TSC2, uma proteína ativadora de GTPase e principal regulador negativo do RHEB 

(homólogo de Ras enriquecido no cérebro), que estimula diretamente o mTORC1. 

Os dois principais alvos a jusante do mTORC1 são a quinase ribossômica S6 p70 

(S6K) e a proteína 1 de ligação a 4E (4EBP1); sua fosforilação por mTORC1 

impulsiona a biogênese de ribossomos, tradução dependente de cap e crescimento 

celular. A proteína de ligação do elemento regulador de esterol do fator de 

transcrição 1 (SREBP1) também é ativada por mTORC1 e regula a síntese de 

lipídios. O complexo 2 contendo mTOR insensível à rapamicina (mTORC2) não 

possui RAPTOR, mas tem o companheiro de mTOR insensível à rapamicina 

(RICTOR) como um componente essencial. Os substratos conhecidos de mTORC2 

incluem AKT e a quinase-1 induzida por soro e glicocorticóide (SGK1). PDK1 

aumenta a atividade de Akt fosforilando a alça de ativação na treonina 308. 

mTORC2 estabiliza Akt de forma única através da fosforilação do motivo de volta na 
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serina 450 (não mostrado) e estimula ainda mais a atividade da Akt quinase 

fosforilando o motivo hidrofóbico na serina 473. mTORC2 controla o celular 

fundamental processos incluindo metabolismo, diferenciação, parada do ciclo celular 

e reparo de DNA. Os ribossomos foram encontrados fisicamente associados ao 

mTORC2. Rapamicina e rapalogs formam complexos com FKBP12 e inibem 

agudamente a montagem de mTORC1, enquanto a inibição da montagem de 

mTORC2 requer exposição crônica e é inconsistente entre os tipos de células. 

 

Fonte: FANTUS et al., 2016. 

 

O que difere os dois complexos é a sensibilidade de cada um ao tratamento 

agudo com rapamicina. mTORC1 possui em seu complexo a proteína associada à 

regulação de mTOR - Raptor, a subunidade definidora de mTORC1, que possui alta 

sensibilidade a rapamicina, sendo assim rapidamente inibida pelo tratamento agudo. 

mTORC2 contém em seu complexo a proteína de andaime não relacionada – Rictor, 
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que possui baixa sensibilidade ao tratamento agudo com rapamicina, no entanto o 

tratamento crônico mostrou-se capaz de inibir mTORC2 em alguns tipos celulares 

(SARBASSOV et al., 2006).  

O complexo mTORC1 controla a síntese de proteínas a partir da fosforilação 

das proteínas de ligação ao fator de iniciação 4E (4E-BPs) e p70 S6 quinase 1 (S6K1). 

A proteína 4E-BP1 em seu estado não fosforilado, suprime a tradução pela ligação e 

sequestro do fator de iniciação da tradução eucariótica 4E (eIF4E). Após a fosforilação 

por mTORC1, 4E-BP1 libera eIF4E e aumenta a tradução dependente de cap 5 ′ de 

mRNAs (HARA et al., 1997; LIU; SABATINI, 2020). A fosforilação da  proteína quinase 

1 S6 ribossomal (S6K1) pela mTORC1, promove a biogênese do mRNA, tradução e 

alongamento dependente de cap e a tradução de proteínas ribossomais (MA; BLENIS, 

2009). 

A síntese de lipídeos e nucleotídeos é essencial para a proliferação celular. 

mTORC1 conduz a síntese de lipídios através de dois eixos centrados nos fatores de 

transcrição das proteínas de ligação ao elemento regulador de esterol 1/2 (SREBP 

1/2) que regulam genes responsáveis pela síntese de novos lipídeos, e receptores 

ativados por proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPARγ) que regulam a 

adipogênese (KIM; CHEN, 2004; PETERSON et al., 2011). Nas células em 

proliferação, mTORC1 regula o fornecimento de unidades de carbono necessários 

para a biossíntese de nucleotídeos afim de manter a replicação do DNA e a síntese 

de rRNA (LIU; SABATINI, 2020). A partir da ativação de S6K1 por mTORC1, a 

expressão do fator de transcrição ATF4 e do seu alvo a jusante, a enzima do ciclo 

tetraidrofolato mitocondrial metilenotetraidrofolato desidrogenase 2 (MTHFD2) são 

aumentados, fornecendo carbono para a síntese de purinas (BEN-SAHRA et al., 

2016). Além disso, S6K1 fosforila e ativa carbamoil-fosfato sintetase (CAD), a enzima 

limitante da taxa na biossíntese de pirimidina (BEN-SAHRA et al., 2016). mTORC1 

também controla o metabolismo celular e a produção de energia durante a proliferação 

celular. A ativação do fator indutor de hipóxia 1-alfa (HIF1α) pela mTORC1 promove 

o aumento da expressão de enzimas glicolíticas favorecendo a glicólise sobre a 

fosforilação oxidativa para gerar unidades de energia e carbono (DÜVEL et al., 2010; 

HE et al., 2018).  
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A privação de nutrientes ou a inibição farmacológica de mTORC1 leva a célula 

a um estado de “fome”, iniciando processos catabólicos que desviam os recursos da 

biogênese para a autofagia. mTORC1 controla a ativação da autofagia fosforilando e 

inativando a cinase 1 de ativação de autofagia semelhante a unc-51 (ULK1) e ATG13, 

dois componentes centrais na formação do autofagossomos (GANLEY et al., 2009; 

SOPHIE MOKAS et al., 2009; KIM et al., 2011).  

Já a sinalização de mTORC2 a seus alvos a jusante ainda é pouco 

compreendida em comparação com as descobertas de mTORC1. Um alvo a jusante 

de mTORC2 é a proteína quinase B (AKT), que fosforilada e ativada por mTORC2 

reconfigura o metabolismo celular para resistir aos estressores por meio dos fatores 

de transcrição Foxo1/3ª e da NAD quinase (SARBASSOV et al., 2005; WEBB; 

BRUNET, 2014). A quinase sérica induzida por glicocorticoide-1 (SGK-1) é 

diretamente ativada pela mTORC2, e controla o transporte de íons e o crescimento 

celular (GARCÍA-MARTÍNEZ; ALESSI, 2008). Surpreendentemente, AKT mantém 

uma atividade basal na inibição de mTORC2 ao contrário de SGK-1, que é 

completamente inibida (GARCÍA-MARTÍNEZ; ALESSI, 2008). A proteína quinase Cα 

(PKCα) também é ativada por mTORC2 que juntamente com outros efetores, como 

paxilina e Rho GTPases, promove a reorganização do citoesqueleto de actina (DOS 

D et al., 2004; JACINTO et al., 2004; OH; JACINTO, 2011).  

No coração, mTORC1 e mTORC2 são essenciais para a preservação da 

estrutura cardíaca, crescimento e integridade vascular, tanto no estágio pré-natal 

quanto no pós-natal. A interrupção completa da expressão de mTOR durante o 

desenvolvimento embrionário de camundongos, resulta em dilatação e insuficiência 

cardíaca, e distúrbios metabólicos, ocasionando em 92% de mortalidade dos embriões 

ao final da gestação (ZHU et al., 2013). Entretanto, a inibição de mTORC1 em certas 

condições cardíacas patológicas pode ser benéfico.  

Na hipertrofia cardíaca induzida por isoproterenol, a inibição de mTORC1 pela 

rapamicina atenuou a hipertrofia cardíaca patológica, melhorou a função cardíaca e 

reduziu a formação dos imunoproteassomas no coração (ZHANG et al., 2015). Neste 

mesmo estudo, foi demonstrado que a inibição de mTORC1 resultou na regulação 

negativa de vias de sinalização inflamatórias como o NF-kB e STAT3, o que resultou 

em diminuição de citocinas pró-inflamatórias (TNFα, IL-1β e MCP-1) e a montagem 
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do imunoproteassoma (ZHANG et al., 2015). Em um modelo de infarto do miocárdio, 

a administração do everolimus, um inibidor de mTOR da classe rapalogs, diminuiu as 

áreas de infarto, aumentou a autofagia e atenuou a ativação do NF-kB e do 

proteassoma, o que resultou em melhora da função cardíaca (BUSS et al., 2009).   

Entretanto, apesar dos efeitos benéficos da inibição da mTOR, os rapalogs 

possuem inúmeros efeitos adversos. Dentre as reações adversas mais comuns 

(ocorre em 10% ou mais dos pacientes que utilizam este medicamento) descritas pela 

bula do Rapamune® (nome genérico: sirolimo) estão pneumonia, infecções fúngicas, 

virais e/ou bacterianas, infecção do trato urinário, trombocitopenia, diabetes mellitus, 

dor de cabeça, taquicardia, hipertensão, creatinina sérica aumentada entre outros (a 

lista completa dos efeitos adversos se encontra no Anexo 1). Tendo em vista, as 

inúmeras vantagens da inibição da mTOR, novos compostos estão sendo estudados, 

dentre eles compostos naturais como apigenina, curcumina, criptotansinona, fisetina, 

indóis (indol-3-carbinol e 3,3′-diindolilmetano), isoflavonas (genisteína e deguelina), 

quercetina, resveratrol e tocotrienol (AHMAD et al., 2013b, 2013a; BEEVERS; ZHOU; 

HUANG, 2013; BRUNING, 2013; CHEN et al., 2013; HUANG, 2013; SYED et al., 2013; 

SYLVESTER; AYOUB, 2013; TONG; PELLING, 2013; WU; LIU, 2013).  

A curcumina é um fitoquímico extraído a partir do rizoma da Cúrcuma longa que 

possui inúmeros efeitos terapêuticos que tem sido usado na medicina asiática desde 

o segundo milênio aC (SHARMA; GESCHER; STEWARD, 2005). Entretanto, só em 

1815 que a Curcumina foi então isolada e chamada de “matéria corante amarela” (do 

inglês “yellow dye matter”) e somente em 1949 surgiu o primeiro relato cientifico de 

um dos seus efeitos biológicos como antimicrobiano contra Staphylococcus aureus, 

Salmonella paratyphi, Trichophyton gypseum e Mycobacterium tuberculosis (VOGEL; 

PELLETIER, 1815; PRASAD et al., 2014). O primeiro estudo com aplicação de 

curcumina em seres humanos ocorreu em 1937, onde a administração de curcumina 

resultou em melhora dos pacientes com colecistite (OPPENHEIMER, 1937). Desde 

então a lista com seus inúmeros efeitos biológicos não param de crescer somando 

mais de 255 ensaios clínicos (disponível em: clinicaltrials.gov). Atualmente já foram 

descritos seus mecanismos como agente anti-inflamatório, antioxidante, anticâncer, 

antibacteriano, antifúngico, antiviral e citoprotetor (GUPTA et al., 2012; PACIELLO et 

al., 2020). 
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Os caminhos da curcumina e mTOR se cruzaram após a sua utilização em 

células de rabdomiossarcoma, onde esse fitoquímico foi capaz de inibir a proliferação 

celular promovendo a parada do ciclo celular independente de p53, induzir a apoptose 

e inibir a motilidade dessas células, efeitos semelhantes ao causado pela Rapamicina 

(BEEVERS et al., 2006). Continuando suas investigações a respeito da ação da 

Curcumina na via mTOR, Beevers e colaboradores (2009), demonstraram que a 

Curcumina atua interrompendo a associação de Raptor-mTOR promovendo a inibição 

do complexo mTORC1, com consequente diminuição da fosforilação da S6K1 e 4E-

BP1 em baixas concentrações. Já em concentrações mais elevadas, a Curcumina é 

capaz de interromper a ligação entre Rictor-mTOR, inibindo também o complexo 

mTORC2 (BEEVERS et al., 2009). 

Em modelos experimentais de sepse, a Curcumina mostrou-se eficaz em 

melhorar os parâmetros de sobrevida, reduzir os níveis de hipovolemia observada na 

fase tardia da sepse e suprimir a hiperglicemia na fase aguda. Além disso, a 

Curcumina foi capaz de atenuar a hipoglicemia na fase tardia e reduzir citocinas pró-

inflamatórias como IL-1ß e IL-6 no período de 24 horas do pós-cirúrgico (DA SILVA et 

al., 2017). A Curcumina também foi capaz de diminuir a os níveis de TNF-α via inibição 

da via NF-κB após administração de LPS em ratos, além disso protegeu os 

hepatócitos do surgimento de lesões ocasionados tanto pelo LPS quanto pelo TNF-α, 

onde houve uma diminuição dos níveis de AST (aspartato aminotransferase) e ALT 

(alanina aminotransferase) que são importantes enzimas usadas na avaliação de 

lesões hepáticas  (XIE et al., 2017). Nos rins, a Curcumina atenuou o processo 

inflamatório induzido por LPS, diminuindo citocinas pró-inflamatórias atuando também 

na via NF-κB (ZHONG et al., 2011). Ademais, o tratamento com Curcumina apresenta 

um perfil cardioprotetor na sepse, diminuindo a inflamação do miocárdio e atenuando 

o aparecimento de lesões e danos provocados pelo estresse oxidativo (YANG et al., 

2013).  

Apesar de seus inúmeros benefícios, há vários fatores limitantes quanto as 

aplicações práticas da Curcumina, como baixa solubilidade em água, instabilidade 

físico-química, baixa farmacocinética e biodisponibilidade, baixa absorção bioativa, 

metabolização rápida, baixa penetração e eficácia de direcionamento, sensibilidade a 

condições alcalinas, íons metálicos, calor e luz (FLORA; GUPTA; TIWARI, 2013). Afim 

de solucionar a problemática da solubilidade da Curcumina em solução aquosas e 
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melhorar sua biodisponibilidade in vivo, várias formulações de Curcumina foram 

propostas ao longo dos anos, e algumas já alcançaram os testes clínicos (disponível 

em: clinicaltrials.gov). Uma técnica promissora para formulações de nanocurcumina 

(NC) é a moagem úmida, que é capaz de produzir partículas de Curcumina com 2-40 

nm (BHAWANA et al., 2011). A NC produzida por esse método apresenta boa 

estabilidade química e física, podendo ser armazenada em pó à temperatura ambiente 

por mais de 6 meses sem qualquer decomposição ou agregação, além de ser 

livremente dispersiva em água (BHAWANA et al., 2011). Essa maior solubilidade da 

NC pode ser atribuída à sua área de superfície maior, o que promove sua dissolução 

(MCNEIL, 2005).  

É notável o avanço da compreensão da fisiopatologia da sepse com o passar 

dos anos, entretanto o avanço terapêutico não tem acompanhado esse mesmo ritmo 

de crescimento. Já é sabido que pacientes sobreviventes da sepse sofrem com várias 

sequélas decorrentes de alterações secundárias cuja a etiologia ainda está em 

processo de elucidação. Desta forma, novas terapêuticas que focam nessas 

alterações se fazem indispensáveis. 

Considerando que a manutenção da integridade estrutural do miocárdio é 

essencial para o correto funcionamento do coração e que, sabidamente o uso 

prolongado da Rapamicina apresenta reações adversas consideráveis, o estudo de 

novos alvos terapêuticos focados na inibição da via mTOR e que não tragam prejuízos 

ao sistema cardiovascular, surgem como uma alternativa para minimizar ou suprimir 

a cardiomiopatia observada na sepse. Sendo assim, o estudo dos efeitos da 

administração da Curcumina livre e nanoencapsulada, sua possível inibição da mTOR 

e seus efeitos sobre a disfunção miocárdica observada na sepse induzida por ligadura 

e perfuração do ceco (do inglês “cecal ligation and puncture” - CLP) faz-se tão 

necessário. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Analisar os efeitos da Curcumina na integridade estrutural dos cardiomiócitos e 

na expressão dos componentes da via mTOR no coração de camundongos 

submetidos à sepse experimental. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Avaliação clínica do estabelecimento da sepse pelo modelo polimicrobiano 

CLP; 

 Averiguar a ação da Curcumina livre e da nanocurcumina sobre as lesões 

cardíacas induzidas pela sepse;  

 Observar os efeitos da Curcumina livre e da nanocurcumina nas alterações 

ultra-estruturais induzidas pela sepse no coração; 

 Avaliar o efeito da Curcumina livre e da nanocurcumina sobre a via da mTOR 

no coração de camundongos sépticos; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Obtenção e caracterização da Nanocurcumina (NC) 

Para obtenção da NC foi utilizada a metodologia descrita por (BHAWANA et al., 2011). 

A curcumina (100 mg, 0,27 mmol) foi colocada em diclorometano (20 mL), e 1 mL 

desta solução foi pulverizada em água fervente (50 mL) gota a gota com uma taxa de 

fluxo de 0,2 mL/min em 5 minutos sob condições ultrassônicas, com uma potência 

ultrassônica de 100 W e uma frequência de 30 kHz. Após sonicação por 10 minutos, 

o conteúdo foi agitado a 200-800 rpm em temperatura ambiente por cerca de 20 

minutos, quando uma solução clara de cor laranja foi obtida. A solução foi concentrada 

sob pressão reduzida a 50 °C e depois seca por congelação para obter um pó laranja. 

Um co-TLC da amostra em pó com curcumina padrão mostrou que ambos tinham os 

mesmos valores de FR (fatores de retenção). Além disso, os espectros de 1H NMR e 

ultravioleta (UV) do pó liofilizado confirmaram que era curcumina.  

3.2 Cultura de células 

Cardiomiócitos embrionários de rato (células H9c2) foram adquiridos no Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino, 4 mM de L-glutamina e penicilina-

estreptomicina em garrafas de cultura de tecidos de 75 cm2. As células foram mantidas 

em uma incubadora umidificada (HeraCELL 150 R, Thermo-Electron Corporation, 

Waltham, MA, EUA) em 5% de CO2 ambiente a 37 °C. O meio foi trocado a cada 3-4 

dias, enquanto as células foram subcultivadas após atingir cerca de 70-80% de 

confluência. As células foram separadas usando tripsina-EDTA. As células foram 

semeadas para estudos de citotoxicidade em placas de microtitulação de 96 poços. 

3.3 Ensaio de viabilidade celular 

As células foram destacadas das garrafas de cultivo, utilizando-se tripsina-EDTA, e 

contadas em câmara de Neubauer com auxílio de exclusão de azul de tripano para 

determinar a viabilidade. Três placas de 96 poços foram semeadas com 1 × 104 

células por poço (volume final 200 µL por poço). As placas foram incubadas durante 

24 horas para permitir a fixação e recuperação das células. Depois disso, 

concentrações de 0.1, 0.3, 0.5, 1 e 2.5 µM de NC foram adicionadas aos poços em 

triplicata e o tratamento permaneceu por 24h. As células cultivadas apenas em meio 
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de cultura, representando 100% de viabilidade, foram utilizadas como controle 

negativo em todos os experimentos. Para isso, após 24h do tratamento das células 

com as formulações, foram adicionados 200μL de solução de MTT (5 mg/mL) em cada 

poço. As células foram incubadas por 4h, foi retirado o meio e substituído por 200μL 

de 2-propanol para solubilizar o produto formazam obtido. As leituras 

espectrofotométricas do formazam foram realizadas em 570 e 690 nm no leitor de 

microplacas modelo Safire2 (TECAN Group Ltd.). Foi feito o controle negativo, onde 

se utilizou um conjunto de 16 poços contendo as células sem adição da formulação. 

Os resultados obtidos foram valores médios da viabilidade celular ± erro padrão médio 

(EPM) de experimentos em triplicata. Os resultados foram calculados segundo a 

equação 1: 

Células viáveis (%) = (Absorbância amostra/Absorbância controle) x 100 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando ANOVA seguido pelo teste de 

Tukey para múltiplas comparações. Todos os dados foram expressos como a média 

± EMP de três experiências independentes.  

3.4 Animais de experimentação 

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão da Universidade de São Paulo (CEUA-FMRP) 

sob o protocolo 113/2019 (Anexo 2). Foram utilizados camundongos machos da 

linhagem C57B1/6, adultos, com peso entre 22 e 25 gramas, provenientes do Biotério 

Central (FMRP-USP) e mantidos no Biotério do Departamento de Patologia (FMRP-

USP). Os animais foram distribuídos em gaiolas (máximo de seis animais por caixa) 

mantidos com água e ração ad libitum. Para os experimentos, camundongos machos 

C57BL/6 foram arbitrariamente alocados em seis grupos (Tabela 2).  
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Tabela 2. Descrição dos grupos experimentais. 

Grupos experimentais 

SHAM grupo de animais falso-operados; 

SH+CL 
grupo de animais falso-operados tratados com 
Curcumina livre; 

SH+NC 
grupo de animais falso-operados tratados com 
nanocurcumina; 

CLP 
grupo de animais submetidos ao estímulo séptico 
grave; 

CLP+CL 
grupo de animais submetidos ao estímulo séptico 
grave tratados com Curcumina livre; 

CLP+NC 
grupo de animais submetidos ao estímulo séptico 
grave tratados com nanocurcumina; 

Fonte: Autoria própria. 

A Curcumina livre (CL) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EUA) e a nanocurcumina (NC) 

ambas na dose de 12,5 mg, foram diluídas em solução salina NaCl 0,9% estéril (100 

uL de volume total/animal) e injetado por via subcutânea logo após a cirurgia CLP ou 

a operação simulada (Figura 2). Camundongos sépticos não tratados e camundongos 

controle não tratados receberam um volume equivalente de solução salina. As taxas 

de sobrevivência foram monitoradas a cada 12 horas durante cinco dias após a 

cirurgia usando 10 animais por grupo.   

 

 



 30 

Figura 2. Representaçaõ esquemática do delineamento experimental. Iniciou-se os 

procedimentos experimentais in vivo com a realização da cirurgia para indução da sepse pelo modelo 

CLP. O tratamento foi administrado ao fim da cirurgia. As coletas foram realizadas em dois períodos, 

sendo estes 24 horas e 120 horas após a CLP.   

Fonte: Autoria própria. 

3.5 Sepse polimicrobiana (ligadura e punção cecal - modelo CLP) 

Para indução da sepse experimental foi seguido o protocolo de indução da sepse 

polimicrobiana a partir do modelo de ligadura e perfuração do ceco (Figura 3) 

(WICHTERMAN; BAUE; CHAUDRY, 1980; RITTIRSCH et al., 2009). Os 

camundongos foram rapidamente anestesiados com isoflurano 2,0-3,0%, vaporizado 

em oxigênio medicinal (O2), por meio de máscara facial. O abdômen foi raspado e 

uma incisão mediana foi realizada. O ceco foi isolado e ligado com fio de seda 6-0 

abaixo da válvula ileocecal sem causar obstrução intestinal. O ceco foi então 

perfurado com agulha de calibre 18G para induzir o estímulo séptico grave (CLP). O 

conteúdo intestinal foi extrusado suavemente pela punção e o ceco foi recolocado em 

sua posição original. O abdômen foi então suturado. Animais sham-operados 

(controles) foram submetidos aos mesmos procedimentos, exceto para ligadura cecal 

e punção. Imediatamente após a cirurgia cada animal recebeu uma injeção 

subcutânea de 1mL de salina e foi colocado em incubadora a 37°C por 30 minutos. 

No pós-operatório todos os animais receberam um tratamento com analgésico de 

ação central Tramadol (Tramal®) na dose de 12,5 mg intramuscular após a sutura e 
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5 mg/Kg diluídos em água disponíveis nos bebedouros de cada gaiola durante todo o 

período experimental de 120 horas.  

Figura 3. Modelo polimicrobiano de indução de sepse a partir da ligadura e perfuração do ceco 

(CLP). Para indução da sepse, após laparotomia mediana o ceco é localizado e inicia-se a ligação 

próxima a válvula íleo cecal com posterior perfuração utilizando agulha 18G transpassando o ceco 

formando duas perfurações, por fim o ceco é realocado na cavidade abdominal e realizada a sutura.  

Fonte: Autoria própria. 

Os camundongos foram monitorados diariamente quanto a sinais de doenças, como 

piloereção, marcha curvada, letargia, secreção ocular e diarreia (Tabela 3) seguindo 

os parâmetros de avaliação de sepse murina recentemente revisados (MAI et al., 

2018). Os camundongos que exibiam sinais graves de angústia (respiração difícil, não 

responsividade a batidas na gaiola, falha na higiene, secreção ocular grave) foram 

submetidos a eutánasia por injeção de uma mistura de cetamina (90-120 mg / kg) e 

xilazina (10 mg / kg), seguido de luxação cervical. 
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Tabela 3. Sistema de pontuação (do inglês “Murine Sepsis Score” – MSS) modificado para 

monitoramento de desfechos substitutos e avaliação da gravidade da doença em sepse 

polimicrobiana - CLP de camundongo. 

Ecore de avaliação de sepse experimental (Murine Sepsis Score - MSS) 

Parâmetros de 
avaliação 

0 1 2 3 

Aparência Pelagem 
lisa 

Pelo 
ligeiramente 

eriçado 

A maioria dos 
pelos das costas 

está eriçado 

Piloereção, aparência 
inchada 

Nível de 
consciência 

Ativo Ativo, mas 
evita ficar 

em pé 

Ativo somente 
quando 

provocado 

Não responsivo, 
mesmo quando 

provocado 

Atividade Normal Suprime 
comer, 

beber ou 
correr 

Estacionário Estacionário, mesmo 
quando provocado 

Resposta ao 
estímulo 

Normal Resposta 
lenta a 

estímulos 
auditivos ou 

de toque 

Sem resposta 
auditiva, 

resposta lenta ao 
toque 

Sem resposta a 
estímulos de toque 

Olhos Abertos, 
sem 

secreções 

Parcialmente 
abertos, com 

poucas 
secreções 

Meio fechados, 
com secreções 

Quase totalmente ou 
completamente 
fechados com 

secreções 

Qualidade da 
respiração 

Normal Períodos de 
respiração 

difícil 

Respiração 
constantemente 

difícil 

Respiração difícil com 
suspiros 

Fonte: Mai et al., (2018). 

3.6 Eutanásia e coleta  

Após 24 e 120 horas da indução da sepse, os animais de cada grupo foram 

anestesiados com isoflurano 2,0-3,0%, vaporizado em oxigênio medicinal (O2), por 

meio de máscara facial. A cavidade torácica foi aberta, expondo o coração ainda 

pulsando. Foi realizada a exsanguinação da aorta, em seguida os corações foram 

rapidamente excisados e, lavados com solução salina gelada (4°C) de NaCl a 0,9%, 

secos em papel de filtro. Posteriormente, os corações foram seccionados 

longitudinalmente em duas metades. As amostras de coração foram direcionadas ao 

formol tamponado 10% ou congelados a -80°C para realização do Western Blotting 

(WB) ou reação em cadeia da polimerase (PCR). Vale ressaltar que foi retirado um 

pequeno fragmento de 1,0-0,5 mm fixado em glutaraldeído. Os demais órgãos 

coletados tiveram fragmentos direcionados para o WB armazenados a -80°C e para 
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realização da microscopia óptica convencional fixados em formol tamponado 10% 

(Figura 4). 

Figura 4. Representação esquemática da coleta de amostras. As amostras de coração foram 

coletas de acordo com a análise, sendo estas Microscopia Eletrônica de Transmissão – MET (n=2), 

Western Blotting – WB (n=4), Reação em Cadeia da Polimerase – PCR (n=4) e Microscopia de Alta 

Resolução em metacrilato (n=5).   

Fonte: Autoria própria. 

3.7 Microscopia óptica convencional  

Amostras do pulmão fígado e rins foram desidratados em concentrações crescentes 

de álcool 70%, 90% e 100%. Após o último álcool as amostras foram clarificadas em 

xilol, e dois banhos de parafina (o tempo de processamento seguiu o protocolo 

específico para cada tecido) e incluídas em parafina. Cada bloco de parafina foi 

cortado em secções de 4 μm de espessura. Logo após os cortes foram corados com 

hematoxilina e eosina e avaliados em microscópio Leica DMRS (Leica Microsystems). 

3.8 Microscopia de Alta Resoluçaõ   

Amostras dos corações, foram desidratados em concentrações crescentes de álcool 

70, 95 (3 trocas de 15 minutos) e 100% (3 trocas de 1 hora cada), passados pela 

solução pré-infiltradora (24 horas), solução infiltradora (24 horas), incluídos em resina 

e colocados em suportes apropriados (Historesin®, Leica Instruments GmbH, 

Heidelberg, Alemanha). O material foi incubado por 24 horas em estufa a 60°C para 

endurecimento da resina. Cortes de 2,5 μm foram obtidos em micrótomo Sorvall JB4-

A (DuPont Company, Newtown, EUA), estirados em banho-maria à temperatura 

ambiente, colocados em lâmina de vidro e secos em platina aquecida a uma 

temperatura de 55-60°C por aproximadamente 24 horas. Logo após os cortes foram 
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corados com azul de toluidina e avaliados em microscópio Leica DMRS (Leica 

Microsystems). 

3.9 Estudo ultraestrutural 

A caracterização das alterações ultraestruturais dos corações dos diferentes grupos 

de animais submetidos à sepse foi avaliada por microscopia eletrônica de 

transmissão. As amostras foram fixadas por imersão em aldeído glutárico a 3% em 

tampão fosfato 0,1M, pH 7,3 a 4ºC, para fixação. Após lavagem, em tampão fosfato 

0,1M, o tecido foi pós-fixado em solução de tetróxido de ósmio a 1% em tampão 

fosfato 0,1M a 4°C. O tecido foi desidratado em concentrações crescentes de acetona 

e incluído em araldite. Posteriormente, foram feitos cortes ultrafinos, obtidos com 

navalha de diamante que foram corados em acetato de uranila e citrato de chumbo 

para serem examinados e fotografados em microscópio eletrônico de transmissão. 

3.10 Western Blotting 

As amostras de coração coletadas foram imediatamente congeladas a -80°C até o 

momento da extração de proteińas. Para a extração das proteínas foram adicionados 

400 μL de tampão de extração (100mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7,6, 0,1% SDS e 1 

mM PMSF; Sigma-Aldrich) ao tecido que foi triturado com homogeneizador de tecidos 

(DREMEL®300, Marconi, Ribeirão Preto, Brasil). Após este procedimento o material 

foi centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo a 

solução de proteínas foi coletado e aliquotado para dosagem de proteińas. A dosagem 

de proteínas foi realizada em espectofotômetro em comprimento de onda de 595nm 

pelo método de Bradford. Em seguida, amostras contendo 40μg de proteínas foram 

aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE a 7 ou 10% de acordo com o peso 

molecular da proteína a ser analisada. Terminada a corrida do gel, as proteínas foram 

transferidas para uma membrana de PVDF (Immobilon®-Psq, Millipore Corporation, 

Billerica, MA, EUA). A transferência completa das proteínas foi confirmada pela 

coloração de gel e membrana com corante Ponceau S (Sigma-Aldrich). A membrana 

de PVDF carregando as proteínas foi colocada em solução de bloqueio com BSA 

(Sigma-Aldrich) a 5% overnight a 4°C. Após, a membrana foi lavada em solução 

tampão PBS-T (Tampão fosfato-salino do inglês “phosphate buffered saline”) com 

Tween-20 (pH 7,2-7,4) e incubada overnight a 4°C com o anticorpo primário: anti-

mTOR, anti-GAPDH diluídos em solução de BSA a 1% e tampão PBS-T. Após o 
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período de incubação, as membranas foram lavadas em PBS- T e incubadas por 45 

minutos à temperatura ambiente com anticorpos secundários conjugados com HRP. 

Foram utilizados anticorpos α-rabbit-IgG/HRP. Em seguida, a membrana foi lavada 

novamente em tampão PBS-T e incubada com solução de revelação Immobilon Forte 

Western HRP substrato (Millipore) de acordo com as especificações do fabricante. 

Após este processo, a membrana foi revelada no aparelho ChemiDoc XRS (BioRad). 

A quantificação das bandas específicas foi realizada usando o programa ImageJ 

(disponível na internet http://rsb.info.nih.gov/nih-image). Os valores relatados são 

referentes à densidade óptica (DO) das bandas expressas em unidade arbitrária (UA). 

3.11 Extração e quantificação de RNA para Real-time PCR 

Para a extração de RNA foi adicionado 1mL de TrIzol® Reagent (Life Technologies 

Corporation) ao tecido que foi triturado com homogeneizador de tecidos 

(DREMEL®300, Marconi). Após este procedimento as amostras foram incubadas em 

temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200μL de 

clorofórmio ao tubo e este foi homogeneizado no vórtex por 15 segundos, as amostras 

foram incubadas por 2 minutos e então centrifugadas a 4°C, 12.000 rpm por 15 

minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para tubos livres de RNAse, o 

sobrenadante foi precipitado com 500μL de isopropanol e homogeneizado em vórtex 

por 15 segundos. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10 

minutos e centrifugadas a 4°C, 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet formado foi lavado com 200μL de etanol 70% e centrifugado a 

4°C, 12.000 rpm por 2 minutos, o etanol foi retirado e o pellet deixado para secar a 

temperatura ambiente. Após a secagem foram adicionados 20μL de água DEPC. O 

RNA foi quantificado no aparelho Nanodrop 2000. Após a determinação da 

concentração do RNA total o lisado foi armazenado a -80°C, para a reação de Real 

Time-PCR. 
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3.12 Real-time PCR 

Para a transcrição reversa, 500ng de RNA total foram transcritos com o High-capacity 

cDNA RT (Applied Biosystems, Foster City, EUA), em termociclador, conforme 

instruções do fabricante. Em seguida, foi realizada reação para detecção dos genes: 

mTOR, Raptor, Rictor, Rps6k e Eif4ebp utilizando-se sondas TaqMan (TaqMan 

Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, CA, EUA), de acordo com as 

instruções recomendadas pelo fabricante. 

3.13 Análise Estatística 

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados apresentaram 

distribuição normal. O índice de sobrevida foi apresentado como a porcentagem de 

animais vivos. O nível de significância considerado foi de 5% e os dados são 

apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). Os dados obtidos foram 

analisados utilizando-se o programa estatiśtico GraphPad Prism 5 (Graph Pad 

Software In., San Diego, California, EUA). Comparações múltiplas entre os grupos 

foram feitas pela análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey. 
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4. Resultados  

4.1 Viabilidade celular  

Afim de avaliar se a formulação de nanocurcumina apresentava citotoxicidade para as 

células cardíacas em cultura, avaliamos diferentes concentrações em linhagem celular 

de cardiomiócitos murinos H9c2 por um período de 24 horas. A nanocurcumina não 

apresentou toxicidade, mantendo a viabilidade celular acima de 86% na maior 

concentração (Figura 5). 

Figura 5. Avaliação da toxicidade da nanocurcumina em diferentes concentrações. Viabilidade 

celular de células H9c2 tratadas em concentrações 0.1, 0.3, 0.5, 1 e 2.5 µM CT: controle. Dados 

corresponde a três ensaios independentes em triplicata (n=3). 
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4.2 Caracterização da sepse murina pelo modelo de CLP 

A sepse foi induzida por CLP e os animais foram avaliados a cada 12 horas de acordo 

com os parâmetros do escore de sepse murina e mortalidade. Os animais dos grupos 

controle SHAM, SH+CL e SH+NC não apresentaram nenhuma alteração referente ao 

peso, temperatura e comportamento. Não houve diferença do peso e temperatura 

entre o grupo séptico não tratado (CLP) em comparação aos grupos tratados (CLP+CL 

e CLP+NC). Os animais do grupo séptico não tratado (CLP) exibiram alterações 

comportamentais e fisiológicas, tais como: piloereção, prostração, pouca ou nenhuma 

resposta a estímulos (sonoros e táteis), respiração ofegante, olhos semiabertos 

associados a secreção ocular, diarreia e perda progressiva de peso. Os animais 

sépticos tratados com curcumina livre CLP+CL e nanocurcumina CLP+NC 

apresentaram essas alterações comportamentais mais brandas em comparação ao 

grupo CLP. 

Inicialmente, a letalidade do modelo de CLP em camundongos foi avaliada nos grupos 

controles e nos grupos submetidos a sepse. No primeiro período de avaliação (6 

horas) não foram observadas alterações físicas nos animais e também não ocorreram 

mortes em nenhum dos grupos. A curva de sobrevida mostrou que os animais falso-

operados (SHAM, SH+CL e SH+NC) apresentaram índice de 100% de sobrevida após 

o final do período de observação de 120 horas (5 dias). Os animais submetidos ao 

estímulo séptico grave não tratados (CLP) e tratados com nanocurcumina (CLP+NC) 

apresentaram aproximadamente 50% de sobrevida. Os animais do grupo séptico 

tratados com curcumina (CLP+CL) apresentaram sobrevida de cerca de 80% ao final 

do período de observação (120 horas).  

 

 

 

 

 

 



39 

Figura 6. Caracterização da sepse murina por ligadura e perfuração do ceco. Em A encontrasse 

o peso em porcentagem ao longo do período de avaliação. Em B observa-se a temperatura em graus 

Celsius (ºC).  No gráfico em C consta os valores referentes ao escore de sepse murina avaliados 

diariamente. Em D os dados mostram a porcentagem de sobrevida dos animais durante 120 horas. 

Os animais foram acompanhados diariamente por um período de 120 horas após a indução da sepse 

(n = 8 por grupo).  
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4.3 Avaliação histopatológica do coração 

A análise histopatológica do miocárdio dos animais foi realizada para avaliar os efeitos 

da sepse no tecido. Os corações dos grupos controle (SHAM), controles tratados 

(SH+CL e SH+NC), séptico (CLP) e sépticos tratados (CLP+CL e CLP+NC) foram 

submetidos à avaliação por microscopia de alta resolução (metacrilato) após 24 e 120 

horas da indução da sepse. Não foram observadas alterações morfológicas nos 

grupos controle SHAM (Figura 7 A e B), SH+CL (Figura 7 C e D) e SH+NC (Figura 7 

E e F) no período de observação de 120 horas. Entretanto, o grupo CLP em 24 (Figura 

8 A e B) e 120 horas (Figura 9 A e B) apresentou focos difusos de miocitólise, edema 

e banda de contratura focal. O grupo CLP+CL, em 24 horas, apresentou vacúolos 

citoplasmáticos focais (Figura 8 C e D). Após as 120 horas foram observados focos 

de miocitólise e vacúolos citoplasmáticos (Figura 9 C e D). O grupo CLP+NC 

apresentou focos de miocitólise em 24 horas (Figura 8 E e F) e em 120 horas não 

foram observados alteração morfológicas (Figura 9 E e F).  
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Figura 7. Análise histopatológica do miocárdio dos animais controle falso operados com e 

tratamento (material incluído em metacrilato). O miocárdio dos animais falso-operados sem 

tratamento SHAM (A e B) e tratados com Curcumina livre SH+CL(C e D) ou Nanocurcmina SH+NC (E 

e F) após 120 horas foram submetidos à microscopia óptica de alta resolução (metacrilato). Nenhuma 

alteração histopatológica foi encontrada. As fotomicrografias A, C e E foram obtidas a partir da 

objetiva de 20x (100 µm), e B, D e F na objetiva de 40x (50 µm).  
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Figura 8. Análise histopatológica do miocárdio dos submetidos a sepse tratados e não 

tratados (material incluído em metacrilato). A avaliação dos miocárdios dos grupos sépticos não 

tratato CLP (A e B) e tratado com nanocurcumina CLP+NC (E e F) no período de 24 horas, mostra a 

presença de edema e miocitólise focais (seta preta). No grupo séptico tratado com a curcumina livre 

CLP+CL (C e D), nota-se vacúolos citoplasmáticos (ponta da seta). As fotomicrografias A, C e E 

foram obtidas a partir da objetiva de 20x (100 µm), e B, D e F na objetiva de 40x (50 µm). 
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Figura 9. Análise histopatológica do miocárdio dos submetidos a sepse tratados e não 

tratados (material incluído em metacrilato). A avaliação do miocárdio do grupo CLP (A e B) no 

período de 120 horas, mostra a presença de vacúolos citoplasmáticos (ponta da seta), bem como 

bandas de contratura (seta amarela), edema e miocitólise focais (seta preta). No grupo séptico 

tratado com a curcumina livre CLP+CL (C e D), nota-se vacúolos citoplasmáticos (ponta da seta) e 

edema (seta preta). As fotomicrografias A, C e E foram obtidas a partir da objetiva de 20x (100 µm), e 

B, D e F na objetiva de 40x (50 µm). 
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4.4 Análise ultraestrutural do miocárdio 

Na avaliação da ultraestrutura das células musculares cardíacas, foram abservadas 

alterações expressivas no grupo CLP (Figura 10 A e B). A presença de lise e edema 

mitocondrial, bem como edema interfibrilar, desorientação e fragmentação das 

miofibrilas foram achados recorrentes. Entretanto, nos grupos tratados CLP+CL 

(Figura 10 C e D) e CLP+NC (Figura 10 E e F), notou-se preservação das mitocôndrias 

e miofibrilas, mas com presença de vacúolos lipídicos.  
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Figura 10. Alterações ultra-estruturais miocárdicas na sepse induzida por CLP. A avaliação do 

miocárdio ventricular no grupo séptico CLP sem tratamento após 120 horas (A e B), revela edema e 

lise mitocondrial (seta azul), além de edema interfibrilar (asterisco), ruptura e desorientação miofibrilar 

(seta preta). Já nos grupos tratados CLP+CL (C e D) e CLP+NC (E e F) apresentaram mitocôndrias e 

miofibrilas preservadas, com alguns vacúolos lipídicos (ponta da seta). Em A, C, e E as barras 

indicam 2 µm, e em B, D e F 1 µm. 
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4.5 Avaliação do perfil de expressão dos componentes da via mTOR 

A via da mTOR está envolvida na resposta celular ao estresse, citocinas e hormônios, 

sendo composta pelos complexos mTORC1 e mTORC2. 

4.5.1 Expressão gênica Raptor 

A análise da expressão gênica da Raptor no miocárdio dos animais controle (SHAM), 

controles tratados (SH+CL e SH+NC), séptico (CLP) e sépticos tratados (CLP+CL e 

CLP+NC). No período de 24 horas após a indução da sepse não foram observadas 

diferenças na expressão de Raptor entre os grupos. No entanto, ao comparar os níveis 

expressos em 24 horas com os níveis de 120 horas, nota-se o aumento nos níveis de 

Raptor entre o grupo CLP (p<0.05) e CLP+CL (p<0.001) (Figura 11). Em 120 horas 

houve um aumento nos níveis de mRNA de Raptor no grupo séptico CLP (p<0.05) em 

relação ao controle SHAM (Figura 11.).   
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Figura 11. Análise do perfil de expressão gênica por PCR em tempo real da Raptor no coração 

de animais sépticos tratados e não tratados com curcumina. A avaliação dos níveis de mRNA de 

Raptor mostra que não houve diferença entre nenhum grupo em 24 horas após a indução da sepse. 

Ao comparar os níveis de Raptor do período de 24 horas com 120 horas, nota-se que houve aumento 

significativo no grupo CLP (p<0.05) e CLP+CL (p<0.001). Em 120 horas houve um amento 

significativo dos níveis de Raptor no grupo séptico CLP (p<0.05) em comparação ao grupo controle 

SHAM. Os resultados são expressos em unidades arbitrárias (UA). 
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4.5.3 Expressão gênica Rictor 

A análise da expressão gênica da Rictor no miocárdio dos animais controle (SHAM), 

controles tratados (SH+CL e SH+NC), sépticos (CLP) e sépticos tratados (CLP+CL e 

CLP+NC) para estimar a quantidade relativa de mRNA para Rictor. No período de 24 

horas após a indução da sepse não foram observadas diferenças na expressão de 

Rictor em nenhum dos grupos (Figura 12). No entanto, ao comparar os níveis 

expressos em 24 horas com os níveis de 120 horas, nota-se que houve aumento nos 

níveis de Rictor no grupo CLP+CL (p<0.05) e CLP+NC (p<0.05) (Figura 12). 
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Figura 12. Análise do perfil de expressão gênica por PCR em tempo real da Rictor no coração 

de animais sépticos tratados e não tratados com curcumina. A avaliação dos níveis de mRNA de 

Rictor mostra que não houve diferença entre nenhum grupo em 24 horas após a indução da sepse. 

Ao comparar os níveis de Rictor do período de 24 horas com 120 horas, nota-se que houve aumento 

significativo no grupo CLP+CL (p<0.05) e CLP+NC (p<0.05). Os resultados são expressos em 

unidades arbitrárias (UA). 
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4.5.4 Expressão gênica Rps6kb1 

A análise da expressão gênica da Rps6kb1 no miocárdio dos animais controle 

(SHAM), controles tratados (SH+CL e SH+NC), sépticos (CLP) e sépticos tratados 

(CLP+CL e CLP+NC) para estimar a quantidade relativa de mRNA para Rps6kb1. 

Tanto no período de 24 horas, quanto em 120 horas após a indução da sepse, não 

foram observadas diferenças na expressão de Rps6kb1 em nenhum dos grupos 

(Figura 13).  
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Figura 13. Análise do perfil de expressão gênica por PCR em tempo real da Rps6kb1 no 

coração de animais sépticos tratados e não tratados com curcumina. A avaliação dos níveis de 

mRNA de Rps6kb1 mostra que não houve diferença entre nenhum grupo em 24 e 120 horas após a 

indução da sepse. Os resultados são expressos em unidades arbitrárias (UA). 
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4.5.5 Expressão gênica e proteica da mTOR total 

A análise da expressão gênica da mTOR no miocárdio dos animais controle (SHAM), 

controles tratados (SH+CL e SH+NC), sépticos (CLP) e sépticos tratados (CLP+CL e 

CLP+NC) para estimar a quantidade relativa de mRNA para mTOR. Na figura 14 (A) 

observa-se que em 24 horas não houve alteração nos níveis de mRNA da mTOR no 

grupo CLP quando comparado ao controle SHAM. Entretanto, o grupo de animais 

sépticos tratados CLP+CL (p<0.05) e CLP+NC (p<0.05) apresentaram redução 

significativa nos níveis de mTOR comparado ao CLP (Figura 14 A). Ao comparar os 

níveis de mTOR entre os períodos de 24 e 120 horas após a indução da sepse houve 

redução nos níveis de mTOR no grupo CLP (p<0.001) (Figura 14 A). No entanto, 

houve aumento nos grupos sépticos tratados CLP+CL (p<0.05) e CLP+NC (p<0.05) 

em 120 horas (Figura 14 A).  

Para avaliar os níveis proteicos de mTOR foram mensurados no coração dos animais 

controle (SHAM), controles tratados (SH+CL e SH+NC), séptico (CLP) e sépticos 

tratados (CLP+CL e CLP+NC). Nota-se que não houve diferença estatística entre os 

grupos em 24 (Figura 11 B). Entretanto, em 120 horas houve aumento significativo no 

grupo séptico (CLP) (p<0.001) em relação ao controle (SHAM). O grupo CLP+NC 

apresentou aumento significativo (p<0.001) nos níveis de mTOR em comparação com 

o grupo séptico não tratado (Figura 11 C).  
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Figura 14. Análise do perfil de expressão gênica por PCR em tempo real e proteica por Western 

Blotting da mTOR no coração. Em 24 horas que não há alteração na expressão gênica de mTOR 

no grupo CLP quando comparado ao controle SHAM, no entanto, nos grupos tratados com curcumina 

livre CLP+CL (p<0.05) e nanocurcumina CLP+NC (p<0.05) houve redução significativa comparado ao 

CLP (A). Após 120 horas da indução da sepse, nota-se redução significativa da mTOR no grupo CLP 

(p<0.001) comparado ao período de 24 horas, em contrapartida, os grupos tratados CLP+CL (p<0.05) 

e CLP+NC (p<0.05) aumentaram (A). Não foram encontradas diferenças significativas nos niv́eis 

proteicos de mTOR no miocárdio dos animais no periódo de 24 horas (B). Em 120 horas houve 

aumento significativo no grupo CLP (p<0.001) em relação ao controle (SHAM) no grupo CLP+NC 

(p<0.001) em relação ao grupo séptico não tratado (CLP) (C). Os resultados são expressos em 

unidades arbitrárias (UA).  
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5. Discussão 

O acometimento cardiovascular na sepse é um fator frequentemente fatal, que 

está diretamente relacionado com a alta mortalidade. Estima-se que 50% dos 

pacientes com sepse sejam acometidos com disfunção cardíaca  e apesar do grande 

avanço feito a respeito da fisiopatologia da DCIS, ainda não está totalmente 

compreendido como a célula cardíaca responde aos inúmeros estímulos decorrentes 

do processo séptico (BURTON; WAISBREN, 1951; PARRILLO et al., 1990; MERX; 

WEBER, 2007; JAWAD; LUKŠIĆ; RAFNSSON, 2012; DANTAS; COSTA, 2015; 

HEUREUX et al., 2020). Portanto, o entendimento da sinalização molecular envolvida 

na gênese da disfunção cardíaca se faz indispensável. No presente trabalho 

demonstrou-se que a via da mTOR é um alvo importante na resposta dos 

cardiomiócitos durante a sepse expressão e que a curcumina foi capaz de interferir na 

expressão dessa via.  

O modelo para indução da sepse experimental a partir da ligadura e perfuração 

do ceco é considerado “padrão-ouro” na pesquisa pois, se assemelha ao quadro de 

sepse humana decorrente de uma perfuração intestinal, como por exemplo na 

peritonite aguda (WICHTERMAN; BAUE; CHAUDRY, 1980; DEJAGER et al., 2011). 

Entretanto, apesar de ser um modelo bem-sucedido, existem diferenças consideráveis 

na resposta de um camundongo à sepse quando comparado com o humano. Na sepse 

humana o paciente apresenta taquicardia, taquipneia, febre e alta sensibilidade à 

endotoxinas (HOTCHKISS et al., 2016; VINCENT, 2016).  Além disso, a proteína C 

reativa é a principal proteína de fase aguda (VINCENT, 2016). Em camundongos,  

observa-se bradipneia e bradicardia, hipotermia, a principal proteína de fase aguda é 

a amiloide sérica, além disso, são resistentes à endotoxinas (WARREN et al., 2010; 

KARP, 2012; ISKANDER et al., 2013; HOOVER et al., 2015; ZOLFAGHARI et al., 

2015). Do ponto de vista imunológico, a principal célula predominante no humano são 

os neutrófilos, enquanto nos camundongos são os linfócitos, e os genes das 

interleucinas IL-8, IL-32, IL-37 estão ausentes nesses animais (JUNHEE SEOK et al., 

2013; CAVAILLON; SINGER; SKIRECKI, 2020). Por fim, há diferenças na composição 

da microbiota intestinal: Prevotella, Ruminococcus, Faecalibacterium estão presentes 

na microbiota humana, e no camundongo estão presentes: Lactobacillus e 

Turicibacter (NGUYEN et al., 2015).  
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No presente estudo a sepse foi induzida pelo modelo CLP, no qual, os animais 

foram submetidos ao estímulo séptico grave. Os grupos CLP e CLP+NC apresentaram 

sobrevida de 50% e o grupo CLP+CL 60% ao fim da observação (120 horas). Além 

disso, houve perda de peso após 24 horas do estímulo séptico em todos os grupos 

submetidos à sepse. O quadro de sepse também foi confirmado através das 

avaliações clínicas de medição diária da temperatura onde, a temperatura corporal 

dos animais sépticos reduziu consideravelmente e dos sinais do escore de sepse 

murina (aparência, nível de consciência, atividade, resposta ao estímulo, olhos e 

qualidade da respiração), os quais ficou evidente a evolução da sepse nos animais.  

A avaliação histopatológica do coração dos sépticos não tratados (CLP), 

mostrou alterações morfológicas importantes como difusos de miocitólise, edema 

intracelular, vacúolos citoplasmáticos e banda de contratura, quanto às 24 quanto 120 

horas após a indução da sepse experimental, mostrando a eficiência do modelo CLP 

e os efeitos da sepse sobre o miocárdio dos animais. Várias hipóteses foram 

propostas na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos na lesão miocárdica 

induzida pela sepse. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram 

como a perda de proteínas estruturais importantes associadas a manutenção, correto 

funcionamento do aparelho contrátil e das conexões intercelulares está relacionada à 

injúria dos cardiomiócitos (CELES et al., 2007, 2010a; FREITAS et al., 2016; RATTIS 

et al., 2021). A redução da expressão da actina e miosina tem um impacto direto na 

contração das miofibrilas cardíacas já, a perda da distrofina e B-distroglicana deixa a 

membrana plasmática suscetível ao estresse mecânico decorrente do processo de 

contração, podendo ocasionar em microrupturas na membrana dos cardiomiócitos 

(LAPIDOS; KAKKAR; MCNALLY, 2004; CELES et al., 2010b, 2013). A perda de 

proteínas como a N-caderina e conexina-43 prejudica a comunicação entre os 

cardiomiócitos por meio das junções aderentes e do tipo GAP (CELES et al., 2007). 

Além disso, a célula cardíaca sofre com o aumento significativo de cálcio intracelular 

[Ca2+]i decorrente de defeitos nas bombas de Ca2+, rupturas da membrana plasmática 

e liberação de Ca2+ pelo retículo sarcoplasmático (FANCHAOUY et al., 2009; CELES 

et al., 2013; SEPÚLVEDA et al., 2017). O excesso desse íon no interior da célula leva 

à ativação de diversas enzimas que promovem a inativação do ATP, dano nuclear, 

lise das proteínas estruturais e da membrana plasmática, promovendo morte celular 

e lesão tecidual difusa (CELES; PRADO; ROSSI, 2012).  
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O uso da curcumina como agente anti-inflamatório em diferentes situações está 

bem estabelecido na literatura (HE et al., 2015; FADUS et al., 2017; MOGHADDAM et 

al., 2019). Diversos estudos demonstraram que na sepse, a curcumina tem um perfil 

cardioprotetor e que o tratamento dos animais foi capaz de reduzir a degeneração 

vacuolar ou granular, necrose de coagulação, além de melhorar a função cardiáca 

(ZHU et al., 2005; RADIMERSKI et al., 2011; NAHAR; SLITT; SEERAM, 2015; DA 

SILVA et al., 2017). Karimi e colaboradores (2019), revisaram vários estudos sobre os 

mecanismos de ação conhecidos da curcumina na sepse e mostraram que, a 

atividade imunomodulatória com redução da liberação de mediadores inflamatórios 

como TNF-α, IL-1β, IL-6, além de regular a ativação de macrófagos e migração 

neutrofílica  e, além disso, a curcumina diminui a injúria tecidual através de sua 

atividade antioxidante, reduzindo as espécies reativas de oxigênio, além de suprimir 

a peroxidação lipídica, em conjunto, esses mecanismos contribuem com a 

manutenção da integridade tecidual (PRIYADARSINI et al., 2003; LARMONIER et al., 

2011; KHAJEHDEHI, 2012; YANG; CHI, 2013; NIMSE; PAL, 2015; KUMARI; DASH; 

SINGH, 2017; LIU et al., 2017; KARIMI et al., 2019).  

No presente estudo, os resultados mostraram que apresentaram redução das 

lesões nos períodos avaliados 24 e 120 horas, demonstrando os efeitos benéficos da 

curcumina em ambas as formulações. 

Concomitantemente, a avaliação da ultraestrutura dos cardiomiócitos sépticos 

mostrou a presença de edema e lise mitocondrial, além de ruptura e desorientação 

das miofibrilas. As mitocôndrias são componentes centrais na produção de energia 

para as células. Na sepse, as disfunções mitocondriais estão diretamente 

relacionadas ao dano tecidual, a instabilidade hemodinâmica e pior prognóstico dos 

pacientes (BREALEY et al., 2002; EXLINE; CROUSER, 2008).  Apesar das causas 

para essa disfunção mitocondrial ainda não serem totalmente conhecidas, sabe-se 

que as mitocôndrias podem sofrer disfunção secundária decorrente da ação dos 

radicais livres, depleção devido ao processo autofágico e incapacidade de promover 

a biogênese mitocondrial durante a sepse (MELA; BACALZO; MILLER, 1971; 

SCHUMER et al., 1971; BREALEY et al., 2002; RAHMEL et al., 2020). Ademais, o 

comprometimento mitocondrial resulta em baixos níveis de ATP, aumentando o 

metabolismo anaeróbico e da produção de ácido lático (ROLFE; BROWN, 1997; 

EXLINE; CROUSER, 2008). Assim, as alterações ultraestruturais observadas nos 
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cardiomiócitos sépticos apresentam correlação direta com as lesões observadas na 

análise histopatológica no grupo CLP, mostrando a importância dessas modificações 

para o entendimento do quadro geral da cardiomiopatia séptica. A avaliação 

ultraestrutural dos grupos sépticos tratados CLP+CL e CLP+NC revelou integridade 

das miofibrilas e das mitocôndrias, apenas com o aparecimento de vacúolos lipídicos. 

Esse resultado corrobora com a análise morfológica. Além disso, foi demonstrado na 

sepse e em modelos de lesão renal aguda, que a curcumina atua preservando as 

funções mitocondriais, como a biogênese mitocondrial e a maquinaria antioxidante 

mitocondrial nos rins (NEGRETTE-GUZMÁN et al., 2015; APARICIO-TREJO et al., 

2017; ORTEGA-DOMÍNGUEZ et al., 2017).  

Essas alterações decorrentes da sepse são identificadas pelos cardiomiócitos 

através de uma rede complexa de sinalização celular e molecular. A via da mTOR 

está envolvida na resposta celular ao estresse, processo inflamatório, déficit 

energético e hipóxia (LIU; SABATINI, 2020). No presente estudo demonstramos a 

expressão gênica dos componentes da mTOR em modelo murino de sepse grave 

tratados ou não com curcumina. A expressão gênica de Raptor em 24 horas não 

apresentou diferença significativa entre os grupos. Entretanto, podemos observar que 

houve um aumento em 120 horas nos grupos sépticos não tratado (CLP), e tratado 

CLP+CL quando comparado ao período de 24 horas. Ademais, houve um aumento 

significativo de mRNA de Raptor no grupo (CLP) em comparação ao controle SHAM 

em 120 horas. Raptor tem como função principal servir de suporte para mTOR quinase 

no processo de recrutamento e fosforilação de S6Ks e e4EBPs, proteínas 

responsáveis pela síntese de proteínas (LIU; SABATINI, 2020).  

Shende e colaboradores (2011) demonstraram que a depleção de Raptor em 

células cardíacas de camundongos adultos resultou na expressão marcadores de 

estresse metabólico, e os animais apresentaram distúrbios funcionais semelhantes a 

cardiomiopatia dilatada (SHENDE et al., 2011). Na hipertrofia cardíaca a inibição de 

mTORC1 pela rapamicina, atenuou a hipertrofia patológica, melhorou a função 

cardíaca e reduziu a formação dos imunoproteassomas no coração através da 

regulação negativa das vias de sinalização inflamatórias como o NF-kB e STAT3, 

resultando na redução de citocinas pró-inflamatórias (TNFα, IL-1β e MCP-1) (ZHANG 

et al., 2015). Análises in vitro com células neoplásicas mostraram que o tratamento 

com a curcumina promove a inibição de mTORC1 pela disrupção de Raptor com 
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mTOR (BEEVERS et al., 2009; JOHNSON et al., 2009). Neste estudo não foi 

observado esse efeito, vários fatores podem estar implicados nesse resultado, isso 

porque diante de um experimento in vitro a curcumina é adicionada diretamente sobre 

célula, não necessariamente passando pelo processo de metabolização. Além disso, 

o metabolismo de uma célula neoplásica difere de uma célula normal, o que poderia 

influenciar diretamente na resposta celular e molecular diante de um tratamento 

(PINTER, 1982).  

Estudo inédito conduzido com pacientes com sepse demonstrou indícios da 

relação entre os aumentos dos níveis da proteína PS6K com a DCIS, o que tem 

implicação na índices de sobrevida desses pacientes. Nesse estudo, Cheng e 

colaboradores (2019), mostraram que os pacientes sépticos com DCIS apresentaram 

níveis séricos da PS6K mais elevados comparados com pacientes sépticos sem 

comprometimento cardiovascular (CHENG MM et al., 2019). Surpreendentemente, os 

níveis proteicos de mTOR estavam diminuídos no soro dos pacientes com DCIS 

apesar não haver significância estatística (CHENG MM et al., 2019). No presente 

estudo não observamos alterações significativas na expressão do mRNA da Rps6kb1 

em nenhum dos períodos avaliados. Tais achados são esperados uma vez que, a 

expressão de Rps6kb1 avaliada diretamente no tecido cardíaco enquanto que 

dosagens séricas representam medições a nível sistêmico. Além disso, um paciente 

com sepse passa por diversas intervenções, ademais, os períodos entre o inicio de 

um processo séptico e momento da coleta de amostra são variados.  

No presente estudo, houve aumento significativo da expressão de Rictor nos 

grupos sépticos tratados (CLP+CL e CLP+NC) em 120 horas quando comparados ao 

período de 24 horas. A Rictor é a principal proteína do complexo mTORC2, 

desempenhando papel crucial no desenvolvimento cardíaco, bem como na 

organização do citoesqueleto e sobrevivência celular (WANG et al., 2021). Ademais, 

Rictor atua influenciando a translocação da conexina-43 para as mitocôndrias em 

cardiomiócitos embrionários o que foi comprovado pelo uso células embrionárias 

knockdown, aos quais apresentaram redução da translocação da conexina-43 para as 

mitocôndrias e prejuízo da a função mitocondrial (WANG et al., 2021). O tratamento 

dos animais sépticos com curcumina (CLP+CL e CLP+NC) aumentou a expressão do 

mRNA de Rictor o que parece ter relação direta com os achados ultraestruturais que 

mostram a manutenção da integridade mitocondrial. Além disso, a deficiência de 
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Rictor causa disfunção cardíaca em animais submetidos a sobrecarga de pressão, o 

que não foi observado em animais com expressão Rictor (SHENDE et al., 2016).  

A via mTOR regula importantes processos celulares durante situações de 

estresse, quando ativada, impede que a célula inicie o processo autofágico. A 

autofagia é um processo conservado, altamente regulado que atua na promoção da 

sobrevivência celular, controlando a inflamação com o objetivo de limitar a síntese de 

componentes responsáveis pela ativação do inflamassoma e redução de DAMPs 

mitocondriais via mitofagia  (ZHU et al., 2007; OKA et al., 2012; SHI et al., 2012). Na 

sepse, a autofagia é um mecanismo citoprotetor limitando tanto o dano celular quanto 

a ativação da apoptose (PREAU et al., 2016; SUN et al., 2018). Estudos anteriores 

demonstraram que a curcumina possui ação no processo autofágico por diferentes 

vias, como AKT/mTOR/p70S6K, Beclin-2, p53/p21 ERK1/2 e Fox 01  e, tais efeitos 

podem estar envolvido na proteção do tecido cardíaco (ZHU et al., 2007). No presente 

estudo a avaliação da expressão de mRNA para mTOR total revelou que a curcumina 

interferiu de forma significativa na expressão desse gene. Os grupos sépticos tratados 

(CLP+CL e CLP+NC) apresentaram redução de mTOR quando comparados aos 

animais do grupo CLP em 24 horas. No período de 120 horas foi possível observar 

aumento da expressão de mTOR somente no coração dos animais sépticos tratados 

(CLP+CL e CLP+NC), enquanto os animais do grupo séptico não tratado (CLP) 

apresentou redução, mostrando o efeito da curcumina sobre a expressão de mTOR 

total.  

Ao mesmo tempo, a avaliação dos níveis proteicos de mTOR no tecido cardíaco 

dos animais sépticos (CLP) mostrou que após 120 horas houve aumento significativo 

em comparação ao controle (SHAM). Nota-se que no grupo séptico tratado (CLP+NC) 

houve aumento nos níveis de mTOR em comparação ao séptico não tratado (CLP). A 

via da mTOR está diretamente relacionada a regeneração e reparo tecidual (WEI; 

LUO; CHEN, 2019). Em modelos de lesão muscular por cardiotoxina, a via da mTOR 

foi ativada a partir da ativação da PI3K pelo influxo de Ca2+ em células musculares 

esqueléticas resultando em melhora da regeneração muscular (ZANOU et al., 2012). 

Notavelmente, a via da mTOR é indispensável para a sobrevivência das células 

cardíacas (SCIARRETTA; VOLPE; SADOSHIMA, 2014). Neste estudo o aumento da 

expressão de mTOR especialmente no grupo séptico tratado (CLP+NC)  em 120 horas 

parece ter relação direta com os achados histopatológicos, ao qual a ativação da via 
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da mTOR parece fornecer um ambiente favorável ao reparo tecidual no coração dos 

animais sépticos, e a curcumina contribuiu na manutenção da integridade cardíaca a 

partir da sua ação sobre a via da mTOR.   
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6. Considerações Finais 

Este é o primeiro estudo que avalia a ação da curcumina sobre a via da mTOR 

na sepse experimental, e os resultados mostraram que a mTOR tem um papel central 

na disfunção cardíaca induzida pela sepse, ademais, a curcumina demonstrou ação 

cardioprotetora. É importante ressaltar que esse estudo não incentiva a utilização da 

curcumina como terapia única na sepse, mas sim como uma terapia adjuvante. A 

sepse é uma condição clínica complexa e multifatorial e, nenhum medicamento 

isolado, seria capaz de reverter todas as manifestações sistêmicas por ela causada. 

A utilização da curcumina enfrenta alguns obstáculos, como por exemplo baixa 

biodisponibilidade devido ao seu caráter hidrofóbico. Entretanto, várias formulações 

baseadas em nanotecnologia estão modificando esse cenário. Aqui testamos uma 

formulação, a nanocurcumina, cuja estrutura química é semelhante à curcumina livre, 

mas, com grau de solubilidade maior em água, tornando-a uma candidata promissora.  

Nesse estudo optamos pela via de administração subcutânea, com o objetivo 

de diminuir a manipulação e o estresse animal durante a sepse. No entanto, estudos 

com a administração via gavagem da nanocurcumina são necessários para uma 

melhor compreensão de sua estabilidade durante a passagem pelo trato 

grastrointestinal e metabolização. 

Diversos estudos pré-clínicos veem propondo ao longo dos anos novas 

intervenções terapêuticas para a sepse, mas falham em mostrar sua eficácia nos 

testes clínicos. O modelo de sepse polimicrobiana por CLP em camundongos apesar 

de ser o mais similar a sepse humana, tem limitações importantes quanto a resposta 

fisiopatológica, o que está diretamente relacionado com o fracasso enfrentado nos 

últimos anos. Consequentemente, os números de casos e mortes causadas pela 

sepse ainda são alarmantes. 
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7. Conclusão 

Nossos resultados indicam que o tratamento com curcumina atenuou as lesões 

cardíacas induzidas pela sepse grave em camundongos e, atuou na manutenção da 

integridade estrutural das mitocôndrias e miofibrilas cardíacas. Além disso, a 

curcumina interferiu na via da mTOR no coração de animais sépticos, alterando a 

expressão gênica de mTOR total. Ademais, a nanocurcumina foi capaz de alterar a 

expressão proteica de mTOR total (120 horas). A correta modulação da via mTOR 

durante a sepse pode fornecer a célula condições necessárias para a sobrevivência e 

a curcumina é uma candidata promissora. Nossos achadas sugerem que a modulação 

da via mTOR na sepse pode reduzir o dano miocárdio induzido pela sepse.  
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Sepsis-induced myocardial dysfunction considerably increases mortality risk in patients with sepsis. Previous studies from our
group have shown that sepsis alters the expression of structural proteins in cardiac cells, resulting in cardiomyocyte
degeneration and impaired communication between cardiac cells. Caveolin-3 (CAV3) is a structural protein present in caveolae,
located in the membrane of cardiac muscle cells, which regulates physiological processes such as calcium homeostasis. In sepsis,
there is a disruption of calcium homeostasis, which increases the concentration of intracellular calcium, which can lead to the
activation of potent cellular enzymes/proteases which cause severe cellular injury and death. The purpose of the present study
was to test the hypotheses that sepsis induces CAV3 overexpression in the heart, and the regulation of L-type calcium channels
directly relates to the regulation of CAV3 expression. Severe sepsis increases the expression of CAV3 in the heart, as
immunostaining in our study showed CAV3 presence in the cardiomyocyte membrane and cytoplasm, in comparison with our
control groups (without sepsis) that showed CAV3 presence predominantly in the plasma membrane. The administration of
verapamil, an L-type calcium channel inhibitor, resulted in a decrease in mortality rates of septic mice. This effect was
accompanied by a reduction in the expression of CAV3 and attenuation of cardiac lesions in septic mice treated with verapamil.
Our results indicate that CAV3 has a vital role in cardiac dysfunction development in sepsis and that the regulation of L-type
calcium channels may be related to its expression.

1. Introduction

Sepsis is a potentially fatal organ dysfunction, characterized
by an unregulated response of a host to an infection [1].
Despite significant advances in diagnosis and therapeutic
approaches in recent years, sepsis remains the major cause
of death in intensive care units (ICUs). A robust study from
Rudd et al. showed that there are about 48.9 million cases
of sepsis each year, causing 11 million deaths worldwide
[2]. A study estimated that about 200,000 deaths are caused

by sepsis in Brazilian ICUs each year [3]. Sepsis patients are
often affected by sepsis-induced myocardial dysfunction
(SIMD), which is associated with worse prognoses and
higher mortality rates when compared to patients with sepsis
without SIMD [4–9]. These patients may present global
biventricular dysfunction (systolic or diastolic) with reduced
contractility, left ventricular dilation, and decreased response
to resuscitation with fluids and catecholamines [9].

Previous results from our research group demonstrated
that structural changes in cardiac cells elucidate the
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physiopathology of SIMD [10]. During experimental sepsis,
loss and reduction of structural protein expressions were
implicated with compromised functioning of cardiac cells
[10]. The reduction of connexin-43 and N-cadherin resulted
in the loss of structural integrity of intercalated discs, hinder-
ing communication between myocardial cells [11]. Subse-
quently, cardiomyocyte degeneration and lysis of actin and
myosin filaments, all caused by sepsis, were associated with
reduced expression of dystrophin [12].

Dystrophin proteins act as critical components of the
dystrophin-glycoprotein complex (DGC), establishing con-
nections between the intracellular cardiac contractile
machinery and the extracellular matrix. Furthermore, DGC
performs three essential basic functions: stabilization of the
membrane during contraction cycles, transduction of con-
tractile force, and the organization of membrane specializa-
tions [13]. In addition to dystrophin, evidence indicates
that CAV3 is localized to the sarcolemma, where it associates
with the DGC [14, 15]. CAV3 is part of the caveolin group
(caveolins-1, 2, and 3); caveolins-1 (CAV1) and 2 are
expressed in most cell types, including adipocytes, smooth
muscle cells, endothelial cells, epithelial cells, and fibroblasts
whereas caveolin-3 is expressed in striated and cardiac mus-
cle tissue [16]. These groups are concentrated in regions rich
in cholesterol and sphingolipids called lipids rafts, forming
the caveolae [16, 17]. The caveolae are vesicular invagina-
tions of the plasma membrane, responsible for regulating
endocytosis, exocytosis, signal transduction, mechanoprotec-
tion, cholesterol, and calcium homeostasis [16, 18, 19].

Caveolae are associated with several ion channels in car-
diomyocytes, such as long-lived and voltage-dependent L-
type Ca2+ channels (LTCCs) [19, 20]. CAV3 is colocated with
the α1 isoform of LTCCs in cardiomyocytes in the Cavβ
region [19, 21, 22]. Caveolae can modulate the process of
excitation-contraction of cardiac cells, regulating the calcium
transient and response to β-adrenergic stimulation. In addi-
tion, the loss of caveolae decreases the amplitude of the tran-
sient [Ca2+]i, reducing the contraction [19, 23, 24].

The loss of calcium homeostasis is harmful to the cell.
The intracellular increase of this ion activates proteases,
nucleases, and ATPases that lead to cell death. In vitro studies
have shown a significant increase in the concentration of free
intracellular calcium [Ca2+]i in cardiomyocytes exposed to
the serum of septic mice [25]. The role of CAV3 in septic car-
diomyocytes and its relationship to calcium are still unclear.
Thus, the present study is aimed at evaluating the expression
of caveolin-3 in the heart of septic mice associated with
verapamil treatment, an L-type calcium channel antagonist.

2. Materials and Methods

2.1. Experimental Animals. Male C57BL/6 mice, weighing
22–24 g, were maintained at ambient room temperature
(22 ± 2°C) under a 12/12-hour light-dark cycle. They were
housed at the Animal Facility of the Department of Pathol-
ogy of the Faculty of Medicine of Ribeirão Preto and given
standard mouse feed and water ad libitum. The animal pro-
tocol was approved by the Committee on Animal Research
of the Faculty of Medicine of Ribeirão Preto, University of

São Paulo, Brazil (Protocol no. 083/2012). All efforts were
made to minimize animal suffering.

2.2. Polymicrobial Sepsis (Cecal Ligation and Puncture (CLP)
Model). A modified CLP model was used to induce polymi-
crobial sepsis [25]. The mice were quickly anesthetized with
2.0% isoflurane, vaporized in medical oxygen (O2), via a face
mask. The abdomen was shaved, and a midline incision was
performed. The cecum was isolated and ligated with 6–0 silk
thread below the ileocecal valve without causing bowel
obstruction. The cecum was then punctured with an 18-
gauge needle to induce severe septic injury (SSI). Bowel con-
tent was gently extruded through the puncture, and the
cecum was then replaced to its original position. The abdo-
men was then sutured. Sham-operated animals (controls)
underwent the same procedures, except for cecal ligation
and puncturing. To prevent dehydration, all mice received
subcutaneous doses of saline (50mL/kg of body weight)
immediately and 12 hours after the surgical procedure. For
pain relief, sodium dipyrone solution (10mg/100 g body
weight, i.p.) was administered at the start of the surgery and
6-12 hours after surgery. Mice were monitored daily for signs
of disease, such as piloerection, hunched gait, lethargy, and
eye discharge. Mice displaying severe signs of distress
(labored breathing, nonresponsiveness to cage tapping, fail-
ure of grooming, and severe eye discharge) were humanely
euthanized by injecting a mixture of ketamine (90–
120mg/kg) and xylazine (10mg/kg), followed by cervical
dislocation.

2.3. Experimental Groups and Drug. For the experiments,
male C57BL/6 mice were arbitrarily allocated into four
groups: (1) sham, (2) SSI, (3) sham+verapamil (SH+VP),
and (4) SSI+verapamil (SSI+VP). The verapamil hydrochlo-
ride (5mg/kg body weight, Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA) was diluted in sterile 0.9% NaCl saline (100μL total
volume/animal) and injected intraperitoneally (i.p.) two
hours after CLP surgery (SSI+VP) or the sham operation
(SH+VP). Untreated control (sham) and untreated septic
mice (SSI) received an equivalent volume of saline. The sur-
vival rates were monitored every 12 hours for five days after
surgery using 10 animals per group (sham, SSI, SH+VP,
and SSI+VP, n = 10 per group).

2.4. Histopathology. For the histopathology analyses, mice
were euthanized with 100μL of a 10 : 1 mixture of ketamine
(90–120mg/kg) and xylazine (10mg/kg), respectively. The
thoracic cavity was opened, and the heart was removed 24
hours after surgery (n = 6 animals/group SSI/SSI+VP and n
= 4 animals/group sham/SH+VP). Hearts were longitudi-
nally sectioned into two halves; one-half of the heart was
fixed in phosphate-buffered 10% formalin and embedded in
Historesin (Leica Instruments, Heidelberg, Germany) for
high-resolution light microscopy. The 2μm thick sections
were stained with toluidine blue, and left ventricles were ana-
lyzed. Another half of the hearts were frozen at -80°C for the
immunoblotting procedure.

2.5. Immunohistochemistry. For the immunostaining of
CAV3, immunohistochemistry was performed. The slides
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were deparaffinized in an oven (55°C for 30 minutes) and a
xylene bath. The cuts were then hydrated in decreasing alco-
hol concentrations of 100%, 90%, and 70%. Subsequently, the
slides were placed in warm distilled water and underwent
antigenic recovery in citrate buffer (pH6.0) at 95°C. Consec-
utively, the slides went to the inactivation stage of endoge-
nous peroxidase with 3% hydrogen peroxide solution
(H2O2) for three minutes. The slides were then incubated
with 2% BSA for 25 minutes. After, sections were incubated
with primary antibody (anti-caveolin-3; BD Transduction
Laboratories) diluted at the concentration of 1 : 1000 in
blocking buffer overnight (18 hours) at 4°C, in a humidified
chamber. Subsequently, the sections were incubated with
biotinylated secondary anti-mouse antibody (LSAB®+ Kit,
K0675, Dako Corporation, Carpinteria, United States) for
20 minutes and then with streptavidin peroxidase solution
for 20 minutes (LSAB®+ Kit, K0675, Dako Corporation).
The reaction was developed from the chromogenic solution
of diaminobenzidine (DAB) (3,3′-diaminobenzidine, Sigma)
and prepared with 1mL of substrate (hydrogen peroxide
(H2O2) 3%) for one minute. The cuts were washed briefly
in distilled water. In this process, the slides were counter-
stained for 30 seconds in hematoxylin and placed in a con-
tainer for washing with running water for eight minutes.
The cuts underwent dehydration in alcohol of 70%, 95%,
and 100% and in xylene. Finally, the slides were mounted
with the coverslip using the Entellan mounting medium. A
0.01M phosphate-buffered saline solution (PBS) with
pH7.2-7.4 was used to wash the cuts.

2.6. Western Blotting. To determine the amount of CAV3 in
the hearts of sham (n = 4), SSI (n = 6), SH+VP (n = 4), and
SSI+VP (n = 6) mice, homogenates of left ventricles were

submitted to immunoblotting 6, 12, and 24 hours after the
CLP or sham procedure. Hearts of mice were homogenized
in the modified RIPA buffer lysis (Tris HCl 0.05°M
(pH°7.4); NaCl 0.15°M; EDTA 0.001°M (pH°8.0); SDS
0.1%) supplemented with a protease inhibitor cocktail
(Sigma-Aldrich) and the phosphatase inhibitors (Na3VO4
0.001°M; NaF 0.025°M; Na4P2O7 0.0005

°M). This buffer does
not separate cytosolic protein from plasma membrane pro-
tein. Equal concentrations (50°μg/well) of total proteins
(homogenate) were resolved on 10% SDS-Page gels and
transferred to a PVDF membrane (Amersham Pharmacia
Biotech, Amersham, UK). The membranes were blocked
with 5% albumin for two hours and incubated overnight at
4°C with the primary antibodies: anti-caveolin-3 (mouse
monoclonal antibody, 1 : 10000; BD Transduction Laborato-
ries) and anti-GAPDH (rabbit monoclonal antibody,
1 : 1000; Cell Signaling Technology). Then, the blots were
washed and incubated with HRP-conjugated secondary anti-
bodies for one hour at room temperature. Membranes were
washed, developed using ECL (Amersham Pharmacia Bio-
tech), and viewed with ChemiDoc XRS (BioRad). Image
analysis was performed using the public domain ImageJ pro-
gram (developed at the National Institutes of Health and
available at http://rbs.info.nih.gov/nih-image/) with the
“Gel Analysis” function. Analysis results are represented by
the values of each band; each value is proportional to the
integrated density value (IDV) of the specific band, which
corresponds to the arbitrary unit (AU). GAPDH was used
to determine equivalent loading conditions.

2.7. Statistical Analysis. Data were analyzed using the Graph-
Pad Prism 5 statistics program (GraphPad Software Inc., San
Diego, United States). Data were expressed as means ±
standard deviation ðS:D:Þ. Statistically significant differences
between groups for western blot analysis were measured by
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post
hoc Tukey’s multiple comparison test (parametric data). Sta-
tistical analysis of survival curves was performed using the
Kaplan-Meier with a Mantel-Cox (log-rank) test. P < 0:05
was considered statistically significant. All P values are dem-
onstrated in the graphics.

3. Results

3.1. Sepsis Survival Rates. Figure 1 shows the survival rate of
mice submitted to the sham operation (sham) and SSI until
120 hours after surgery. The sham (sham) and sham-
treated (SH+VP) animals showed full recovery from anesthe-
sia and maintained 100% survival until the end of the obser-
vation. The SSI mice showed a 50% survival rate 24 hours
after injury, decreasing to a 10% survival rate 72 hours after
cecal puncture. Rates then remained steady until 120 hours
after surgery. In contrast, the treated septic mice (SSI+VP)
showed a survival rate of around 80% in 24 hours, decreasing
to 50% at 96 hours. Rates then remained stable until the end
of observation at 120 hours.

3.2. Effect of Verapamil Administration on Cardiac Lesions.
Histopathological analyses of the heart showed that severe
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Figure 1: Survival curve of the mice subjected to cecal ligation and
puncture (CLP) sepsis. Groups of 10 mice were submitted to sham
operation (sham) or severe septic injury (SSI) and were treated
with verapamil (SH+VP, SSI+VP). The survival rate was
determined daily up to 120 hours after surgery. Statistical analysis
was performed using the Kaplan-Meier with a Mantel-Cox (log-
rank) test. Survival curves obtained with verapamil treatment (SSI
+VP) were significantly different (P < 0:001) as compared to the
sepsis group (SSI).
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Figure 2: Histopathology of myocardial tissue from mice subjected to cecal ligation and puncture (CLP) sepsis. The sham-operated mice
(sham and SH+VP) showed no changes (a, b). The SSI group (c) had evident disorientation of the myofibrils with the formation of
contracture bands (red arrows) and myocytolysis (black arrows) as compared to the SSI+VP group (d), 24 hours after surgery. Scale bars
indicate 50 μm.
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Figure 3: Immunolocalization of caveolin-3 in cardiac tissue 24 hours after sepsis induction. (a, b) Show the immunostaining of CAV3 on
cardiomyocytes (sham and SH+VP) bounded by the plasma membrane. (c) Represents the scattered staining of CAV3 in the cytoplasm
and cell membrane of septic cardiomyocytes (SSI group). (d) The septic mice treated with verapamil (SSI+VP) showed immunostaining of
CAV3 more related to that observed in the control groups (sham and SH+VP). Scale bars indicate 50 μm.
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sepsis resulted in extensive lesions in the myocardium
(Figure 2). After 24 hours of sepsis induction, the cardiac tis-
sue septic group (SSI) presented regions of myofibril disori-
entation with the formation of contraction bands, necrosis,
and an apparent rupture of the sarcolemma. However, septic
mice treated with verapamil (SSI+VP) had more preserved
cardiomyocytes and less cellular changes than the untreated
septic group (SSI). The sham-operated mice (sham and SH
+VP) showed no changes.

3.3. Effect of Verapamil Administration on Caveolin-3
Distribution in the Heart. Figure 3 shows the distribution of
CAV3 in the cardiac cells 24 hours after sepsis induction.
In the cardiomyocytes of the control groups (sham and SH
+VP), CAV3 was delimited in the plasma membrane of the
cells. The untreated septic group (SSI) presented immuno-
staining of CAV3 scattered throughout the cytoplasm (not
membrane-bound fraction) and plasma membrane of the
heart cells. In contrast, when treated with verapamil, the sep-
tic mice (SSI+VP group) showed immunostaining of CAV3
closer to that observed in the control groups (sham and SH
+VP).

3.4. Effects of Verapamil Administration on Caveolin-3
Expression in the Heart. Figure 4 shows the quantitative anal-
ysis of CAV3 protein levels in the myocardium of controls
(sham, SH+VP) and animals subjected to severe sepsis (SSI)
and treated with verapamil (SSI+VP) 6, 12, and 24 hours
after surgery. The results showed a significant increase in
the levels of CAV3 expression only 24 hours after the severe
sepsis induction (SSI) when compared to the values observed
in the hearts of the control group (sham). For the slight
increase in the levels of CAV3, 6 and 12 hours after CLP sur-
gery, there was no statistical difference among the groups.

Additionally, septic mice treated with verapamil (SSI+VP)
showed significantly reduced levels of CAV3 24 hours after
CLP surgery when compared to untreated septic animals
(SSI).

4. Discussion

In this study, we demonstrated for the first time that CAV3 is
overexpressed in the hearts of septic mice, and the treatment
with verapamil influenced the reduction of CAV3 in septic
mouse hearts. Additionally, reduced expression of CAV3
led to a reduction of sepsis-induced cardiac injuries and a
decreased mortality rate.

Septic patients frequently develop hypocalcemia [26].
However, calcium is essential in several physiological pro-
cesses, such as excitation-contraction of cardiac cells. Thus,
parenteral calcium administration could potentially generate
positive results in these hypocalcemic patients [27]. Calcium
supplementation in septic patients and animals has been
shown to increase mortality rates and lead to organ failure
[28, 29]. Interestingly, intracellular calcium concentrations
are increased in sepsis; this has been associated with patho-
physiological changes [30]. The displacement of calcium into
the cells may be largely responsible for hypocalcemia.
Although parenteral calcium administration appears to be
the solution, it can contribute to organ dysfunction [26, 29].

A previous study from our research group showed an
increase in [Ca2+]i in cultured neonatal cardiomyocytes
treated with septic animal serum [31]. Calcium overload by
CLP has also been demonstrated in the heart, brain, liver,
and spleen cells of septic rats [32]. The hypotheses for this
increase in [Ca2+]i involve failures in the channels that regu-
late the entry of Ca2+, microruptures in the plasma
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Figure 4: Western blot analysis of CAV3. (a) The amounts of CAV3 in the sham (n = 4) and SH+VP (n = 4) groups were measured 24 hours
after sham operation. The amounts of CAV3 in the SSI (n = 6) and SSI+VP (n = 6) groups were measured 6, 12, and 24 hours after CLP
surgery and expressed in arbitrary units (AUs). GAPDH was used to determine equivalent loading conditions. Note that the expression of
CAV3 was significantly increased in the SSI group 24 hours after CLP as compared to SSI+VP and sham group mice. Statistical analysis
was performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s test. Data were expressed as the mean ± SD; P < 0:0001 (SSI vs. SSI+VP) and P
< 0:001 (SSI vs. sham). (b) The autoradiograph resulting from western blot analysis of representative protein levels for CAV3 and
GAPDH of mouse hearts, subjected to sham operation (sham, SH+VP) or sepsis induction (SSI, SSI+VP) 24 hours after surgery.
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membrane, and the excessive release of Ca2+ by the sarco-
plasmic reticulum [31, 33, 34].

However, one hypocalcemia hypothesis suggests that
sepsis-induced failures in calcium channels cause an
increased influx of Ca2+ into cells [32]. This hypothesis is
supported by the fact that the administration of a calcium
channel blocker results in a better prognosis and a reduction
in mortality rates of septic patients [35]. These data corrobo-
rate with experimental findings; the administration of verap-
amil in septic animals resulted in a reduction of mortality,
attenuation of cardiac lesions, reduction of intracellular cal-
cium concentration, and attenuation of hypocalcemia [31,
32, 36]. The data from the present study also supports this
hypothesis, as septic animals treated with verapamil survived
longer than septic animals without treatment.

The increase in [Ca2+]i activates proteases inside the cell,
such as calpain. In sepsis, calpain expression in cardiomyo-
cytes increases, with a concomitant reduction in
dystrophin-glycoprotein complex (DGC) proteins [37]. The
disturbance of this complex, the consequent reduction in
dystrophin, and the contraction process make the cell more
susceptible to mechanical stress in the plasma membrane,
resulting in its rupture [38, 39]. The consequences of dystro-
phin reduction can be seen in Duchenne Muscular Dystro-
phy (DMD). DMD patients can develop cardiomyopathy
with cardiac cell loss. This leads to greater vulnerability to
pressure overload and can result in dilated cardiomyopathy
[40]. Experimental models of DMD have shown that the loss
of dystrophin causes a progressive increase in the expression
of CAV3 in the plasma membrane, cytoplasm, and caveolae
in muscle cells [41]. Consistent with these results, we
observed that CAV3 was overexpressed in mouse hearts with
sepsis, demonstrating its presence in the plasma membrane
and cytoplasm through immunostaining. As previously dem-
onstrated, this occurred even with the activation of proteases
such as calpain. This indicates that CAV3 does not undergo
the process of degradation mediated by calpain, as observed
with dystrophin [37].

A study using the lung of septic mice (induced by the
CLP model) demonstrated a reduction of CAV1, which was
reported as a host cytoprotective factor to regulate the num-
ber of available caveolae that can be used by pathogens as an
escape mechanism from lysosomal degradation [42]. Surpris-
ingly, human lung endothelial cells challenged with LPS
exhibited a concentration- and time-dependent increased
expression of CAV1 mRNA and protein. This effect has been
found to be dependent on NF-κB activation and thereby con-
tributes to the mechanism of microvascular permeability in
sepsis [43].

The cause of CAV3 overexpression in sepsis is still
unknown. Studies that induced overexpression of CAV3 in
transgenic mice showed severe cardiomyocyte degeneration
with reduced cardiac function, in addition to skeletal muscle
damage and negative regulation of DGC; such findings are
similar to those found in DMD [44, 45]. However, CAV3
knockout mice developed progressive cardiomyopathy and
an incorrect DGC complex location [46]. It is surprising to
see reduced CAV3 expressions in pathological cardiac condi-
tions, such as myocardial infarction, heart failure, and hyper-

trophy [20, 47]. Our study demonstrates that cardiac changes
induced by sepsis provide a different response regarding the
expression of CAV3, as septic animals showed a significant
increase in CAV3 levels.

There are strong indications that CAV3 regulates calcium
homeostasis in cardiac cells, an important relationship in
maintaining cellular physiology. One study showed the
absence of slow Ca2+ waves in cells absent from CAV3, and
this also occurred when the interaction of CAV3 with G pro-
tein was interrupted [48]. On the other hand, the induced
overexpression of CAV3 interrupted the hypertrophic signal-
ing caused by pressure overload through the inhibition of the
type T calcium channel current and the suppression of the
Ca2+-dependent calcineurin-NFAT pathway [20].

5. Conclusions

Our results indicate that sepsis leads to increased expression
of CAV3 in the heart, and the treatment with verapamil can
directly or indirectly modulate its expression resulting in a
reduction of mortality rates and cardiac injuries.
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Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an infectious disease that rapidly spread
throughout the world leading to high mortality rates. Despite the knowledge of
previous diseases caused by viruses of the same family, such as MERS and SARS-
CoV, management and treatment of patients with COVID-19 is a challenge. One of the best
strategies around the world to help combat the COVID-19 has been directed to drug
repositioning; however, these drugs are not specific to this new virus. Additionally, the
pathophysiology of COVID-19 is highly heterogeneous, and the way of SARS-CoV-2
modulates the different systems in the host remains unidentified, despite recent
discoveries. This complex and multifactorial response requires a comprehensive
therapeutic approach, enabling the integration and refinement of therapeutic responses
of a given single compound that has several action potentials. In this context, natural
compounds, such as Curcumin, have shown beneficial effects on the progression of
inflammatory diseases due to its numerous action mechanisms: antiviral, anti-
inflammatory, anticoagulant, antiplatelet, and cytoprotective. These and many other
effects of curcumin make it a promising target in the adjuvant treatment of COVID-19.
Hence, the purpose of this review is to specifically point out how curcumin could interfere at
different times/points during the infection caused by SARS-CoV-2, providing a substantial
contribution of curcumin as a new adjuvant therapy for the treatment of COVID-19.

Keywords: curcumin, COVID-19, SARS-CoV-2, new therapies, ACE2

INTRODUCTION

Coronavirus disease 19 (COVID-19/2019-nCoV) is caused by the severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2). The clinical manifestation of COVID-19 range from asymptomatic
upper respiratory tract infection to critical illness and pneumonia associated with acute respiratory
distress syndrome (ARDS) (Guan et al., 2020). The main risk factors associated with greater severity
and mortality caused by COVID-19 include hypertension, diabetes mellitus, cardiovascular disease
(CVD), advanced age, and obesity (Simonnet et al., 2020; Wu and McGoogan, 2020; Zhou et al.,
2020).

SARS-CoV-2 is an enveloped β-coronavirus composed of four structural proteins: spike (S),
envelope (E), membrane (M), and nucleocapsid (N) proteins (Chen et al., 2020). Entry of the virus
into the host cell occurs through the cleavage of protein S into two subunits (S1 and S2) where SARS-
CoV-2 develops a multibasic site at the S1-S2 boundary, which is cleaved by furin to form protein S
for processing by TMPRSS2 (Hoffmann et al., 2020). The amino-terminal S1 subunit contains a
receptor-binding domain (RBD) that is responsible for binding to the cell surface receptor,
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) (Wrapp et al., 2020; Xia et al., 2020). The membrane-
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anchored S2 subunit is composed of the fusion peptide (FP),
heptapeptide repeat sequences 1 and 2 (HR1/HR2),
transmembrane domain (TM), and cytoplasmic domain. These
components are responsible for viral fusion and cell invasion
(Huang Y. et al., 2020; Xia et al., 2020). After the RBD domain is
attached to ACE2, the S2 subunit changes its conformation and
moves closer to the viral envelope and cell membrane for viral
fusion and entry (Huang Y. et al., 2020). In the host, ACE2 is
widely expressed in the lungs, heart, liver, vascular endothelium,
kidneys, and gut. It is an important regulator of the renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS), and promotes the
conversion of angiotensin I (Ang I) to Ang (1–9) and Ang II
to Ang (1–7) (D’ardes et al., 2020; Gheblawi et al., 2020). Ang
(1–7) has an important physiological role and promotes
vasodilation, including anti-hypertrophic, anti-inflammatory,
anti-oxidant, anti-thrombotic, and anti-fibrotic effects (Imai
et al., 2005; Kuba et al., 2005; Chung et al., 2020; D’ardes
et al., 2020). The conversion of Ang II to Ang (1–7) regulates
the concentration of Ang II-mediated by ACE2. When available,
Ang II binds to the ATR1 receptor, thereby promoting harmful
pro-inflammatory effects, such as hypertrophy, oxidative stress,
and vasoconstriction (Imai et al., 2005; Kuba et al., 2005; Chung
et al., 2020; D’ardes et al., 2020). Therefore, the negative
regulation of ACE2, promoted by the binding of SARS-CoV-2,
results in increased levels of Ang II (Imai et al., 2005; Kuba et al.,
2005; D’ardes et al., 2020).

The current drugs approved by the Food and Drug
Administration (FDA) for the treatment of patients with
COVID-19 prior to the writing of this manuscript are:
Fresenius Medical, multiFiltrate PRO System and multiBic/
multiPlus Solutions (Fresenius Medical Care); Fresenius Kabi
Propoven 2% (Fresenius Kabi USA, LLC.); REGIOCIT
replacement solution that contains citrate for regional citrate
anticoagulation (RCA) of the extracorporeal circuit (Baxter
Healthcare Corporation); COVID-19 convalescent plasma
(Office of the Assistant Secretary for Preparedness and
Response US Department of Health and Human Services);
remdesivir (Veklury) (Gilead Sciences, Inc.); bamlanivimab
(Eli Lilly and Company); baricitinib (Olumiant) in
combination with remdesivir (Veklury) (Eli Lilly and
Company); REGEN-COV (casirivimab and imdevimab)
(Regeneron Pharmaceuticals); bamlanivimab and etesevimab
(Eli Lilly and Company); and Propofol-Lipuro 1% (B. Braun
Melsungen AG), as obtained from the regulators database
(https://www.fda.gov/).

Drug repurposing has been viewed as a promising strategy for
combating COVID-19. Several factors, such as molecular
recognition, binding affinity, and interactions, are calculated
during computational drug design and development. Virtual
screening was performed with approximately 3,410 drugs
approved by the FDA. However, remdesivir was yet to be
approved at the time, but has since been analyzed (Beck et al.,
2020). The aforementioned and other studies suggested that
remdesivir is a potential antiviral agent against SARS-CoV-2,
following the demonstration of its affinity to target sites of the
virus, including RNA-dependent RNA polymerase (RdRP),
helicase, 3-to -5 exonuclease, 2-O-ribose methyltransferase,

and endoRNAse from SARS-CoV-2 and SARS-CoV-2 main
protease (Mpro, also called 3CLpro) (Beck et al., 2020; Elfiky,
2020). Following this methodology, curcumin displayed
promising results, making it a strong candidate for in vitro
and in vivo studies against SARS-CoV-2.

Natural compounds based on medicinal plants and traditional
Chinese medicine (TCM) formulas with antiviral action against
coronavirus have been investigated. These compounds presented
several targets against SARS-Cov and Middle East Respiratory
Syndrome (MERS), such as (1) spike (S) glycoprotein, (2) papain-
like protease (PLpro), and (3) nucleocapsid (N) proteins. Among
these compounds, including the specific viral targets, are
ginsenoside-Rb1 (1), hirsutenone (2), tanshinones I–VII (2),
with anti-SARS-CoV action, and resveratrol (3) with anti-
MERS activity (Wu et al., 2004; Park et al., 2012; Park et al.,
2012; Lin et al., 2017). Numerous therapeutic effects of the natural
polyphenol, curcumin, have been reported, including potential
chemotherapeutic, antioxidant, antiviral, antibacterial, and anti-
inflammatory properties (Paciello et al., 2020). Clinical studies
have demonstrated the effects of nanoencapsulated curcumin in
patients with COVID-19. In the aforementioned study, a
significant reduction in clinical manifestations of COVID-19
(fever, cough, and dyspnea) was observed in the group treated
with nanocurcumin (patients with mild and severe disease)
(Tahmasebi et al., 2020; Valizadeh et al., 2020). In addition,
nanocurcumin reduced the mortality rate of these patients.
However, the mortality rate of the placebo group was
significantly higher than that of the two groups (patients with
light and severe disease) treated with nanocurcumin (Tahmasebi
et al., 2020; Valizadeh et al., 2020). Currently, another study
involving patients with COVID-19 treated with
nanoencapsulated curcumin is ongoing (Hassaniazad et al.,
2020). Therefore, this manuscript provides a review of the
biological effects of curcumin in diseases that arise following
SARS-CoV-2 infection.

IN SILICO MODELS PREDICTING THE
ANTIVIRAL EFFECTS OF CURCUMIN
AGAINST SARS-COV-2
The antiviral effects of curcumin have been widely explored, and
the viruses to which curcumin has antiviral action are shown in
Figure 1. Curcumin prevents the binding of the influenza A virus
(IAV) (Chen et al., 2010; Ou et al., 2013), dengue virus
(Balasubramanian et al., 2019), zika virus, and chikungunya
virus (Mounce et al., 2017) to host cells. Curcumin inhibits
the entry of the hepatitis C virus (HCV) (Chen et al., 2012;
Anggakusuma et al., 2014), human norovirus (HuNoV) (Yang
et al., 2016), viral hemorrhagic septicemia virus in fish (VHSV)
(Jeong et al., 2015), and bovine herpesvirus 1 (BHV-1) (ZHU
et al., 2015). Furthermore, the curcumin hinders viral genome
replication and transcription of the respiratory syncytial virus
(RSV) (Obata et al., 2013; Yang et al., 2016) and Japanese
encephalitis virus (JEV) (Dutta et al., 2009), and interferes
with the translation and assembly of the Epstein-Barr virus
(EBV) (Hergenhahn et al., 2002), human cytomegalovirus
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(HCMV) (Lv et al., 2014a; Lv et al., 2014b), and human
immunodeficiency virus (HIV) (Gupta et al., 2011; Ali and
Banerjea, 2016). In vitro analyses revealed the antiviral action of
curcumin against the SARS-CoV virus in Vero-E6 cells; this natural
polyphenol could inhibit viral replication at concentrations of
3–10 µM (Wen et al., 2007). Based on such data regarding
antiviral activity, researchers using in silico prediction models
evaluated the potential of curcumin against the binding proteins
of SARS-CoV-2 and its cellular receptors.

The SARS-CoV-2 S glycoprotein is responsible for the
interaction between the virus and the host cell, promoting
fusion and internalization of the virus via the ACE2 receptor.
Thus, both the S glycoprotein and ACE2 are potential targets for
the treatment of COVID-19. In silico analysis showed that
curcumin has a high-affinity for interaction with the S
glycoprotein through the establishment of six hydrogen bonds
(Maurya et al., 2020). In this study, curcumin obtained higher
scores than the control compounds, such as nafamostat and
hydroxychloroquine (Maurya et al., 2020). In addition,

curcumin displayed an affinity for ACE2. Moreover, docking
results showed that curcumin interacted with the active site of the
protein, in addition to forming two hydrogen bonds (Maurya
et al., 2020). Similarly, curcumin demonstrated a better affinity
for ACE2 than the control compounds, such as captopril and
hydroxychloroquine (Maurya et al., 2020).

The transmembrane protein serine protease 2 (TMPRSS2)
facilitates the entry of SARS-CoV-2 from the spike protein
(Hoffmann et al., 2020). In silico analyses focusing on
TMPRSS2 showed that curcumin forms four hydrophobic
interactions and an H-bond with TMPRSS2 (Motohashi et al.,
2020). These findings corroborated results of in vitro studies
where curcumin treatment led to the downregulation of
TMPRSS2 in prostate cancer cells (Zhang et al., 2007;
Thangapazham et al., 2008).

The main protease (Mpro) of SARS-CoV-2 is indispensable in
maturation and viral replication, and is a promising target in the
treatment of SARS-CoV-2. The proteins that are matured by
Mpro include RNA-dependent RNA polymerase (RdRp, Nsp12)

FIGURE 1 | Antiviral effects of curcumin. Curcumin prevents cell infection and viral replication in the SARS-CoV, influenza A virus (IAV), zika virus, chikungunya virus,
hepatitis C virus (HCV), human norovirus (HuNoV), viral hemorrhagic septicemia virus in fish (VHSV), bovine herpesvirus 1 (BHV-1), respiratory syncytial virus (RSV),
Japanese encephalitis virus (JEV), Epstein-Barr virus (EBV), human cytomegalovirus (HCMV), and human immunodeficiency virus (HIV).
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and helicase (Nsp13), which depend on the cleavage of Mpro (Rut
et al., 2020). Inhibition of Mpro prevents viral replication; thus,
compounds with inhibitory effects on Mpro have become
attractive targets for the treatment of COVID-19 (Zhang S.
et al., 2020; Anand et al., 2003). To identify compounds with
potential binding to Mpro, an in-silico study using docking was
carried out to evaluate a series of compounds, including the drugs
currently used in the treatment of COVID-19. In this study, two
compounds with a high affinity for Mpro were used as controls:
N3 and O6K (HUYNH; WANG; LUAN, 2020). Among the
compounds tested, including chloroquine, entecavir,
hydroxychloroquine, and remdesivir, curcumin surprisingly
formed the most stable complex with SARS-CoV-2 Mpro, and

the affinity score was comparable to that of the N3 control
(Huynh et al., 2020).

The entry of SARS-CoV-2 through the endosome requires an
endosomal environment with an acidic pH that is promoted by
the endosomal proteases, cathepsin B and L, and ion channels,
particularly the vacuolar ATPase pump (V-ATPase), which is
crucial in regulating endosomal pH (Aslam and Ladilov, 2020;
Khan et al., 2020). Curcumin has been shown to be a potential pH
controlling agent, decreasing the expression of V-ATPase, which
causes an increase in pH in tumor cells (Vishvakarma et al.,
2011).

In vitro results of the antiviral action of curcumin on SARS-
CoV and the data from in silico analyses reinforce the hypothesis

FIGURE 2 | Potential curcumin targets as antiviral and anti-inflammatory in SARS-CoV-2 infection. The first antiviral effect of curcumin against SARS-CoV-2 is its
potential for preventing the binding of viral S protein to the ACE2 receptor and initiate the host cell infection process (1). After penetrating the host cell via endosomes, the
virus begins the replication process that requires an acid endosomal environment to initiate the proteolytic process of viral proteins and subsequent release to the
external environment. Curcumin acts by inhibiting the Endosomal acidification (2) and processing of the viral proteins (Mpro), necessary for viral release (3,4).
Further, the inhibition of ACEmediated by curcumin (5) prevents the increase of Ang II levels. Curcumin inhibits NF-κB (6) through the inhibition of different pathways. The
binding of PAMPs, DAMPs, and cytokines that leads to IkB phosphorylation and proteasomal degradation is one of those pathways that cause NF-κB activation.
Curcumin prevents both IkB phosphorylation and p65 subunit from the NF-κB (8), which consequently prevents NF-κB activation. The activation of ADAM17 by the
AngII-ATR1 axis promotes the interaction between EGF and EGFR receptor, which promotes the activation of the PI3K/AKT/mTOR axis resulting in NF-κB activation.
Curcumin acts as a potential inhibitor for mTOR (9), preventing the NF-κB pathway activation. ADAM17-mediated signaling also triggers the release of soluble interleukin
6-receptor, forming a complex with IL-6 (sIL-6R-IL-6) that binds to glycoprotein gp130. This complex binding (sIL-6R-IL-6+gp130) activates the signal transduction
pathways responsible to induce the activators of transcription 3 (STAT3). Activation of STAT3 results in activation of NF-κB, which can be prevented by the curcumin (10).
The NF-κB activation induces a protein complex formation, knowns as inflammasome, which can lead to cell death through pyroptosis, a pathway to cell death mediated
by the activation of caspase-1. However, curcumin can cause the inhibition of inflammasome formation (11) by the inhibition of NF-κB. Abbreviations: TMPRSS2,
transmembrane protease, serine 2; ACE1, angiotensin-converting enzyme 1; ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Mpro, main protease; PAMPs, pathogen-
associatedmolecular pattern; DAMPs, damage-associatedmolecular patterns; ANG I, angiotensin I; Ang II, angiotensin II; ATR1, angiotensin II (AII) receptor 1; ADAM17,
a disintegrin andmetalloproteinase 17; EGF, epidermal growth factor; EGFR, epidermal growth factor receptor; IL-6R, interleukin 6 receptor; sIL-6R, soluble Interleukin 6
receptor; gp130, glycoprotein 130; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; AKT, protein kinase B; mTOR, mammalian target of rapamycin; STAT3, signal transducers and
activators of transcription; NF-κB, factor nuclear kappa B.
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of the potential activity against SARS-CoV-2. Thus, this review
aims to encourage evaluation of the effect of curcumin on cells
infected by SARS-CoV-2 and the replication of the virus using
in vitro and in vivomodels, and in randomized clinical trials. The
possible interaction sites of curcumin with SARS-CoV-2 in the
host cells are shown in Figure 2.

EFFECTS OF CURCUMIN IN THE
COVID-19-INDUCED INFLAMMATORY
PROCESS
The inflammatory process of COVID-19 is complex and
multifactorial. Patients with the severe form of the disease can
be affected by a hyperinflammatory condition called a cytokine
storm, highlighting the need for anti-inflammatory treatment to
alleviate the hyperactivation of the immune response, which
induces this cytokine storm. Focusing on the anti-
inflammatory action of curcumin, two studies were conducted
with patients with COVID-19. In the first study, the research
group investigated the modulation of pro-inflammatory
cytokines by nanocurcumin. Patients with COVID-19 showed
high mRNA expression and secretion of cytokines, IL-1β, IL-6,
TNF-α, and IL-18, but showed a significant reduction in IL-6 and
IL-1β after treatment with nanocurcumin (Valizadeh et al., 2020).
Subsequently, exploring the modulatory mechanisms of
nanocurcumin, the researchers demonstrated that the number
of Th17 cells, gene expression, and serum Th17-mediated factors
level (IL-17, IL-21, IL-23, and GM-CSF) were significantly
reduced in both stages of the disease in the group of patients
with COVID-19 treated with nanocurcumin (Tahmasebi et al.,
2020).

Despite the rapid scientific progress regarding the
pathophysiology of COVID-19, the precise mechanisms that
trigger the exacerbated inflammatory response observed in
some of the patients have not yet been completely elucidated.
However, several hypotheses attempt to explain such changes.
The nuclear factor-kappa B (NF-κB) pathway is directly involved
in this inflammatory process and can stimulate the production of
pro-inflammatory cytokines when activated. Recent findings led
to concerns regarding the overstimulation of the NF-κB pathway
and its potential contribution to the emergence of cytokine
storms. Studies have shown that NF-κB can be activated
directly by SARS-CoV-2 from Toll-like receptors (TLRs) and
RAAS system components (Mahmudpour et al., 2020). In such
situations, the SARS-CoV envelope (E) and nucleocapsid (N)
proteins were shown to be directly related to NF-κB activation
(Liao et al., 2005; DeDiego et al., 2014). Consequently, when this
protein was deleted in a genetically modified virus, a reduction in
NF-κB activation was observed (DeDiego et al., 2014).

Activation of the AngII-AT1R axis causes NF-κB activation
(Crowley and Rudemiller, 2017). The AngII-AT1R axis is directly
involved in the pro-inflammatory response by acting on the main
pathways that lead to the release of cytokines and chemokines.
The increase in AngII stimulates the phosphorylation of the NF-
κB p65 subunit, leading to its activation and the subsequent
release of cytokines (IL-6, IL-1ß, IL-10, and TNF-α) (Ruiz-Ortega

et al., 2001; Skurk et al., 2004). The AngII-AT1R axis activates
disintegrin and metalloprotease 17 (ADAM17), processing the
membrane form of IL-6Rα to its soluble form (sIL-6Rα) through
epidermal growth factor (EGFR). The sIL-6Rα-IL-6 complex
leads to gp130-mediated STAT3 activation (Eguchi et al.,
2018; Murakami et al., 2019), with STAT3 being essential for
the complete activation of the NF-κB pathway, in conjunction
with the main pathway stimulator, IL-6 (Murakami et al., 2019).
The cytokines, TNF and IL-1, also trigger signals that cause the
translocation of NF-κB to the nucleus by activating genes
involved in the production of inflammatory mediators
(Crowley & Rudemiller, 2017). Curcumin blocks STAT3-
mediated NF-κB activation, and the consequent reduction in
pro-inflammatory cytokines disrupts the positive feedback
between pro-inflammatory cytokines and NF-κB (Alexandrow
et al., 2012; Rahardjo et al., 2014; Ma et al., 2015; Yadav et al.,
2015).

NF-κB is inactive in the cell cytoplasm because of its association
with the IκB protein complex. In the presence of stimuli (PAMPs,
DAMPs, and cytokines), IκB undergoes phosphorylation and
proteasomal degradation that dissociates the NF-κB complex,
allowing NF-κB to translocate into the nucleus, leading to the
expression of chemokines and pro-inflammatory cytokines (Solt
andMay, 2008). Curcumin acts by inhibiting the phosphorylation of
IκB through inhibiting translocation and the consequent activation
of NF-κB (Karunaweera et al., 2015; Wang et al., 2018;
Cheemanapalli et al., 2019). Owing to NF-κB inhibition, there is
a reduction in the production of inflammatory cytokines, such as IL-
1α, IL-6, and TNF-α (Rahardjo et al., 2014; Ma et al., 2015; Yadav
et al., 2015).

Viral infections commonly activate inflammasomes. SARS-
CoV has been shown to express at least three proteins that
activate the NLRP3-type inflammasome (NOD-, LRR-, and
pyrin domain-containing protein 3): envelope protein (E),
Open Reading Frame-3a (ORF3a), and Open Reading
Frame-8b (ORF8b) (Nieto-Torres et al., 2015; Chen et al.,
2019; Shi et al., 2019). Protein E and ORF3a stimulate NF-κB
signaling, thereby promoting the release of pro-inflammatory
cytokines, such as IL-1β, IL-8, and IL-18, and priminf NLRP3
expression to reach the functional level (Kanzawa et al., 2006;
DeDiego et al., 2014; Siu et al., 2019). The amino acid sequence
of protein E is 94.7% conserved in SARS-CoV and SARS-CoV-
2, indicating the possibility of inflammasome activation in
patients with COVID-19 (Chan et al., 2020; Lu et al., 2020). A
recent study demonstrated that active caspase-1 (Casp1p20),
IL-1β, IL-18, IL-6, and lactate dehydrogenase (LDH) were
increased in the serum of patients with COVID-19, and that
Casp1p20 and IL-18 are products derived from
inflammasomes (Rodrigues et al., 2021). The researchers
also found active inflammasome NLRP3 in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) and in the tissues of deceased
patients at autopsy. The levels of IL-18 and Casp1p20 were
higher in patients who had severe disease, indicating a worse
prognosis (Rodrigues et al., 2021). Therefore, the regulation of
NF-κB by curcumin inhibits the formation of inflammasomes,
specifically NLRP3, decreasing the secretion of IL-1β and IL-18
(Yin et al., 2018).
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Another regulator of NF-κB is the mammalian target of
rapamycin (mTOR) pathway. mTOR is comprised of two
complexes, mTORC1, which is sensitive to rapamycin
inhibition through the Raptor protein that is associated
with mTORC1, and mTORC2, which is associated with
Rictor protein, and has low sensitivity to rapamycin (Saxton
and Sabatini, 2017). In lipopolysaccharide sepsis models, the
inhibition of mTOR by rapamycin resulted in decreased
phosphorylation of the p65 subunit of NF-κB, with a
consequent reduction in cytokines and pro-inflammatory
chemokines, such as IL-1β, IL-18, IL-6, TNF-α, MCP-1, and
led to the reduced expression of the NLRP3 inflammasome
(Temiz-Resitoglu et al., 2017; Jia et al., 2019). Although
rapamycin is already used as an immunosuppressant in the
treatment of transplant patients, it has numerous adverse
effects and is associated with a high cost. Curcumin is a
potential target inhibitor of the mTOR pathway and can
promote the inhibition of both the mTORC1 and mTORC2
complexes (Beevers et al., 2009). Curcumin at low doses was
found to suppress the mTORC1-Raptor interaction, leading to
inhibition of the mTORC1 complex. Curcumin also promoted
interruption of the mTORC2-Rictor interaction at higher
doses, thereby inhibiting mTORC2 (Beevers et al., 2006;
Beevers et al., 2009; Johnson et al., 2009).

The anti-inflammatory mechanisms of curcumin have been
extensively investigated in clinical studies of several inflammatory
diseases, such as Crohn’s disease, ulcerative proctitis, ulcerative
colitis, irritable bowel syndrome, rheumatoid arthritis,
postoperative inflammation, gastric ulcer, Helicobacter pylori
infection, and idiopathic inflammatory orbital pseudotumor
(Gupta et al., 2013). Evaluating the mechanisms of action
of curcumin already described in both experimental and
clinical trials, which can potentially benefit patients with
dysregulated immune responses in COVID-19, seems to be
an innovative strategy. The mechanisms of action of
curcumin and its potential effects on COVID-19 are showed
in Figure 2.

CURCUMIN IN HEMOSTATIC DISORDERS

A growing number of studies have reported thromboembolic
events in patients hospitalized due to COVID-19. High D-dimer
levels are considered to be a common marker for increased
thrombotic propensity and poor prognosis (Paliogiannis et al.,
2020; Zhou et al., 2020). Increased platelet activation and
viral RNA detectable in the blood are associated with platelet
hyperactivity, leading to abnormal blood clotting. These causes
have been associated with thromboembolic prognosis in
patients with COVID-19 (Zhang L. et al., 2020). The
following signs of hypercoagulability have been observed in
these patients: prolonged prothrombin time (PT), activated
partial thromboplastin time (APTT), and elevated levels of
D-dimer and other fibrin degradation products (FDP) (Tang
et al., 2020). In such cases, antithrombin (AT) activity has been
reported to be lower than normal (Tang et al., 2020). Human
platelets express ACE2 and TMPRSS2 receptors. SARS-CoV-2

binds to these receptors and promotes platelet activation (Zhang
L. et al., 2020).

Endothelial cells express the necessary receptors for SARS-
CoV-2 to bind and infect cells, causing cell damage and apoptosis.
Damage to the vascular endothelium exposes pro-coagulating
factors, such as collagen and von Willebrand factor (vWF), and
stimulates the release of tissue factor (TF) (Grobler et al., 2020;
Iba et al., 2020). Platelets express specific receptors for these
molecules, including glycoprotein VI (GPVI) which binds to sub-
endothelial collagen, and glycoprotein (GP) Ib-IX-V which binds
to vWF (Falati et al., 1999; Grobler et al., 2020). In addition,
activated platelets express P-selectin, which binds to monocytes
and circulating neutrophils via the PSGL-1 receptor, causing
activated monocytes to express TF and activated neutrophils
(McFadyen et al., 2020). Curcumin exerts a critical antiplatelet
effect, preventing platelet adhesion to the vascular endothelium
and subendothelium, in addition to reducing the expression of
P-selectin and GP VI (Zhang et al., 2008; Mayanglambam et al.,
2010).

Activated neutrophils release extracellular neutrophil traps
(NETs). This process is accompanied by cell death (NETosis)
and can exacerbate the inflammatory response (Schönrich and
Raftery, 2016; Bonaventura et al., 2018). NETs can contribute to
the formation of clots and thrombi via platelet-dependent or
independent pathways. The latter can cause total blood vessel
occlusion, resulting in organ damage (Jiménez-Alcázar et al.,
2017; Gómez-Moreno et al., 2018). Studies have shown that
defects in NET degradation cause partial or total obstruction
of blood vessels in the lungs (Jiménez-Alcázar et al., 2017).
Furthermore, analyses of lung tissue collected at autopsy from
patients with acute respiratory distress syndrome and sepsis
revealed the presence of NET components in the observed
clots (chromatin and myeloperoxidase), indicating that NETs
can form intravascular clots in humans (Jiménez-Alcázar et al.,
2017). The products released from NETs can also be cytotoxic to
endothelial cells, leading to the recruitment of more NETs, which
contributes to a thrombo-inflammatory response (Gómez-
Moreno et al., 2018). Curcumin treatment, both in vitro and
in vivo, was demonstrated to inhibit the function of NETs and
reduce neutrophilic infiltration in a murine air pouch model
induced by LPS (Antoine et al., 2013). In addition, the reduction
in expression of P-selectin promoted by curcumin may be a key
mechanism in the reduction of NETS; this is because platelets use
P-selectin to bind to neutrophils, thereby promoting neutrophilic
activation (Zhang et al., 2008; McFadyen et al., 2020).

In endothelial cells associated with the airways, the increased
concentration of Ang II causes TF to be upregulated, with
consequent activation of the pro-coagulant response
(Nishimura et al., 1997). TF is expressed after vascular injury
or activation of endothelial cells. Inflammatory mediators, such as
TNF-α and IL-1β, are important inducers of TF in endothelial
cells (Pendurthi et al., 1997). When expressed, TF serves as a
receptor for factor VIIa, and the binding of factor VIIa to TF
initiates the coagulation cascade. This leads to thrombin
generation and sequential clot formation with the deposition
of fibrin protofibrils (Hergenhahn et al., 2002; Butenas et al., 2008;
D’Alessandro et al., 2018; Sathler, 2020).
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Treatment of human endothelial cells with curcumin inhibited
the expression of TF induced by TNF-α, LPS, and thrombin
(Pendurthi et al., 1997). Curcumin was also found to inhibit
platelet aggregation induced by arachidonic acid, adrenaline, and
collagen (Srivastava et al., 1995). These findings corroborate those
of another study that revealed the inhibition of platelet agonists,
viz. epinephrine-induced platelet aggregation, platelet-activating
factor (PAF), and arachidonic acid, with curcumin (Shah et al.,
1999). Furthermore, curcumin has been shown to inhibit the
formation of thromboxane A2 (TXA2) by platelets (Shah et al.,
1999). Platelet aggregation is stimulated by TXA2 produced by
active platelets, and promotes the activation of other platelets.
Pretreatment of platelets with curcumin inhibited platelet
aggregation induced by the calcium ionophore A-23187,
following curcumin interfering with the mobilization of
intracellular Ca2+, which is essential for platelet aggregation
(Shah et al., 1999). Curcumin has also been shown to decrease
the levels of D-dimers, circulating platelets, and inhibit diesel
exhaust particles (DEP) (Nemmar et al., 2012).

Curcumin administration in an in vivo model of
disseminated intravascular coagulation (DIC) reduced the
circulating levels of TNF-α, preventing the consumption of
peripheral platelets and plasma fibrinogen (Chen et al., 2007).
Curcumin also reduced the deposition of fibrin in the renal
glomeruli, a characteristic finding of DIC with curcumin
(Chen et al., 2007). In a clinical study, a 10 mg curcumin
injection administered for 15 days was sufficient to reduce
plasma fibrinogen levels (Ramirez Boscá et al., 2000).

Procoagulant and pro-thrombotic events are recurrent in
patients with COVID-19 and can cause significant damage.
Curcumin, a well-tolerated natural compound, is a promising
candidate for studies in the context of COVID-19 disorder
hemostatic. In fact, several in vitro and in vivo studies have
reported its anticoagulant and antithrombotic effects. Therefore,
the mechanisms described in the management of other diseases
can be reused for new studies regarding hemostatic disorders
induced by SARS-CoV-2 deserving further investigation. The
molecular mechanisms underlying the targets of curcumin

FIGURE 3 | Curcumin as a Potential antithrombotic in hemostatic disorders induced by SARS-CoV-2. Pro-inflammatory cytokines and Ang II elevated levels can
induce the production of tissue factor (TF) by the endothelial cells, initiating the coagulation cascade. Curcumin decreases pro-inflammatory cytokines (1) and inhibits TF
expression (2) in the vascular endothelium, avoiding the activation of the coagulation cascade. The affinity of curcumin by the SARS-CoV-2 protein S and ACE2 binding
can prevent the infection and activation of endothelial cells (3). During the activation of the coagulation cascade, fibrinolysis can occur, generating D-dimers.
Curcumin treatment decreases fibrin deposition and D-dimer levels formation (4). Lesions of the endothelial cells can expose the subendothelial collagen, which can be
recognized by the platelet’s receptor (GP-VI), leading to platelet cell activation. Curcumin can inhibit the GP-VI receptor, reducing and/or abolishing the platelet activation
by binding to collagen (5). The interaction of platelets with monocytes through binding the P-selectin-PSGL-1 receptor promotes monocyte activation, causing an
increase of TF expression. Curcumin inhibits this interaction by inhibiting P-selectin in platelets (6). The mobilization of intracellular calcium mediates platelet aggregation.
Curcumin prevents calcium-mediated platelet aggregation (7). Besides, curcumin inhibits the thromboxane A2 (TXA2) generation (9) released by activated platelets to
stimulate other platelet activation. Thus, curcumin inhibits platelet aggregation (10). Abbreviations: TNF-α, tumor necrosis factor alpha; IL-1β, interleukin 1 beta; Ang II,
angiotensin II; GPVI, glycoprotein VI; vWF, Von Willebrand factor; GPIb-IX-V, glycoprotein (GP) Ib-IX-V; PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand-1; AA, arachidonic acid;
TXA2, thromboxane A2; TP, thromboxane receptor.
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involved thrombotic and coagulant disorders caused by COVID-
19 are illustrated in Figure 3.

CURCUMIN AS A POTENTIAL AGENT
AGAINST PULMONARY IMPAIRMENT

Alveolar type II (ATII) cells are the primary target of SARS-CoV-
2 infection, triggering the apoptotic death of target cells and
subsequent infection of adjacent ATII alveolar cells (Mason,
2020). The inflammatory process, together with cellular damage,
results in the appearance of multinucleated giant cells and a fibrin-
rich hyaline membrane, which causes diffuse alveolar damage that
can progress to acute respiratory distress syndrome (ARDS)
(Dushianthan et al., 2011). In a model of lung injury induced
by benzo (a) pyrene (BaP), curcumin reduced the death of ATII
cells and decreased the levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-
α, IL-6, and C-reactive protein) in serum (Almatroodi et al., 2020).

In more severe cases, patients with COVID-19 may require
mechanical ventilation (MV) (Fan et al., 2020). However,
inadequate MV can worsen pulmonary pathology. Ventilator-
induced lung injury (VILI) causes lung expansion conversion into
biochemical signals, resulting in increased activation of
inflammatory cells (Silva et al., 2015). Experimentally, it has
been shown that curcumin reverses the damage caused by
VILI, reducing edema and lung injury. This effect was found
to be mediated by the inhibition of NF-κB and the
reestablishment of the redox balance from recovery of total
antioxidative capacity (Wang et al., 2018).

High levels of circulating NETs have been detected in
intubated patients with COVID-19 (Middleton et al., 2020). A
correlation between severity and NETs has been established,
suggesting that NETs contribute to COVID-19-related lung
injury. In addition, platelet colocalization with citrullinated
histone H3+ and NETs indicated the presence of NETosis in
pulmonary microthrombi of patients who died of COVID-19
(Middleton et al., 2020). In the lungs, NETs have a cytotoxic effect
on epithelial cells, endothelial cells, and connective tissue, which
can aggravate pulmonary pathology (Saffarzadeh et al., 2012). In
sepsis and ARDS, NETs cause cell damage and microthrombi,
potentially resulting in multiple organ dysfunction and death
(Czaikoski et al., 2016; Lefrançais et al., 2018; Papayannopoulos,
2018). In experimental studies involving ARDS due to
polymicrobial sepsis (CLP), curcumin decreased the apoptosis
of lung cells and attenuated the severity of lung injury. IL-17A acts
on ATII cells causing them to release CXCL-1, in turn inducing
neutrophil aggregation. Curcumin treatment reduced the levels of
IL-17A and neutrophils in the lungs (Chai et al., 2020).

Regulatory T cells (Tregs) are essential regulators of the
inflammatory process and generate an adequate immune
microenvironment through their anti-inflammatory and anti-
apoptotic functions (Lin et al., 2018). Curcumin induces the
differentiation of naïve CD4+ T cells to Tregs by regulating
the expression of IL-10 (Chai et al., 2020). IL-10 is an anti-
inflammatory cytokine that promotes macrophage
reprogramming from an inflammatory profile (M1) to a
repeating profile (M2) by suppressing the mTORC1 complex.

M2 macrophages decrease the inflammatory process and
stimulate tissue repair in sepsis-induced LPA (Ip et al., 2017).
Macrophages with the M1 phenotype are essential for controlling
viral replication. However, limiting immunopathological
reactions through the M2 phenotype is essential (Sang et al.,
2015). In a COVID-19 study, severely ill patients showed a higher
frequency of type M1 macrophages than patients with moderate
infection or healthy control subjects who presented higher
frequencies of type M2 macrophages (Liao et al., 2020).
Curcumin promotes a decrease in M1 and an increase in M2
macrophages in septic lungs, indicating its potential effect on
macrophage polarization (Chai et al., 2020).

In an in vivo model of lung injury mediated by
cyclophosphamide, treatment with curcumin reduced lung
injury and restored the oxidant-antioxidant balance by
reducing lipid peroxidation (Ashry et al., 2013). In LPS-
induced acute lung injury (ALI), treatment with curcumin
decreased pulmonary edema, increased PaO2, and improved
lung function (Cheng et al., 2018). ALI can be a consequence
of hemorrhagic shock and resuscitation (HSR). Animals
subjected to HSR and treated with curcumin showed a
reduction in the levels of reactive oxygen species, TNF-α, and
neutrophilic infiltrates. Such finding indicates that the treatment
provided a protective pulmonary barrier function (Yu-Wung Yeh
and Wang, 2020). ALI and ARDS studies in animals with sepsis
showed that treatment with curcumin attenuated lung damage
and decreased proinflammatory cytokine levels (Xiao et al., 2012;
Xu et al., 2013; Liu et al., 2017).

Although clinical studies have not reported the direct effects of
curcumin on respiratory impairment, the decrease in clinical
manifestations (fever, cough, and dyspnea) in patients with
COVID-19 is a promising indicator that encourages further
investigations (Tahmasebi et al., 2020; Valizadeh et al., 2020).
Many clinical trials have established the therapeutic potential of
curcumin, either as a single agent or in combination with other
drugs in various diseases, owing to its effect on diverse cell signaling
pathways. The possible curcumin action sites that can be targeted after
SARS-CoV-2-induced changes in the lungs are illustrated in Figure 4.

CARDIOPROTECTIVE EFFECTS OF
CURCUMIN

Clinical reports involving some of the first patients with COVID-
19 from the Wuhan province of China showed that 5 of the 41
patients had changes in levels of highly sensitive cardiac troponin
I (hs-cTnI), indicating myocardial injury (Huang C. et al., 2020).
Interestingly, some patients sought medical assistance after
cardiac symptoms (palpitations and chest tightness) rather
than the classic symptoms of COVID-19 (fever and cough)
(Deng et al., 2020; Stefanini et al., 2020). In children, COVID-
19 can cause a hyperinflammatory syndrome similar to Kawasaki
disease (Riphagen et al., 2020).

Underlying CVD significantly increases the mortality rate of
patients with COVID-19. One study showed that patients with
COVID-19, CVD, and increased troponin T levels had a
mortality rate of 69.4%; however, the mortality rate of patients
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with COVID-19 with increased levels of troponin T without CVD
was 37.5% (Guo et al., 2020).

The cardiac events reportedly caused by COVID-19 include acute
myocardial injury, heart failure, acute coronary syndrome, infarction,
and arrhythmia (Lang et al., 2020; Amirfakhryan and Safari, 2021).
The hypotheses surrounding cardiovascular involvement in COVID-
19 involve direct infection of cardiac cells by SARS-CoV-2, injury
mediated by the inflammatory process, reduced oxygen supply,
hypoxia, microthrombi, and stress cardiomyopathy (Lang et al.,
2020; Amirfakhryan and Safari, 2021). Histopathological analysis
of the heart of a patient with COVID-19 revealed cardiac tissuewith a
fibrin thrombus in a perforating vein associated with myocardial
infarction, myocardial necrosis (transmural), and neutrophilic
infiltrates (Rapkiewicz et al., 2020).

In experimental models of sepsis, curcumin proved to be
effective at improving the survival parameters, reducing
hypovolemia levels observed in the late phase of sepsis,
suppression of hyperglycemia in the acute phase, and
attenuation of hypoglycemia in the late stage (Silva et al.,

2017). Curcumin also attenuated heart damage induced by
sepsis; improved cardiac function and body temperature (Yang
et al., 2013); and reduced troponin I levels and the product of lipid
peroxidation, suggesting its reduction of oxidative damage (Yang
et al., 2013).

The restoration of blood flow in the ischemic myocardium can
exacerbate tissue injury and result in a poorly adaptive tissue process
(Vinten-Johansen et al., 2005; Prasad et al., 2009). First, oxidative
stress activates metalloproteinases (MMPs) that promote
degradation of the extracellular matrix (ECM). This results in the
progressive expansion of the infarction, thinning of the ventricular
wall, and dilation of the chamber (Wang et al., 2012). The cure for
the infarction involves deposition of collagen, forming a fibrotic and
non-functional scar. In an experimental model of ischemia and
reperfusion, treatment with curcumin reduced ECM degradation by
MMPs and increased the synthesis of collagen and the accumulation
of myofibroblasts (Wang et al., 2012). Consequently, there was an
improvement in cardiac function, reduced left ventricle dilation, and
increased wall thickness (Wang et al., 2012).

FIGURE 4 | Potential curcumin in cell damage caused by SARS-CoV-2 in the lung and heart. Curcumin promotes differentiation from naïve CD4+T-cell to Tregs
through the modulation of IL-10 (1). The cytoprotective role of curcumin decreases the death of type II alveolar cells (ATII) with a consequent decrease in the release of
DAMPs (2). Curcumin also mediates macrophages’ polarization, decreasing the population of inflammatory macrophages M1 to macrophages M2 that participate in the
resolving and reparative process (3). The presence of Th17 cells promotes the activation of ATII cells through IL-17. In turn, activated ATII cells release a
chemoattractant for neutrophils that causes neutrophil aggregation. Curcumin decreases IL-17 levels with a consequent decrease in neutrophil aggregates. The
anticoagulant and antithrombotic effects of curcumin can have protective effects on the heart, decreasing the heart attack risk (5). The anti-inflammatory action of
curcumin can prevent damage to cardiomyocytes caused by an excess of inflammatory mediators, known as a cytokine storm (6). Its affinity for protein S and ACE2 can
prevent the direct infection of cardiomyocytes by SARS-CoV-2 (7). Abbreviations: ATII, alveolar type II cells; Tregs, regulatory T cells; Th17, T helper 17 cells; CXCL-1,
chemokine ligand 1; NET, neutrophil extracellular traps.
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An increased number of studies evaluating post-COVID-19
sequelae warns of cardiovascular symptoms, such as chest pain
and palpitations (Schneider, 2020; Carvalho-Schneider et al., 2021;
Halpin et al., 2021; Huang et al., 2021; Vallejo et al., 2021). The
cumulative incidence of thrombosis (2.5% at 30 days after discharge),
including segmental pulmonary embolism, intracardiac thrombus,
thrombosed arteriovenous fistula, and ischemic stroke, were reported
in a single-center study in the United States with 163 patients (Patell
et al., 2020). The 6-month post-evaluation of COVID-19 showed that
patients suffer from long-term sequelae of the disease, including
venous thromboembolic diseases (cardiovascular and
cerebrovascular events) (Huang et al., 2021). Currently, there are
no reports of curcumin in cardiac changes resulted from COVID-19.
However, based on data published on other diseases and cardiac
disorders, we hypothesize that curcumin may be a promising agent in
preventing cardiovascular damage caused by SARS-CoV-2 infection,
as summarized in Figure 4.

CONCLUSION

Due to the uncountable mechanisms of action addressed in this
and other reviews, it has been reinforced that curcumin could
serve as an adjuvant drug in COVID-19 treatment (Babaei et al.,
2020; Manoharan et al., 2020; Roy et al., 2020; Soni et al., 2020;
Zahedipour et al., 2020; Saeedi-Boroujeni et al., 2021;
Thimmulappa et al., 2021). The multiplicity of
pathophysiological responses induced by SARS-CoV-2
highlights the need for a combination of different drugs as a
treatment strategy (i.e., there is no single "magic pill" for the cure
of COVID-19). Curcumin is a well-tolerated natural compound
in humans, even at high concentrations (Dhillon et al., 2008;
Kanai et al., 2011; Gupta et al., 2013). Thus, its combination with
drugs that are already approved for use appears logical. Curcumin
is a well-tolerated natural compound in humans, even at high
concentrations (Dhillon et al., 2008; Kanai et al., 2011; Gupta
et al., 2013). Thus, its combination with drugs that are already
approved for use appears logical. The first results from the studies
regarding the effect of curcumin in patients with COVID-19 are
promising. However, several questions need to be answered: 1)

Does curcumin prevent SARS-CoV-2 infection of the host cells?
2) Does curcumin treatment attenuate respiratory and
cardiovascular system commitment? 3) Is the curcumin able to
reestablish hemostatic homeostasis?

Despite the absence of specific studies addressing the mechanism
of action of curcumin in the treatment of COVID-19, currently, the
world is experiencing an uncommon situation, which has led
researchers and physicians to evaluate the available knowledge to
the other diseases, in an attempt to designmore promising pathways
against SARS-CoV-2. In conclusion, this review strategically
contributes to the relentless search for therapies that can act on
combat of COVID-19, in addition to providing targets for future
studies using the curcumin as an adjuvant treatment to COVID-19.
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