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Resumo

RATTIS, BAC. “Efeito da curcumina na expressdo dos componentes da via mTOR
no coracao de camundongos submetidos a sepse experimental”. 2021. 51f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirao Preto, 2021.

Introducdo: A disfuncéo cardiaca induzida pela sepse (DCIS) é um fator determinante
no prognostico do paciente, e apesar do conhecimento consideravel de sua
fisiopatologia, pouco avanco terapéutico 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 alteracdes estruturais e ultraestruturais nas células cardiacas ja
estdo bem estabelecidas na literatura. Entretanto, ainda h4 um longo caminho a ser
percorrido a nivel molecular, afim de compreender pontualmente o inicio da sinalizacéo
celular mediante ao estresse séptico. Dessa forma, a mTOR, via de sinalizacédo
envolvida na sobrevivéncia celular, na resposta da célula ao estresse e na sintese
proteica pode ser ponto chave. A curcumina surgiu como um possivel inibidor da via da
MTOR. Objetivo: Dessa forma, o objetivo deste estudo é avaliar a acdo da curcumina
sobre a via mTOR no coracdo de camundongos submetidos a sepse experimental por
ligadura e perfuracdo do ceco. Metodologia: Foram utilizadas duas formulacbes 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 inducao de sepse através da
técnica de ligadura e perfuragao do ceco distribuidos 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 apds o procedimento cirdrgico. As coletas
foram feitas apds 24 e 120 horas apds a sepse. As analises histopatolégicas foram
analisadas por metacrilato. A expressao génica 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, ndo apresentando toxicidade celular. A andlise da
sobrevida, temperatura, peso e escore clinico revelou que o tratamento néo interferiu na
progressao da sepse. Do ponto de vista histopatol6gico e ultraestrutural, os tratamentos
com CL e NC reduziram as lesGes cardiacas ocasionadas pela sepse. Ademais,
observamos que a curcumina atuou de maneira pontual na via mTOR, onde o

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



em 24 horas. A analise dos niveis proteicos em 120 horas mostrou aumento significativo
no grupo CLP em relacdo ao controle, além disso, foi observado aumento no grupo
séptico tratado (CLP+NC) quando comparado ao séptico sem tratamento (CLP).
Conclusé&o: 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 agéo sobre a expressao génica de
MTOR, se destacando como um alvo terapéutico promissor para futuras pesquisas pré-

clinicas e clinicas.

Palavras-Chave: Sepse, mTOR, curcumina, hanocurcumina, 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 Ribeirdo Preto, University
of S&o Paulo, Ribeirdo 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. Introducgéo

A sepse € uma disfuncdo organica potencialmente fatal caracterizada pela
resposta desregulada do hospedeiro frente a um processo infeccioso (SINGER et al.,
2016). Em 2017, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), reconheceu a sepse como
uma prioridade de saude global. Estima-se que ocorra cerca de 48,9 milhdes de casos
de sepse pelo mundo, com mortalidade estimada em 11 milhdes (RUDD et al., 2020).
A incidéncia estimada da sepse pediatrica € de 3 milhdes de recém nascidos e 1,2
milhdes de criangas, podendo alcancar 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 6bitos de pacientes com sepse tratados em
2014 (MACHADO et al., 2017).

A causa dessa alta mortalidade esta relacionada a diversos fatores como o
diagnostico 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 imunolégico, entre outros) juntamente com as
caracteristicas da infeccdo (como tipos de patégenos, viruléncia, resisténcia a
medicamentos, local de infeccdo) influenciam diretamente no prognaostico
(KLASTRUP et al.,, 2016; ROWE; MCKOY, 2017; SINAPIDIS et al., 2018;
CARABALLO et al., 2019; CARABALLO; JAIMES, 2019).

O inicio da sepse é marcado pelo reconhecimento do agente infeccioso por
meio da ativacdo de células imunes inatas a partir dos padrées moleculares
associados a patégenos (PAMPs), como lipopolissacarideo (LPS), peptideos
microbianos, componentes da parede celular ou nucleotideos (OPAL, 2007,
RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008; ANGUS; VAN DER POLL, 2013; YUKI;
MURAKAMI, 2015). Esse reconhecimento acontece por meio dos Receptores de
Reconhecimento Padrao (RRPs), como por exemplo os receptores do tipo Toll (do
inglés: “Toll Like Receptors — TLR”), do tipo NOD (do inglés: “Nucleotide-binding and
oligomerization domain — NLR”), e receptores lectina tipo C (do inglés: “C-type lectin
receptors — CLR”) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Os RRPs se encontram na superficie
de células imunes e teciduais e sdo cruciais para a ativacdo da resposta imune
iniciando a liberacdo de mediadores inflamatérios como citocinas, quimiocinas,
espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (VAN DER POLL et al., 2017;
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MEHTA; GILL, 2019). A liberacdo de mediadores inflamatérios juntamente com
produtos provenientes dos microrganismos invasores resultam em lesdo celular
ocasionando em liberagdo de Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPS)
como DNA, proteina B1 do grupo de alta mobilidade (HMGB-1), proteina de choque
térmico, que também sdo reconhecidos pelos PRRs (REINHART et al., 2012; VAN
DER POLL et al., 2017).

Essa multiplicidade de estimulos celulares reconhecidos pelos RRPs ativa a via
de sinalizacdo NF-kB. A funcédo biol6gica do NF-kB corresponde a ativacdo de
programas celulares para responder a situacOes de estresse, de modo que o
organismo possa enfrentar a ameaga, ativar mecanismos de defesa e eliminar ou
escapar dos fatores de risco com o objetivo final de recuperar o estado fisiologico
original (HISCOTT et al., 1993; PIVA; BELARDO; SANTORO, 2006; MUSSBACHER
et al., 2019). Assim como, o NF-kB promove a liberacdo de moléculas envolvidas em
um feedback positivo, 0 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 hiperativacéo sustentada do NF-kB, o
que resulta em uma condi¢do chamada “tempestade de citocinas” (LIU; MALIK, 2006;
ANGUS; VAN DER POLL, 2012). As principais citocinas envolvidas na fisiopatologia
da sepse séo IL-1B, IL-6, IL-12, IL-10 e IL-17 HOTCHKISS; KARL, 2003; BOOMER et
al., 2012; WANG et al., 2018). Ademais, a ativacdo descontrolada do sistema
complemento, principalmente C3a e C5a, possuem potentes efeitos pro-inflamatérios
(GUO; WARD, 2005; MERLE et al., 2015; NEDEVA; MENASSA; PUTHALAKATH,
2019).

A resposta das células imunes na sepse também é prejudicada. Os neutrofilos,
célula crucial para a contencdo e erradicagcdo microbiana, entram em um estado
retardado de apoptose, levando a disfuncdo neutrofilica continua (DELANO et al.,
2011b, 2011a; GRAILER et al., 2014). Este efeito é agravado pela liberacdo de
neutrofilos imaturos da medula éssea, sendo deficientes na promocdo da exploséo
oxidativa, migracdo celular, ativacdo do sistema complemento, e erradicacao
bacteriana, que em conjunto contribuem para a disfuncéo imunolégica e inflamacgéo
persistente (DELANO et al., 2011b, 2011a; GRAILER et al.,, 2014). Ademais, 0s
neutrofilos formam armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS), que tem como

objetivo aprisionar microrganismos extracelulares, entretanto, a liberacao
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desordenada das NETSs contribui para lesédo tecidual e formacéao 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 (HMGBL1), o que contribui para
ativacdo e agregacao plaquetaria, bem como liberacdo de NETs, causando
potencialmente lesdes tromboinflamatérias (MAUGERI et al., 2014; VOGEL et al.,
2015; CARESTIA et al., 2016; VARDON-BOUNES et al., 2019).

A secrecdo de citocinas e quimiocinas pelas células fagocitarias (como IL-1, IL-
6, TNF) ativam as células T iniciando as respostas imunes adaptativas (IWASAKI;
MEDZHITOV, 2015). Os linfécitos T por sua vez, secretam outras citocinas (como
interferon-gama, IL-21, IL-17), gerando mecanismos efetores mais especificos, como
anticorpos contra patdgenos incitantes por células B e ativacdo adicional de fagocitos
inatos para a morte direcionada de patdégenos opsonizados (complemento e
revestidos com anticorpos) (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; GHNEWA et al., 2020).

Arbitrariamente, na sepse a supressao imunoldgica logo se sobrepde ao estado
hiperinflamatorio. A sepse esta associada a exaustdo de linfécitos, resultado da
apoptose células TCD4+ e CD8+, células B e células dendriticas (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
monadcitos e macrofagos parecem exibir certa tolerancia a endotoxina, o que resulta
em capacidade reduzida em secretar as citocinas pro-inflamatérias TNF, IL-1, IL-6 e
IL-12 (SAENZ et al., 2001; NEDEVA; MENASSA; PUTHALAKATH, 2019). Os
mondcitos ativados apresentam expressao reduzida de HLA-DR, capacidade de
apresentacdo de antigeno diminuida e mudanca para um fenotipo inibitério
(HOTCHKISS et al., 2002). As populacdes de células NK (do inglés: “natural killers”)

sdo alteradas, com reducédo da funcéo citotéxica (FOREL et al., 2012).

Como resultado do efeito desses mediadores pro- e anti-inflamatérios e de um
estado pro-coagulante e pré-trombotico, ocorrem alteragdes fisioldgicas importantes,
como hipotensao sistémica, edema intersticial e trombose de pequenos vasos que
resultam em distribuigao deficiente de oxigénio e nutrientes para os tecidos, o0 que
contribui para a Disfuncdo Mdltipla de Orgdos (DMO), sendo o coragdo um 6rgéo
central nesse processo (HOTCHKISS; KARL, 2003). O conhecimento da disfungao
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cardiaca induzida pela sepse - DCIS tem mais de 30 anos, mas ainda ndo existe uma
definicdo formal (PARKER et al., 1984; HEUREUX et al., 2020). Entretanto, existe uma
concordancia entre especialistas a cerca de manifestacdes caracteristicas da DCIS.
De modo geral, a DCIS é caracterizada como uma disfuncéo biventricular reversivel
(sistélica elou diastdlica), com resposta diminuida a ressuscitacdo com fluidos e
catecolaminas (HEUREUX et al., 2020).

A DCIS é um componente central na DMO decorrente da sepse, sua presenca
esta associada com altas taxas de mortalidade, cerca de 70-90% em comparagao 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
comparacao com pacientes sem DCIS (CHENG et al., 2019). Esses dados vao de
encontro com os achados histopatolégicos descritos por Rossi e Santos (2003), onde
observaram focos de miocitdlise, presenga de células gigantes, depdsitos de calcio
nas células cardiacas, lesdes microvasculares, paredes ventriculares flacidas,
dilatacao, hipertrofia e fibrose intersticial (ROSSI; SANTOS, 2003). Nao diferente, na
sepse experimental também foram descritas alteracdes cardiacas como a ocorréncia
de ma distribuicao do fluxo coronario, redugao da fragao de ejecao, disturbios da
microcirculagao, aumento da frequéncia e do débito cardiaco e niveis de troponina |
aumentados (MARTINS, 2009; CELES; PRADO; ROSSI, 2012; YANG et al., 2013).

Esses resultados instigaram varias hipoteses a respeito de como a célula
cardiaca responde ao estresse séptico. A demonstracdo das alteracdes estruturais
emergiu como uma forte hipétese nas constantes pesquisas pelo o entendimento da
fisiopatologia da DCIS. Na sepse experimental, foi demonstrado que a perda ou a
reducdo da expressado de proteinas estruturais compromete o correto funcionamento
das células cardiacas (CELES; PRADO; ROSSI, 2012). A reducdo da conexina-43 e
da N-caderina resultou na perda da integridade estrutural dos discos intercalados,
dificultando a comunicacdo entre as células miocardicas (CELES et al., 2007).
Posteriormente, foi demonstrado que a degeneracado dos cardiomidcitos e a lise dos
filamentos de actina e miosina resultantes da sepse estavam associadas a reducéo
da expressdo das proteinas do complexo de glicoproteinas associada a distrofina
(CGD) (CELES et al., 2010b).
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A distrofina € uma proteina critica neste complexo, desempenha um papel
essencial no estabelecimento de conexdes entre 0 meio intracelular, o citoesqueleto
de actina e a membrana basal externa, e possui trés funcdes béasicas essenciais:
estabilizacdo da membrana durante os ciclos de contragédo; na transdugéo da forga
contratil; na organizacdo de especializacdes de membrana (LAPIDOS; KAKKAR,;
MCNALLY, 2004). Recentemente, nosso grupo descobriu que a sepse também altera
a expressao de caveolina-3 (CAV-3), resultando em superexpressédo, 0 que parece
estar diretamente relacionado aos niveis de calcio intracelular, j& que a inibicdo de
canais de calcio do tipo L, resultou em diminuicdo de sua expressao, similar aos
grupos controles (RATTIS et al., 2021). A distrofina e a CAV-3 tém uma relacao direta,
estando co-localizadas no CGD, e a perda da distrofina resulta em expressao
aumentada de CAV-3 nas células musculares esqueléticas e cardiacas, como foi
demonstrado na Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) (REPETTO et al., 1999;
GALBIATI et al., 2001). Além disso, a perturbacdo do CDG resulta em estresse
mecanico na membrana plasmatica, o que a deixa mais vulneravel a ocorréncia de
rupturas (VALERA et al., 2021).

As desordens funcionais, estruturais e ultraestrurais sao reflexos de alteracdes
primarias a nivel molecular e bioquimico. A transdugao de sinais faz parte de um
complexo sistema de comunicagao que integra e coordena atividades e fungdes
celulares através de sequéncias ordenadas de reagdes bioquimicas, seguidas pela
ativacao de enzimas por mensageiros secundarios, o que resulta na transducao do
sinal (TORRES; FORMAN, 2006; VAN DER GEER, 2013). O processo de percepgao
as mudangas no microambiente e resposta das células aos diferentes estimulos sao
usualmente rapidos e formam a base do desenvolvimento, da reparacao de tecidos,
da imunidade e de outras fungbes de homeostasia tecidual (TORRES; FORMAN,
2006; VAN DER GEER, 2013). Entretanto, falhas no processamento dessas
informacgdes celulares podem ser responsaveis pelo surgimento de doengas ou
complicagdes de quadro patoldgicos ja instalados (TORRES; FORMAN, 2006; VAN
DER GEER, 2013; GALLUZZI; YAMAZAKI; KROEMER, 2018).

A via do alvo de mamiferos da rapamicina — mTOR engloba uma variedade de
vias de sinalizagdo a montante responsaveis pelo estado de energia celular, estresse
oxidativo, disponibilidade de aminoacidos, insulina e fatores de crescimento,

desempenhando um papel essencial no crescimento celular, promocéo da apoptose,
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controle da autofagia e regulagéo do citoesqueleto de actina (LAPLANTE; SABATINI,
2012; WALLEY, 2019). A mTOR € uma serino-treonina quinase, pertencente a familia
das fosfatidilinositol-3-quinase (PIKKs) que forma a subunidade catalitica de dois
complexos proteicos distintos (Figura 1) (FANTUS et al., 2016; SAXTON; SABATINI,
2017). O complexo mTORC1 que € composto por mTOR em conjunto com o complexo
multiproteico Rheb, Raptor, mLST8, PRAS40 e DEPTOR, e o complexo mTORC2
composto pela mTOR junto as proteinas Rictor, Protor, mLST8, Sinl e DEPTOR
(SAXTON; SABATINI, 2017). As fungbes de ambos os complexos mMTORCL1 e
MTORC2 sdo distintas na célula. mTORC1 integra informacdes sobre a
disponibilidade de nutrientes e as condi¢des ambientais, controlando 0s processos
anabdlicos, como a sintese de proteinas, lipideos e nucleotideos e 0s processos
catabolicos, como a autofagia (LAPLANTE; SABATINI, 2012; LIU; SABATINI, 2020).
Ja mMTORC2, regula o citoesqueleto e as vias de sobrevivéncia celular (LAPLANTE;
SABATINI, 2012; LIU; SABATINI, 2020).

Figura 1. Biologia do complexo mTOR. O complexo mTOR 1 sensivel a
RAPA (mTORC1) é composto de mTOR em associa¢cdo com a proteina reguladora
associada de mTOR (RAPTOR), bem como outras proteinas ndo mostradas aqui
(mamifero letal com proteina Sec13 8, substrato rico em prolina de Akt de 40 kD e
proteina de interacdo mTOR contendo dominio DEP). Muitas vias de sinalizacéo
convergem para 0s supressores tumorais complexo de esclerose tuberosa 1 (TSC1)
e TSC2, uma proteina ativadora de GTPase e principal regulador negativo do RHEB
(homdlogo de Ras enriquecido no cérebro), que estimula diretamente o mMTORCL.
Os dois principais alvos a jusante do mTORC1 sdo a quinase ribossémica S6 p70
(S6K) e a proteina 1 de ligacéo a 4E (4EBP1); sua fosforilagdo por mTORC1
impulsiona a biogénese de ribossomos, traducédo dependente de cap e crescimento
celular. A proteina de ligacéo do elemento regulador de esterol do fator de
transcricdo 1 (SREBP1) também é ativada por mTORC1 e regula a sintese de
lipidios. O complexo 2 contendo mTOR insensivel a rapamicina (MTORC2) nao
possui RAPTOR, mas tem o companheiro de mTOR insensivel a rapamicina
(RICTOR) como um componente essencial. Os substratos conhecidos de mTORC2
incluem AKT e a quinase-1 induzida por soro e glicocorticdide (SGK1). PDK1
aumenta a atividade de Akt fosforilando a alga de ativac&o na treonina 308.

MTORC2 estabiliza Akt de forma Unica através da fosforilagdo do motivo de volta na
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serina 450 (ndo mostrado) e estimula ainda mais a atividade da Akt quinase

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

fundamental processos incluindo metabolismo, diferenciagéo, parada do ciclo celular

—®-

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

mMTORC2. Rapamicina e rapalogs formam complexos com FKBP12 e inibem

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

MTORC2 requer exposi¢do crénica e é inconsistente entre os tipos de células.
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O que difere os dois complexos é a sensibilidade de cada um ao tratamento

agudo com rapamicina. mMTORC1 possui em seu complexo a proteina associada a

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

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

mMTORC2 contém em seu complexo a proteina de andaime nao relacionada — Rictor,
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gue possui baixa sensibilidade ao tratamento agudo com rapamicina, no entanto o
tratamento crénico mostrou-se capaz de inibir mTORC2 em alguns tipos celulares
(SARBASSOV et al., 2006).

O complexo mMTORCL1 controla a sintese de proteinas a partir da fosforilacdo
das proteinas de ligagéo ao fator de iniciagdo 4E (4E-BPs) e p70 S6 quinase 1 (S6K1).
A proteina 4E-BP1 em seu estado nao fosforilado, suprime a traducao pela ligacéo e
sequestro do fator de iniciagdo da traducéo eucaridtica 4E (elF4E). Apos a fosforilacdo
por mTORC1, 4E-BP1 libera elF4E e aumenta a traducé&o dependente de cap 5 ' de
MmRNAs (HARA et al., 1997; LIU; SABATINI, 2020). A fosforilacdo da proteina quinase
1 S6 ribossomal (S6K1) pela mTORC1, promove a biogénese do mRNA, traducéo e
alongamento dependente de cap e a traducéo de proteinas ribossomais (MA; BLENIS,
20009).

A sintese de lipideos e nucleotideos é essencial para a proliferagéo celular.
MTORCL1 conduz a sintese de lipidios através de dois eixos centrados nos fatores de
transcricdo das proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1/2 (SREBP
1/2) que regulam genes responsaveis pela sintese de novos lipideos, e receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPARy) que regulam a
adipogénese (KIM; CHEN, 2004; PETERSON et al., 2011). Nas células em
proliferacdo, mMTORC1 regula o fornecimento de unidades de carbono necessarios
para a biossintese de nucleotideos afim de manter a replicacdo do DNA e a sintese
de rRNA (LIU; SABATINI, 2020). A partir da ativacdo de S6K1 por mTORC1, a
expressado do fator de transcricdo ATF4 e do seu alvo a jusante, a enzima do ciclo
tetraidrofolato mitocondrial metilenotetraidrofolato desidrogenase 2 (MTHFD2) séo
aumentados, fornecendo carbono para a sintese de purinas (BEN-SAHRA et al.,
2016). Além disso, S6K1 fosforila e ativa carbamoil-fosfato sintetase (CAD), a enzima
limitante da taxa na biossintese de pirimidina (BEN-SAHRA et al., 2016). mTORC1
também controla o metabolismo celular e a producéo de energia durante a proliferacéo
celular. A ativacao do fator indutor de hipéxia 1-alfa (HIF1a) pela mTORC1 promove
0 aumento da expressdo de enzimas glicoliticas favorecendo a glicélise sobre a
fosforilacdo oxidativa para gerar unidades de energia e carbono (DUVEL et al., 2010;
HE et al., 2018).
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A privagdo de nutrientes ou a inibi¢cdo farmacolégica de mTORCL1 leva a célula
a um estado de “fome”, iniciando processos catabdlicos que desviam os recursos da
biogénese para a autofagia. mMTORC1 controla a ativacdo da autofagia fosforilando e
inativando a cinase 1 de ativacéo de autofagia semelhante a unc-51 (ULK1) e ATG13,
dois componentes centrais na formacao do autofagossomos (GANLEY et al., 2009;
SOPHIE MOKAS et al., 2009; KIM et al., 2011).

Ja4 a sinalizacdo de mTORC2 a seus alvos a jusante ainda é pouco
compreendida em comparacao com as descobertas de mTORC1. Um alvo a jusante
de mTORC2 é a proteina quinase B (AKT), que fosforilada e ativada por mTORC2
reconfigura o metabolismo celular para resistir aos estressores por meio dos fatores
de transcricdo Foxol/32 e da NAD quinase (SARBASSOV et al.,, 2005; WEBB,;
BRUNET, 2014). A quinase seérica induzida por glicocorticoide-1 (SGK-1) é
diretamente ativada pela mTORC2, e controla o transporte de ions e 0 crescimento
celular (GARCIA-MARTINEZ; ALESSI, 2008). Surpreendentemente, AKT mantém
uma atividade basal na inibicio de mTORC2 ao contrario de SGK-1, que é
completamente inibida (GARCIA-MARTINEZ; ALESSI, 2008). A proteina quinase Ca
(PKCa) também é ativada por mTORC2 que juntamente com outros efetores, como
paxilina e Rho GTPases, promove a reorganizacao do citoesqueleto de actina (DOS
D et al., 2004; JACINTO et al., 2004; OH; JACINTO, 2011).

No coracdo, mTORC1 e mTORC2 sédo essenciais para a preservacao da
estrutura cardiaca, crescimento e integridade vascular, tanto no estagio pré-natal
guanto no poés-natal. A interrupcdo completa da expressdao de mTOR durante o
desenvolvimento embrionario de camundongos, resulta em dilatacdo e insuficiéncia
cardiaca, e disturbios metabdlicos, ocasionando em 92% de mortalidade dos embrides
ao final da gestacao (ZHU et al., 2013). Entretanto, a inibicdo de mTORC1 em certas

condicBes cardiacas patoldgicas pode ser benéfico.

Na hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol, a inibicdo de mTORCL1 pela
rapamicina atenuou a hipertrofia cardiaca patolégica, melhorou a funcdo cardiaca e
reduziu a formacao dos imunoproteassomas no coracao (ZHANG et al., 2015). Neste
mesmo estudo, foi demonstrado que a inibicdo de mTORCL1 resultou na regulagéo
negativa de vias de sinalizacdo inflamatérias como o NF-kB e STAT3, o que resultou

em diminuicdo de citocinas pré-inflamatérias (TNFa, IL-18 e MCP-1) e a montagem
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do imunoproteassoma (ZHANG et al., 2015). Em um modelo de infarto do miocardio,
a administracao do everolimus, um inibidor de mTOR da classe rapalogs, diminuiu as
areas de infarto, aumentou a autofagia e atenuou a ativagdo do NF-kB e do
proteassoma, 0 que resultou em melhora da funcao cardiaca (BUSS et al., 2009).

Entretanto, apesar dos efeitos benéficos da inibicdo da mTOR, os rapalogs
possuem inumeros efeitos adversos. Dentre as reacdes adversas mais comuns
(ocorre em 10% ou mais dos pacientes que utilizam este medicamento) descritas pela
bula do Rapamune® (nome genérico: sirolimo) estdo pneumonia, infec¢des fungicas,
virais e/ou bacterianas, infeccdo do trato urinario, trombocitopenia, diabetes mellitus,
dor de cabeca, taquicardia, hipertensédo, creatinina sérica aumentada entre outros (a
lista completa dos efeitos adversos se encontra no Anexo 1). Tendo em vista, as
inimeras vantagens da inibicdo da mTOR, novos compostos estdo sendo estudados,
dentre eles compostos naturais como apigenina, curcumina, criptotansinona, fisetina,
indéis (indol-3-carbinol e 3,3'-diindolilmetano), isoflavonas (genisteina e deguelina),
guercetina, 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 fitoquimico extraido a partir do rizoma da Curcuma longa que
possui inumeros efeitos terapéuticos que tem sido usado na medicina asiatica desde
o segundo milénio aC (SHARMA; GESCHER; STEWARD, 2005). Entretanto, s6 em
1815 que a Curcumina foi entdo isolada e chamada de “matéria corante amarela” (do
inglés “yellow dye matter”’) e somente em 1949 surgiu o primeiro relato cientifico de
um dos seus efeitos biolégicos como antimicrobiano contra Staphylococcus aureus,
Salmonella paratyphi, Trichophyton gypseum e Mycobacterium tuberculosis (VOGEL;
PELLETIER, 1815; PRASAD et al., 2014). O primeiro estudo com aplicacdo de
curcumina em seres humanos ocorreu em 1937, onde a administracao de curcumina
resultou em melhora dos pacientes com colecistite (OPPENHEIMER, 1937). Desde
entdo a lista com seus iniumeros efeitos bioldégicos ndo param de crescer somando
mais de 255 ensaios clinicos (disponivel em: clinicaltrials.gov). Atualmente ja foram
descritos seus mecanismos como agente anti-inflamatério, antioxidante, anticancer,
antibacteriano, antifungico, antiviral e citoprotetor (GUPTA et al., 2012; PACIELLO et
al., 2020).
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Os caminhos da curcumina e mTOR se cruzaram apoés a sua utilizagado em
células de rabdomiossarcoma, onde esse fitoquimico foi capaz de inibir a proliferagao
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 investigacoes a respeito da acédo da
Curcumina na via mTOR, Beevers e colaboradores (2009), demonstraram que a
Curcumina atua interrompendo a associacao de Raptor-mTOR promovendo a inibicdo
do complexo mTORC1, com consequente diminui¢cdo da fosforilacdo da S6K1 e 4E-
BP1 em baixas concentra¢cfes. JA em concentracdes mais elevadas, a Curcumina €
capaz de interromper a ligacdo 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 parametros de sobrevida, reduzir os niveis 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 pro-
inflamatorias como IL-113 e IL-6 no periodo de 24 horas do pds-cirurgico (DA SILVA et
al., 2017). A Curcumina também foi capaz de diminuir a os niveis de TNF-a via inibigao
da via NF-kB apds administracdo de LPS em ratos, além disso protegeu os
hepatdcitos do surgimento de lesdes ocasionados tanto pelo LPS quanto pelo TNF-q,
onde houve uma diminuigao dos niveis de AST (aspartato aminotransferase) e ALT
(alanina aminotransferase) que sao importantes enzimas usadas na avaliagao de
lesdes hepaticas (XIE et al.,, 2017). Nos rins, a Curcumina atenuou O processo
inflamatdrio induzido por LPS, diminuindo citocinas pro-inflamatérias atuando também
na via NF-kB (ZHONG et al., 2011). Ademais, o tratamento com Curcumina apresenta
um perfil cardioprotetor na sepse, diminuindo a inflamagao do miocardio e atenuando
0 aparecimento de lesdes e danos provocados pelo estresse oxidativo (YANG et al.,
2013).

Apesar de seus inumeros beneficios, ha varios fatores limitantes quanto as
aplicacdes praticas da Curcumina, como baixa solubilidade em &gua, instabilidade
fisico-quimica, baixa farmacocinética e biodisponibilidade, baixa absorcdo bioativa,
metabolizacdo rapida, baixa penetragéo e eficacia de direcionamento, sensibilidade a
condicdes alcalinas, ions metalicos, calor e luz (FLORA; GUPTA; TIWARI, 2013). Afim

de solucionar a problemética da solubilidade da Curcumina em solugdo aquosas e
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melhorar sua biodisponibilidade in vivo, varias formulagfes de Curcumina foram
propostas ao longo dos anos, e algumas ja alcangcaram os testes clinicos (disponivel
em: clinicaltrials.gov). Uma técnica promissora para formula¢cdes de nanocurcumina
(NC) é a moagem umida, que é capaz de produzir particulas de Curcumina com 2-40
nm (BHAWANA et al., 2011). A NC produzida por esse método apresenta boa
estabilidade quimica e fisica, podendo ser armazenada em p6 a temperatura ambiente
por mais de 6 meses sem qualquer decomposicdo ou agregacao, além de ser
livremente dispersiva em agua (BHAWANA et al., 2011). Essa maior solubilidade da
NC pode ser atribuida a sua area de superficie maior, o que promove sua dissolucao
(MCNEIL, 2005).

E notavel o avango da compreenséo da fisiopatologia da sepse com o passar
dos anos, entretanto o0 avango terapéutico nao tem acompanhado esse mesmo ritmo
de crescimento. Ja é sabido que pacientes sobreviventes da sepse sofrem com varias
sequélas decorrentes de alteragdes secundarias cuja a etiologia ainda esta em
processo de elucidagdo. Desta forma, novas terapéuticas que focam nessas

alteracdes se fazem indispensaveis.

Considerando que a manutengao da integridade estrutural do miocardio é
essencial para o correto funcionamento do coragao e que, sabidamente 0 uso
prolongado da Rapamicina apresenta reagdes adversas consideraveis, o estudo de
novos alvos terapéuticos focados na inibigao da via mTOR e que nao tragam prejuizos
ao sistema cardiovascular, surgem como uma alternativa para minimizar ou suprimir
a cardiomiopatia observada na sepse. Sendo assim, o estudo dos efeitos da
administragao da Curcumina livre e nanoencapsulada, sua possivel inibicao da mTOR
e seus efeitos sobre a disfungao miocardica observada na sepse induzida por ligadura
e perfuragao do ceco (do inglés “cecal ligation and puncture” - CLP) faz-se tao

necessario.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da Curcumina na integridade estrutural dos cardiomidcitos e
na expressao dos componentes da via mTOR no coragdao de camundongos

submetidos a sepse experimental.
2.2 Objetivos Especificos

e Avaliacdo clinica do estabelecimento da sepse pelo modelo polimicrobiano
CLP;

e Averiguar a acado da Curcumina livre e da nanocurcumina sobre as lesdes
cardiacas induzidas pela sepse;

e Observar os efeitos da Curcumina livre e da nanocurcumina nas alteracdes
ultra-estruturais induzidas pela sepse no coracéo;

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

no coragcao de camundongos sépticos;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencdao e caracterizagdo da Nanocurcumina (NC)

Para obtencao 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 solucao foi pulverizada em agua fervente (50 mL) gota a gota com uma taxa de
fluxo de 0,2 mL/min em 5 minutos sob condi¢gbes ultrassénicas, com uma poténcia
ultrassoénica de 100 W e uma frequéncia de 30 kHz. Apds sonicagéo por 10 minutos,
o conteldo foi agitado a 200-800 rpm em temperatura ambiente por cerca de 20
minutos, quando uma solugéo clara de cor laranja foi obtida. A solugéo foi concentrada
sob presséo reduzida a 50 °C e depois seca por congelacao para obter um po laranja.
Um co-TLC da amostra em p6 com curcumina padrédo mostrou que ambos tinham os
mesmos valores de FR (fatores de retencéo). Além disso, os espectros de 1H NMR e

ultravioleta (UV) do pa liofilizado confirmaram que era curcumina.
3.2 Cultura de células

Cardiomidcitos embrionarios de rato (células H9c2) foram adquiridos no Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As ceélulas 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 cm?. 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 apo6s atingir cerca de 70-80% de
confluéncia. As células foram separadas usando tripsina-EDTA. As células foram

semeadas para estudos de citotoxicidade em placas de microtitulacdo de 96 pocos.
3.3 Ensaio de viabilidade celular

As células foram destacadas das garrafas de cultivo, utilizando-se tripsina-EDTA, e
contadas em camara de Neubauer com auxilio de exclusédo de azul de tripano para
determinar a viabilidade. Trés placas de 96 pocos foram semeadas com 1 x 104
células por poco (volume final 200 pL por poco). As placas foram incubadas durante
24 horas para permitir a fixacdo e recuperagdo das células. Depois disso,
concentragbes de 0.1, 0.3, 0.5, 1 e 2.5 uM de NC foram adicionadas aos po¢os 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, apos 24h do tratamento das células
com as formulagdes, foram adicionados 200uL de solugéo de MTT (5 mg/mL) em cada
poco. As células foram incubadas por 4h, foi retirado o meio e substituido por 200uL
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 pocos contendo as células sem adi¢cao da formulagéo.
Os resultados obtidos foram valores médios da viabilidade celular + erro padrdo médio
(EPM) de experimentos em triplicata. Os resultados foram calculados segundo a
equacao 1:

Células viaveis (%) = (Absorbancia amostra/Absorbancia controle) x 100

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando ANOVA seguido pelo teste de
Tukey para multiplas comparacdes. Todos os dados foram expressos como a média

+ EMP de trés experiéncias independentes.
3.4 Animais de experimentacao

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo da Universidade de Sdo 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 distribuidos em gaiolas (maximo de seis animais por caixa)
mantidos com agua e racao ad libitum. Para os experimentos, camundongos machos

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

Grupos experimentais

SHAM grupo de animais falso-operados;

grupo de animais falso-operados tratados com
Curcumina livre;

grupo de animais falso-operados tratados com

SH+CL

SH+NC .
nanocurcuming;
CLP grupo de animais submetidos ao estimulo séptico
grave;
CLP+CL grupo de animais submetid_os ao estimulo séptico
grave tratados com Curcumina livre;
CLP+NC grupo de animais submetidos ao estimulo séptico

grave tratados com nanocurcumina,

Fonte: Autoria propria.

A Curcumina livre (CL) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EUA) e a nanocurcumina (NC)
ambas na dose de 12,5 mg, foram diluidas em solucédo salina NaCl 0,9% estéril (100
uL de volume total/animal) e injetado por via subcutanea logo apés a cirurgia CLP ou
a operacao simulada (Figura 2). Camundongos sépticos ndo tratados e camundongos
controle ndo tratados receberam um volume equivalente de solucéo salina. As taxas
de sobrevivéncia foram monitoradas a cada 12 horas durante cinco dias apos a

cirurgia usando 10 animais por grupo.
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Figura 2. Representagao esquematica do delineamento experimental. Iniciou-se os
procedimentos experimentais in vivo com a realizacéo da cirurgia para indugcédo da sepse pelo modelo
CLP. O tratamento foi administrado ao fim da cirurgia. As coletas foram realizadas em dois periodos,

sendo estes 24 horas e 120 horas apds a CLP.
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- SHAM « SH+CL « SH+NC
«CLP + CLP+CL « CLP+NC

Fonte: Autoria propria.

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

Para inducédo da sepse experimental foi seguido o protocolo de inducdo da sepse
polimicrobiana a partir do modelo de ligadura e perfuracdo 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 oxigénio medicinal (02), por meio de mascara facial. O abdémen foi raspado e
uma incisdo mediana foi realizada. O ceco foi isolado e ligado com fio de seda 6-0
abaixo da valvula ileocecal sem causar obstrucdo intestinal. O ceco foi entdo
perfurado com agulha de calibre 18G para induzir o estimulo séptico grave (CLP). O
conteldo intestinal foi extrusado suavemente pela puncao e o ceco foi recolocado em
sua posicdo original. O abdémen foi entdo suturado. Animais sham-operados
(controles) foram submetidos aos mesmos procedimentos, exceto para ligadura cecal
e puncdo. Imediatamente apos a cirurgia cada animal recebeu uma injegao
subcutanea de 1mL de salina e foi colocado em incubadora a 37°C por 30 minutos.
No pos-operatério todos os animais receberam um tratamento com analgésico de

acgao central Tramadol (Tramal®) na dose de 12,5 mg intramuscular apos a sutura e
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5 mg/Kg diluidos em agua disponiveis nos bebedouros de cada gaiola durante todo o

periodo experimental de 120 horas.

Figura 3. Modelo polimicrobiano de inducéo de sepse a partir daligadura e perfuracdo do ceco
(CLP). Para inducéo da sepse, apds laparotomia mediana o ceco € localizado e inicia-se a ligacao
proxima a valvula ileo cecal com posterior perfuracao utilizando agulha 18G transpassando o ceco

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

Fonte: Autoria propria.

Os camundongos foram monitorados diariamente quanto a sinais de doencas, como
piloerecdo, marcha curvada, letargia, secrecao ocular e diarreia (Tabela 3) seguindo
0s parametros de avaliacdo de sepse murina recentemente revisados (MAI et al.,
2018). Os camundongos que exibiam sinais graves de angustia (respiracao dificil, ndo
responsividade a batidas na gaiola, falha na higiene, secrecédo ocular grave) foram
submetidos a eutanasia por inje¢cdo de uma mistura de cetamina (90-120 mg / kg) e

xilazina (10 mg / kg), seguido de luxacéo cervical.
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Tabela 3. Sistema de pontuacao (do inglés “Murine Sepsis Score” — MSS) modificado para

monitoramento de desfechos substitutos e avaliacdo da gravidade da doenca em sepse

polimicrobiana - CLP de camundongo.

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

Parametros de 0 1 2 3
avaliacéo
Aparéncia Pelagem Pelo A maioria dos Piloerecéo, aparéncia
lisa ligeiramente  pelos das costas inchada
ericado esta ericado
Nivel de Ativo Ativo, mas Ativo somente N&o responsivo,
consciéncia evita ficar guando mesmo quando
em pé provocado provocado
Atividade Normal Suprime Estacionario Estacionario, mesmo
comer, quando provocado
beber ou
correr
Resposta ao Normal Resposta Sem resposta Sem resposta a
estimulo lenta a auditiva, estimulos de toque
estimulos  resposta lenta ao
auditivos ou toque
de toque
Olhos Abertos, Parcialmente  Meio fechados, Quase totalmente ou
sem abertos, com  com secregdes completamente
secrecoes poucas fechados com
secrecdes secrecoes
Qualidade da Normal Periodos de Respiracdo Respiragéo dificil com
respiragéo respiracao constantemente Suspiros
dificil dificil

Fonte: Mai et al., (2018).

3.6 Eutanasia e coleta

Apos 24 e 120 horas da inducao da sepse, os animais de cada grupo foram
anestesiados com isoflurano 2,0-3,0%, vaporizado em oxigénio medicinal (O2), por
meio de mascara facial. A cavidade toracica foi aberta, expondo o coragao ainda
pulsando. Foi realizada a exsanguinacdo da aorta, em seguida os coragoes foram
rapidamente excisados e, lavados com solugao salina gelada (4°C) de NaCl a 0,9%,
secos em papel de filtro. Posteriormente, os coragdes foram seccionados
longitudinalmente em duas metades. As amostras de coracéo foram direcionadas ao
formol tamponado 10% ou congelados a -80°C para realizacdo do Western Blotting
(WB) ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Vale ressaltar que foi retirado um
pequeno fragmento de 1,0-0,5 mm fixado em glutaraldeido. Os demais Orgaos

coletados tiveram fragmentos direcionados para o WB armazenados a -80°C e para
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realizacdo da microscopia Optica convencional fixados em formol tamponado 10%
(Figura 4).

Figura 4. Representacdo esquematica da coleta de amostras. As amostras de coracéo foram
coletas de acordo com a analise, sendo estas Microscopia Eletronica de Transmisséo — MET (n=2),
Western Blotting — WB (n=4), Rea¢do em Cadeia da Polimerase — PCR (n=4) e Microscopia de Alta

Resolugdo em metacrilato (n=5).

K

MET l Metacrilato

2
v

WB ou PCR
Fonte: Autoria propria.

3.7 Microscopia éptica convencional

Amostras do pulmao figado e rins foram desidratados em concentragdes crescentes
de alcool 70%, 90% e 100%. Apds o ultimo alcool as amostras foram clarificadas em
xilol, e dois banhos de parafina (0 tempo de processamento seguiu o protocolo
especifico para cada tecido) e incluidas em parafina. Cada bloco de parafina foi
cortado em secgoes de 4 um de espessura. Logo apés os cortes foram corados com

hematoxilina e eosina e avaliados em microscopio Leica DMRS (Leica Microsystems).
3.8 Microscopia de Alta Resolucao

Amostras dos coragoes, foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool
70, 95 (3 trocas de 15 minutos) e 100% (3 trocas de 1 hora cada), passados pela
solugao pré-infiltradora (24 horas), solucao infiltradora (24 horas), incluidos 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 ym foram obtidos em micrétomo Sorvall JB4-
A (DuPont Company, Newtown, EUA), estirados em banho-maria a temperatura
ambiente, colocados em lamina de vidro e secos em platina aquecida a uma

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

Microsystems).
3.9 Estudo ultraestrutural

A caracterizagao das alteragdes ultraestruturais dos coragoes dos diferentes grupos
de animais submetidos a sepse foi avaliada por microscopia eletrénica de
transmissdo. As amostras foram fixadas por imersédo em aldeido glutarico a 3% em
tampao fosfato 0,1M, pH 7,3 a 4°C, para fixagao. Apos lavagem, em tampao fosfato
0,1M, o tecido foi pds-fixado em solugao de tetréxido de ésmio a 1% em tampao
fosfato 0,1M a 4°C. O tecido foi desidratado em concentragdes crescentes de acetona
e incluido 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 microscopio eletrénico de transmissao.
3.10 Western Blotting

As amostras de coracgao coletadas foram imediatamente congeladas a -80°C até o
momento da extragao de proteinas. Para a extragao das proteinas foram adicionados
400 uL de tampao de extragao (100mM NacCl, 10 mM Tris-ClI, pH 7,6, 0,1% SDS e 1
mM PMSF; Sigma-Aldrich) ao tecido que foi triturado com homogeneizador de tecidos
(DREMEL®300, Marconi, Ribeirao Preto, Brasil). Apos este procedimento o material
foi centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo a
solugao de proteinas foi coletado e aliquotado para dosagem de proteinas. A dosagem
de proteinas foi realizada em espectofotometro em comprimento de onda de 595nm
pelo método de Bradford. Em seguida, amostras contendo 40ug de proteinas foram
aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE a 7 ou 10% de acordo com 0 peso
molecular da proteina a ser analisada. Terminada a corrida do gel, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de PVDF (Immobilon®-Psq, Millipore Corporation,
Billerica, MA, EUA). A transferéncia completa das proteinas foi confirmada pela
coloracao de gel e membrana com corante Ponceau S (Sigma-Aldrich). A membrana
de PVDF carregando as proteinas foi colocada em solugao de blogueio com BSA
(Sigma-Aldrich) a 5% overnight a 4°C. Apos, a membrana foi lavada em solugao
tampao PBS-T (Tampéo fosfato-salino do inglés “phosphate buffered saline”) com
Tween-20 (pH 7,2-7,4) e incubada overnight a 4°C com o anticorpo primario: anti-
MTOR, anti-GAPDH diluidos em solugao de BSA a 1% e tampao PBS-T. Apds o
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periodo de incubagao, as membranas foram lavadas em PBS- T e incubadas por 45
minutos a temperatura ambiente com anticorpos secundarios conjugados com HRP.
Foram utilizados anticorpos a-rabbit-IgG/HRP. Em seguida, a membrana foi lavada
novamente em tampao PBS-T e incubada com solugao de revelagao Immobilon Forte
Western HRP substrato (Millipore) de acordo com as especificagdes do fabricante.
Apds este processo, a membrana foi revelada no aparelho ChemiDoc XRS (BioRad).
A quantificagdo das bandas especificas foi realizada usando o programa ImageJ
(disponivel na internet http://rsb.info.nih.gov/nih-image). Os valores relatados sao

referentes a densidade 6ptica (DO) das bandas expressas em unidade arbitraria (UA).
3.11 Extracao e quantificacdo de RNA para Real-time PCR

Para a extragao de RNA foi adicionado 1mL de Trizol® Reagent (Life Technologies
Corporation) ao tecido que foi triturado com homogeneizador de tecidos
(DREMEL®300, Marconi). Apds este procedimento as amostras foram incubadas em
temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200uL de
cloroférmio ao tubo e este foi homogeneizado no vértex por 15 segundos, as amostras
foram incubadas por 2 minutos e entao centrifugadas a 4°C, 12.000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para tubos livres de RNAse, 0
sobrenadante foi precipitado com 500uL de isopropanol e homogeneizado em vortex
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 200uL 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. Apos a secagem foram adicionados 20uL de agua DEPC. O
RNA foi quantificado no aparelho Nanodrop 2000. Apdés a determinagao da
concentragao do RNA total o lisado foi armazenado a -80°C, para a reagao de Real
Time-PCR.

35



3.12 Real-time PCR

Para a transcrigao reversa, 500ng de RNA total foram transcritos com o High-capacity
cDNA RT (Applied Biosystems, Foster City, EUA), em termociclador, conforme
instrugdes do fabricante. Em seguida, foi realizada reagao para detecgao dos genes:
MmTOR, Raptor, Rictor, Rps6k e Eif4ebp utilizando-se sondas TagMan (TagMan
Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, CA, EUA), de acordo com as
instrugdes recomendadas pelo fabricante.

3.13 Analise Estatistica

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados apresentaram
distribuigado normal. O indice de sobrevida foi apresentado como a porcentagem de
animais vivos. O nivel de significancia considerado foi de 5% e os dados sao
apresentados como média * erro padrao da média (EPM). Os dados obtidos foram
analisados utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism 5 (Graph Pad
Software In., San Diego, California, EUA). Comparag¢des multiplas entre os grupos

foram feitas pela analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey.
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4. Resultados
4.1 Viabilidade celular

Afim de avaliar se a formulacdo de nanocurcumina apresentava citotoxicidade para as
células cardiacas em cultura, avaliamos diferentes concentra¢des em linhagem celular
de cardiomidcitos murinos H9c2 por um periodo de 24 horas. A nanocurcumina nao
apresentou toxicidade, mantendo a viabilidade celular acima de 86% na maior

concentragéo (Figura 5).

Figura 5. Avaliagdo datoxicidade da nanocurcumina em diferentes concentragdes. Viabilidade
celular de células H9c2 tratadas em concentracdes 0.1, 0.3, 0.5, 1 e 2.5 uM CT: controle. Dados

corresponde a trés ensaios independentes em triplicata (n=3).
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4.2 Caracterizacédo 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 parametros do escore de sepse murina e mortalidade. Os animais dos grupos
controle SHAM, SH+CL e SH+NC né&o apresentaram nenhuma alteracao referente ao
peso, temperatura e comportamento. Nao houve diferenca do peso e temperatura
entre o grupo séptico nao tratado (CLP) em comparac¢ao aos grupos tratados (CLP+CL
e CLP+NC). Os animais do grupo séptico nao tratado (CLP) exibiram alteracdes
comportamentais e fisiol6gicas, tais como: piloerecdo, prostragéo, pouca ou nenhuma
resposta a estimulos (sonoros e tateis), respiracdo ofegante, olhos semiabertos
associados a secrecdo ocular, diarreia e perda progressiva de peso. Os animais
sépticos tratados com curcumina livre CLP+CL e nanocurcumina CLP+NC
apresentaram essas alteragcbes comportamentais mais brandas em comparacéo 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 periodo de avaliagao (6
horas) nao foram observadas alteragdes fisicas nos animais e também nao ocorreram
mortes em nenhum dos grupos. A curva de sobrevida mostrou que os animais falso-
operados (SHAM, SH+CL e SH+NC) apresentaram indice de 100% de sobrevida ap6s
o final do periodo de observacdo de 120 horas (5 dias). Os animais submetidos ao
estimulo séptico grave nao 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 periodo de observacéao (120 horas).
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Figura 6. Caracterizacdo da sepse murina por ligadura e perfuracdo do ceco. Em A encontrasse
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4.3 Avaliacéo histopatologica do coracéo

A analise histopatol6gica do miocardio dos animais foi realizada para avaliar os efeitos
da sepse no tecido. Os coragcbes dos grupos controle (SHAM), controles tratados
(SH+CL e SH+NC), séptico (CLP) e seépticos tratados (CLP+CL e CLP+NC) foram
submetidos a avaliagdo por microscopia de alta resolucao (metacrilato) apos 24 e 120
horas da inducdo da sepse. Nao foram observadas alteracbes morfoldgicas 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 periodo de observacado 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 miocitolise, edema
e banda de contratura focal. O grupo CLP+CL, em 24 horas, apresentou vacuolos
citoplasmaticos focais (Figura 8 C e D). Apés as 120 horas foram observados focos
de miocitolise e vacuolos citoplasmaticos (Figura 9 C e D). O grupo CLP+NC
apresentou focos de miocitélise em 24 horas (Figura 8 E e F) e em 120 horas néo

foram observados alteragdo morfologicas (Figura 9 E e F).
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Figura 7. Andlise histopatoldgica do miocérdio dos animais controle falso operados com e
tratamento (material incluido em metacrilato). O miocardio 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) ap6s 120 horas foram submetidos a microscopia Optica de alta resolugcéo (metacrilato). Nenhuma

alteracdo histopatolégica foi encontrada. As fotomicrografias A, C e E foram obtidas a partir da
objetiva de 20x (100 um), e B, D e F na objetiva de 40x (50 pm).

SHAM

SH+CL

SH+NC
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CLP+CL

CLP+NC

Figura 8. Andlise histopatolégica do miocardio dos submetidos a sepse tratados e nao
tratados (material incluido em metacrilato). A avaliagdo dos miocardios dos grupos sépticos ndo
tratato CLP (A e B) e tratado com nanocurcumina CLP+NC (E e F) no periodo de 24 horas, mostra a
presenca de edema e miocitolise focais (seta preta). No grupo séptico tratado com a curcumina livre
CLP+CL (C e D), nota-se vacuolos citoplasmaticos (ponta da seta). As fotomicrografias A, Ce E
foram obtidas a partir da objetiva de 20x (100 um), e B, D e F na objetiva de 40x (50 pum).

24 horas

/
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Figura 9. Analise histopatolégica do miocardio dos submetidos a sepse tratados e nao
tratados (material incluido em metacrilato). A avaliagdo do miocéardio do grupo CLP (A e B) no
periodo de 120 horas, mostra a presenca de vacuolos citoplasmaticos (ponta da seta), bem como

bandas de contratura (seta amarela), edema e miocitdlise focais (seta preta). No grupo séptico
tratado com a curcumina livre CLP+CL (C e D), nota-se vacuolos citoplasmaticos (ponta da seta) e
edema (seta preta). As fotomicrografias A, C e E foram obtidas a partir da objetiva de 20x (100 pm), e
B, D e F na objetiva de 40x (50 pum).

120 horas
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4.4 Andlise ultraestrutural do miocéardio

Na avaliacdo da ultraestrutura das células musculares cardiacas, foram abservadas
alteracoes expressivas no grupo CLP (Figura 10 A e B). A presenca de lise e edema
mitocondrial, bem como edema interfibrilar, desorientacdo e fragmentacdo 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 preservacao das mitocondrias
e miofibrilas, mas com presenca de vacuolos lipidicos.
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4.5 Avaliacéo do perfil de expressdo dos componentes da via mTOR

A via da mTOR est4 envolvida na resposta celular ao estresse, citocinas e horménios,

sendo composta pelos complexos mMTORC1 e mTORC2.
4.5.1 Expressao génica Raptor

A andlise da expressao génica da Raptor no miocardio dos animais controle (SHAM),
controles tratados (SH+CL e SH+NC), séptico (CLP) e sépticos tratados (CLP+CL e
CLP+NC). No periodo de 24 horas ap0s a inducdo da sepse nao foram observadas
diferencas na expresséo de Raptor entre os grupos. No entanto, ao comparar os niveis
expressos em 24 horas com os niveis de 120 horas, nota-se o aumento nos niveis de
Raptor entre o grupo CLP (p<0.05) e CLP+CL (p<0.001) (Figura 11). Em 120 horas
houve um aumento nos niveis de mRNA de Raptor no grupo séptico CLP (p<0.05) em
relacdo ao controle SHAM (Figura 11.).
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Figura 11. Andlise do perfil de expressao génica por PCR em tempo real da Raptor no coracao
de animais sépticos tratados e ndo tratados com curcumina. A avaliagdo dos niveis de mRNA de
Raptor mostra que nédo houve diferenca entre nenhum grupo em 24 horas ap6s a inducéo da sepse.
Ao comparar os niveis de Raptor do periodo 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 niveis de Raptor no grupo séptico CLP (p<0.05) em comparacao ao grupo controle

SHAM. Os resultados sao expressos em unidades arbitrarias (UA).
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4.5.3 Expressao génica Rictor

A analise da expressao génica da Rictor no miocardio 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 periodo de 24
horas apds a inducdo da sepse ndo foram observadas diferencas na expressao de
Rictor em nenhum dos grupos (Figura 12). No entanto, ao comparar 0s niveis
expressos em 24 horas com os niveis de 120 horas, nota-se que houve aumento nos
niveis de Rictor no grupo CLP+CL (p<0.05) e CLP+NC (p<0.05) (Figura 12).
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Figura 12. Andlise do perfil de expressao génica por PCR em tempo real da Rictor no coracéao
de animais sépticos tratados e ndo tratados com curcumina. A avaliagdo dos niveis de mRNA de
Rictor mostra que nédo houve diferenca entre nenhum grupo em 24 horas ap0s a inducéo da sepse.
Ao comparar os niveis de Rictor do periodo 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 sao expressos em
unidades arbitrarias (UA).
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4.5.4 Expressao génica Rps6kb1l

A andlise da expressao génica da Rps6kbl no miocardio 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 Rps6kbl.
Tanto no periodo de 24 horas, quanto em 120 horas ap0s a inducao da sepse, nao
foram observadas diferencas na expressao de Rps6kbl em nenhum dos grupos
(Figura 13).
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Figura 13. Andlise do perfil de expressao génica por PCR em tempo real da Rps6kb1 no
coracdo de animais sépticos tratados e néo tratados com curcumina. A avaliagéo dos niveis de
MRNA de Rps6kbl mostra que ndo houve diferenca entre nenhum grupo em 24 e 120 horas apds a

inducéo da sepse. Os resultados sao expressos em unidades arbitrarias (UA).
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4.5.5 Expresséo génica e proteica da mTOR total

A analise da expressao génica da mTOR no miocardio 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 ndo houve alteracdo nos niveis 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 reducao
significativa nos niveis de mTOR comparado ao CLP (Figura 14 A). Ao comparar 0s
niveis de mTOR entre os periodos de 24 e 120 horas ap0s a inducéo da sepse houve
reducdo nos niveis 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 niveis proteicos de mTOR foram mensurados no coragao dos animais
controle (SHAM), controles tratados (SH+CL e SH+NC), séptico (CLP) e sépticos
tratados (CLP+CL e CLP+NC). Nota-se que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos em 24 (Figura 11 B). Entretanto, em 120 horas houve aumento significativo no
grupo seéptico (CLP) (p<0.001) em relacdo ao controle (SHAM). O grupo CLP+NC
apresentou aumento significativo (p<0.001) nos niveis de mMTOR em comparagédo com

0 grupo séptico nao tratado (Figura 11 C).
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mTOR / GAPDH (UA)

Figura 14. Anélise do perfil de expressé&o génica por PCR em tempo real e proteica por Western
Blotting da mTOR no coragdo. Em 24 horas que ndo ha alteragcdo na expressdo génica 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 reducéo significativa comparado ao
CLP (A). Ap6s 120 horas da inducao da sepse, nota-se reducéo significativa da mTOR no grupo CLP
(p<0.001) comparado ao periodo de 24 horas, em contrapartida, os grupos tratados CLP+CL (p<0.05)
e CLP+NC (p<0.05) aumentaram (A). Nao foram encontradas diferengas significativas nos niveis
proteicos de mTOR no miocardio dos animais no periodo de 24 horas (B). Em 120 horas houve
aumento significativo no grupo CLP (p<0.001) em relacédo ao controle (SHAM) no grupo CLP+NC
(p<0.001) em relacédo ao grupo séptico nao tratado (CLP) (C). Os resultados sao expressos em

unidades arbitrarias (UA).
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5. Discussao

O acometimento cardiovascular na sepse € um fator frequentemente fatal, que
esta diretamente relacionado com a alta mortalidade. Estima-se que 50% dos
pacientes com sepse sejam acometidos com disfuncdo cardiaca e apesar do grande
avanco feito a respeito da fisiopatologia da DCIS, ainda n&do esta totalmente
compreendido como a célula cardiaca responde aos inUmeros estimulos decorrentes
do processo séptico (BURTON; WAISBREN, 1951; PARRILLO et al., 1990; MERX;
WEBER, 2007; JAWAD; LUKSIC; RAFNSSON, 2012; DANTAS; COSTA, 2015;
HEUREUX et al., 2020). Portanto, o entendimento da sinalizagédo molecular envolvida
na génese da disfungcdo cardiaca se faz indispensavel. No presente trabalho
demonstrou-se que a via da mTOR é um alvo importante na resposta dos
cardiomidcitos durante a sepse expressao e que a curcumina foi capaz de interferir na

expressao dessa via.

O modelo para inducdo da sepse experimental a partir da ligadura e perfuracéao
do ceco é considerado “padrao-ouro” na pesquisa pois, se assemelha ao quadro de
sepse humana decorrente de uma perfuracdo intestinal, como por exemplo na
peritonite aguda (WICHTERMAN; BAUE; CHAUDRY, 1980; DEJAGER et al., 2011).
Entretanto, apesar de ser um modelo bem-sucedido, existem diferencas consideraveis
na resposta de um camundongo a sepse quando comparado com o humano. Na sepse
humana o paciente apresenta taquicardia, taquipneia, febre e alta sensibilidade a
endotoxinas (HOTCHKISS et al., 2016; VINCENT, 2016). Além disso, a proteina C
reativa € a principal proteina de fase aguda (VINCENT, 2016). Em camundongos,
observa-se bradipneia e bradicardia, hipotermia, a principal proteina de fase aguda é
a amiloide sérica, além disso, sao resistentes a endotoxinas (WARREN et al., 2010;
KARP, 2012; ISKANDER et al., 2013; HOOVER et al., 2015; ZOLFAGHARI et al.,
2015). Do ponto de vista imunolégico, a principal célula predominante no humano sao
os neutréfilos, enquanto nos camundongos sédo os linfocitos, e os genes das
interleucinas IL-8, IL-32, IL-37 estdo ausentes nesses animais (JUNHEE SEOK et al.,
2013; CAVAILLON; SINGER; SKIRECKI, 2020). Por fim, ha diferencas na composicao
da microbiota intestinal: Prevotella, Ruminococcus, Faecalibacterium estéo presentes
na microbiota humana, e no camundongo estdo 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 estimulo séptico grave. Os grupos CLP e CLP+NC apresentaram
sobrevida de 50% e o grupo CLP+CL 60% ao fim da observacédo (120 horas). Além
disso, houve perda de peso ap6s 24 horas do estimulo séptico em todos 0s grupos
submetidos a sepse. O quadro de sepse também foi confirmado através das
avaliacOes clinicas de medicao diaria da temperatura onde, a temperatura corporal
dos animais sépticos reduziu consideravelmente e dos sinais do escore de sepse
murina (aparéncia, nivel de consciéncia, atividade, resposta ao estimulo, olhos e

gualidade da respiracéo), os quais ficou evidente a evolucdo da sepse nos animais.

A avaliacdo histopatologica do coracdo dos sépticos nao tratados (CLP),
mostrou alteracbes morfolégicas importantes como difusos de miocitolise, edema
intracelular, vacuolos citoplasmaticos e banda de contratura, quanto as 24 quanto 120
horas apo6s a inducéo da sepse experimental, mostrando a eficiéncia do modelo CLP
e os efeitos da sepse sobre o miocardio dos animais. Varias hipoteses foram
propostas na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos na lesdo miocardica
induzida pela sepse. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram
como a perda de proteinas estruturais importantes associadas a manutencao, correto
funcionamento do aparelho contrétil e das conexdes intercelulares esta relacionada a
injaria dos cardiomiocitos (CELES et al., 2007, 2010a; FREITAS et al., 2016; RATTIS
et al., 2021). A reducdo da expressao da actina e miosina tem um impacto direto na
contracao das miofibrilas cardiacas ja, a perda da distrofina e B-distroglicana deixa a
membrana plasmatica suscetivel ao estresse mecéanico decorrente do processo de
contracdo, podendo ocasionar em microrupturas na membrana dos cardiomiécitos
(LAPIDOS; KAKKAR; MCNALLY, 2004; CELES et al., 2010b, 2013). A perda de
proteinas como a N-caderina e conexina-43 prejudica a comunicacdo entre o0s
cardiomidcitos por meio das juncfes aderentes e do tipo GAP (CELES et al., 2007).
Além disso, a célula cardiaca sofre com o aumento significativo de célcio intracelular
[Ca?*]i decorrente de defeitos nas bombas de Ca?*, rupturas da membrana plasmaética
e liberacdo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico (FANCHAQUY et al., 2009; CELES
etal., 2013; SEPULVEDA et al., 2017). O excesso desse ion no interior da célula leva
a ativagao de diversas enzimas que promovem a inativagao do ATP, dano nuclear,
lise das proteinas estruturais e da membrana plasmatica, promovendo morte celular
e lesao tecidual difusa (CELES; PRADO; ROSSI, 2012).
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O uso da curcumina como agente anti-inflamatério em diferentes situacfes esta
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 degeneragao
vacuolar ou granular, necrose de coagulagao, além de melhorar a fungao cardiaca
(ZHU et al., 2005; RADIMERSKI et al., 2011; NAHAR; SLITT; SEERAM, 2015; DA
SILVA et al., 2017). Karimi e colaboradores (2019), revisaram varios estudos sobre 0s
mecanismos de acao conhecidos da curcumina na sepse e mostraram que, a
atividade imunomodulatéria com reducéo da liberacdo de mediadores inflamatérios
como TNF-a, IL-1B, IL-6, além de regular a ativacdo de macrofagos e migracéo
neutrofilica e, além disso, a curcumina diminui a injaria tecidual através de sua
atividade antioxidante, reduzindo as espécies reativas de oxigénio, além de suprimir
a peroxidacdo lipidica, em conjunto, esses mecanismos contribuem com a
manutencao 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 reducao das
lesdes nos periodos avaliados 24 e 120 horas, demonstrando os efeitos benéficos da

curcumina em ambas as formulacdes.

Concomitantemente, a avaliacdo da ultraestrutura dos cardiomiocitos sépticos
mostrou a presenca de edema e lise mitocondrial, além de ruptura e desorientacéo
das miofibrilas. As mitocondrias sdo componentes centrais na producdo de energia
para as células. Na sepse, as disfuncdes mitocondriais estdo diretamente
relacionadas ao dano tecidual, a instabilidade hemodinamica e pior prognéstico dos
pacientes (BREALEY et al., 2002; EXLINE; CROUSER, 2008). Apesar das causas
para essa disfuncdo mitocondrial ainda ndo serem totalmente conhecidas, sabe-se
gue as mitocdndrias podem sofrer disfuncdo secundaria decorrente da acédo dos
radicais livres, deplecdo devido ao processo autofagico e incapacidade de promover
a biogénese mitocondrial durante a sepse (MELA; BACALZO; MILLER, 1971;
SCHUMER et al., 1971; BREALEY et al., 2002; RAHMEL et al., 2020). Ademais, 0
comprometimento mitocondrial resulta em baixos niveis de ATP, aumentando o
metabolismo anaerdbico e da produgdo de &cido latico (ROLFE; BROWN, 1997,
EXLINE; CROUSER, 2008). Assim, as alteracOes ultraestruturais observadas nos
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cardiomidécitos sépticos apresentam correlacdo direta com as lesGes observadas na
analise histopatoldgica no grupo CLP, mostrando a importancia dessas modificacfes
para o entendimento do quadro geral da cardiomiopatia séptica. A avaliacdo
ultraestrutural dos grupos sépticos tratados CLP+CL e CLP+NC revelou integridade
das miofibrilas e das mitocéndrias, apenas com o aparecimento de vacuolos lipidicos.
Esse resultado corrobora com a analise morfologica. Além disso, foi demonstrado na
sepse e em modelos de leséo renal aguda, que a curcumina atua preservando as
funcdes mitocondriais, como a biogénese mitocondrial e a maquinaria antioxidante
mitocondrial nos rins (NEGRETTE-GUZMAN et al., 2015; APARICIO-TREJO et al.,
2017; ORTEGA-DOMINGUEZ et al., 2017).

Essas alteracdes decorrentes da sepse sao identificadas pelos cardiomiocitos
através de uma rede complexa de sinalizacéo celular e molecular. A via da mTOR
estd envolvida na resposta celular ao estresse, processo inflamatério, déficit
energético e hipoxia (LIU; SABATINI, 2020). No presente estudo demonstramos a
expressdo génica dos componentes da mTOR em modelo murino de sepse grave
tratados ou ndo com curcumina. A expressdo génica de Raptor em 24 horas néo
apresentou diferenca significativa entre os grupos. Entretanto, podemos observar que
houve um aumento em 120 horas nos grupos sépticos nao tratado (CLP), e tratado
CLP+CL quando comparado ao periodo de 24 horas. Ademais, houve um aumento
significativo de mRNA de Raptor no grupo (CLP) em comparacao ao controle SHAM
em 120 horas. Raptor tem como funcgao principal servir de suporte para mTOR quinase
no processo de recrutamento e fosforilacho de S6Ks e e4EBPs, proteinas

responsaveis pela sintese de proteinas (LIU; SABATINI, 2020).

Shende e colaboradores (2011) demonstraram que a deplecdo de Raptor em
células cardiacas de camundongos adultos resultou na expressdo marcadores de
estresse metabdlico, e 0s animais apresentaram distarbios funcionais semelhantes a
cardiomiopatia dilatada (SHENDE et al., 2011). Na hipertrofia cardiaca a inibicdo de
MTORCL1 pela rapamicina, atenuou a hipertrofia patoldgica, melhorou a funcao
cardiaca e reduziu a formagao dos imunoproteassomas no coragao através da
regulagao negativa das vias de sinalizagao inflamatorias como o NF-kB e STATS3,
resultando na reducgdo de citocinas pro-inflamatérias (TNFa, IL-18 e MCP-1) (ZHANG
et al., 2015). Analises in vitro com células neoplasicas mostraram que o tratamento

com a curcumina promove a inibicdo de mTORC1 pela disrupcdo de Raptor com
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MTOR (BEEVERS et al., 2009; JOHNSON et al.,, 2009). Neste estudo né&o foi
observado esse efeito, varios fatores podem estar implicados nesse resultado, isso
porque diante de um experimento in vitro a curcumina é adicionada diretamente sobre
célula, ndo necessariamente passando pelo processo de metaboliza¢do. Além disso,
0 metabolismo de uma célula neoplasica 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 indicios da
relacdo entre os aumentos dos niveis da proteina PS6K com a DCIS, o que tem
implicagédo na indices de sobrevida desses pacientes. Nesse estudo, Cheng e
colaboradores (2019), mostraram que 0s pacientes sépticos com DCIS apresentaram
niveis séricos da PS6K mais elevados comparados com pacientes sépticos sem
comprometimento cardiovascular (CHENG MM et al., 2019). Surpreendentemente, 0s
niveis proteicos de mTOR estavam diminuidos no soro dos pacientes com DCIS
apesar ndo haver significancia estatistica (CHENG MM et al., 2019). No presente
estudo ndo observamos alteragdes significativas na expressao do mRNA da Rps6kbl
em nenhum dos periodos avaliados. Tais achados sao esperados uma vez que, a
expressdo de Rps6kbl avaliada diretamente no tecido cardiaco enquanto que
dosagens séricas representam medices a nivel sistémico. Além disso, um paciente
com sepse passa por diversas intervencdes, ademais, 0s periodos entre o inicio de

um processo séptico e momento da coleta de amostra séo variados.

No presente estudo, houve aumento significativo da expressao de Rictor nos
grupos sépticos tratados (CLP+CL e CLP+NC) em 120 horas quando comparados ao
periodo de 24 horas. A Rictor € a principal proteina do complexo mTORC2,
desempenhando papel crucial no desenvolvimento cardiaco, bem como na
organizacao do citoesqueleto e sobrevivéncia celular (WANG et al., 2021). Ademais,
Rictor atua influenciando a translocacdo da conexina-43 para as mitocondrias em
cardiomiécitos embrionarios o que foi comprovado pelo uso células embrionarias
knockdown, aos quais apresentaram reducao da translocacao da conexina-43 para as
mitocOndrias e prejuizo da a fungdo mitocondrial (WANG et al., 2021). O tratamento
dos animais sépticos com curcumina (CLP+CL e CLP+NC) aumentou a expresséao do
MRNA de Rictor o que parece ter relagéo direta com 0s achados ultraestruturais que

mostram a manutencdo da integridade mitocondrial. Além disso, a deficiéncia de
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Rictor causa disfuncéo cardiaca em animais submetidos a sobrecarga de presséo, o
gue néo foi observado em animais com expressao Rictor (SHENDE et al., 2016).

A via mTOR regula importantes processos celulares durante situacdes de
estresse, quando ativada, impede que a célula inicie o processo autofagico. A
autofagia é um processo conservado, altamente regulado que atua na promocéo da
sobrevivéncia celular, controlando a inflamacgéao com o objetivo de limitar a sintese de
componentes responsaveis pela ativacdo do inflamassoma e reducdao de DAMPs
mitocondriais via mitofagia (ZHU et al., 2007; OKA et al., 2012; SHI et al., 2012). Na
sepse, a autofagia € um mecanismo citoprotetor limitando tanto o dano celular quanto
a ativacao da apoptose (PREAU et al., 2016; SUN et al., 2018). Estudos anteriores
demonstraram que a curcumina possui acao no processo autofagico por diferentes
vias, como AKT/mTOR/p70S6K, Beclin-2, p53/p21 ERK1/2 e Fox 01 e, tais efeitos
podem estar envolvido na protecéo do tecido cardiaco (ZHU et al., 2007). No presente
estudo a avaliacéo da expressdo de mRNA para mTOR total revelou que a curcumina
interferiu de forma significativa na expressao desse gene. Os grupos sépticos tratados
(CLP+CL e CLP+NC) apresentaram reducdo de mTOR quando comparados aos
animais do grupo CLP em 24 horas. No periodo de 120 horas foi possivel observar
aumento da expressdo de mTOR somente no coracdo dos animais sépticos tratados
(CLP+CL e CLP+NC), enquanto os animais do grupo séptico ndo tratado (CLP)
apresentou reducdo, mostrando o efeito da curcumina sobre a expressdo de mTOR

total.

Ao mesmo tempo, a avaliacdo dos niveis proteicos de mTOR no tecido cardiaco
dos animais sépticos (CLP) mostrou que apds 120 horas houve aumento significativo
em comparacdao ao controle (SHAM). Nota-se que no grupo séptico tratado (CLP+NC)
houve aumento nos niveis de mTOR em comparacao ao séptico ndo tratado (CLP). A
via da mTOR esta diretamente relacionada a regeneracdo e reparo tecidual (WEI,
LUO; CHEN, 2019). Em modelos de lesdo muscular por cardiotoxina, a via da mTOR
foi ativada a partir da ativacdo da PI3K pelo influxo de Ca?* em células musculares
esqueléticas resultando em melhora da regeneracdo muscular (ZANOU et al., 2012).
Notavelmente, a via da mTOR ¢é indispensavel para a sobrevivéncia das células
cardiacas (SCIARRETTA; VOLPE; SADOSHIMA, 2014). Neste estudo o aumento da
expressdo de mTOR especialmente no grupo séptico tratado (CLP+NC) em 120 horas

parece ter relacdo direta com os achados histopatolégicos, ao qual a ativacdo da via
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da mTOR parece fornecer um ambiente favoravel ao reparo tecidual no coracdo dos
animais sépticos, e a curcumina contribuiu na manutencao da integridade cardiaca a

partir da sua acao sobre a via da mTOR.

60



6. Consideracdes Finais

Este é o primeiro estudo que avalia a agdo da curcumina sobre a via da mTOR
na sepse experimental, e os resultados mostraram que a mTOR tem um papel central
na disfuncdo cardiaca induzida pela sepse, ademais, a curcumina demonstrou acao
cardioprotetora. E importante ressaltar que esse estudo n&o incentiva a utilizagéo da
curcumina como terapia Gnica na sepse, mas sim como uma terapia adjuvante. A
sepse é uma condicdo clinica complexa e multifatorial e, nenhum medicamento

isolado, seria capaz de reverter todas as manifestacdes sistémicas por ela causada.

A utilizacao da curcumina enfrenta alguns obstaculos, como por exemplo baixa
biodisponibilidade devido ao seu carater hidrofobico. Entretanto, varias formulacdes
baseadas em nanotecnologia estdo modificando esse cenario. Aqui testamos uma
formulacdo, a nanocurcumina, cuja estrutura quimica € semelhante a curcumina livre,

mas, com grau de solubilidade maior em agua, tornando-a uma candidata promissora.

Nesse estudo optamos pela via de administracdo subcutanea, com o objetivo
de diminuir a manipulacéo e o estresse animal durante a sepse. No entanto, estudos
com a administracdo via gavagem da nanocurcumina Sao necessarios para uma
melhor compreensdo de sua estabilidade durante a passagem pelo trato

grastrointestinal e metabolizac&o.

Diversos estudos pré-clinicos veem propondo ao longo dos anos novas
intervencdes terapéuticas para a sepse, mas falham em mostrar sua eficacia nos
testes clinicos. O modelo de sepse polimicrobiana por CLP em camundongos apesar
de ser o mais similar a sepse humana, tem limitac6es importantes quanto a resposta
fisiopatoldgica, o que esta diretamente relacionado com o fracasso enfrentado nos
ultimos anos. Consequentemente, 0s numeros de casos e mortes causadas pela

sepse ainda séo alarmantes.
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7. Conclusao

Nossos resultados indicam que o tratamento com curcumina atenuou as lesdes
cardiacas induzidas pela sepse grave em camundongos e, atuou na manutencao da
integridade estrutural das mitocdndrias e miofibrilas cardiacas. Além disso, a
curcumina interferiu na via da mTOR no coracao de animais sépticos, alterando a
expressdo génica de mTOR total. Ademais, a nanocurcumina foi capaz de alterar a
expressao proteica de mTOR total (120 horas). A correta modulacdo da via mTOR
durante a sepse pode fornecer a célula condi¢cdes necessérias para a sobrevivéncia e
a curcumina € uma candidata promissora. Nossos achadas sugerem que a modulacéo

da via mTOR na sepse pode reduzir o dano miocardio induzido pela sepse.
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(tipo de cancer do sistema linfoide), pancitopenia (diminuigdo de todas as cé¢lulas do sangue), parpura
trombocitopénica trombética, linfedema (inchagocausado pordistirbio no sistema linfoide), hemorragia
pulmonar (perda excessiva de sangue nos pulmées), dermatite esfoliativa (descamagio da pele), sindrome
nefrotica (doenga das células renais que gera perda de proteina), glomeniloesclerose segmentar focal (disturbio
queacomete os glomérulosdorim).

Reagao rara (ocorreentre 0,01%e 0,1% dos pacientes que utilizam este medicamento): proteinose alveolar,
vasculite (inflamagio da parede de um vaso sanguineo) de hipersensibilidade.

Frequéncia nioconhecida (ndopodeserestimada a partir dos dados disponiveis): carcinomaneuroendo crino
da pele (tipo de cincer de pele), sindrome de encefalopatia posterior reversivel®.

* Reagao Adversa identificada p os-comercializagao.
Eventos adversos observados em pacientes com LAM

Reagido muito comum(ocorre em 10% oumaisdospacientes queutilizam este medicamento): infecg¢do viral;
infecgaobacteriana, leucopenia (redugdo das células de defesa nosangue: leucdcitos), hiperlipidemia [incluindo
hipercolesterolemia (nivel de colesterol alto)], dor de cabeca, epistaxe (sangramento nasal), estomatite
(inflamagio damucosa da boca), diarreia, ndusea, dor abdominal, acne. dermatite esfoliativa (descamagao da
pele), distarbio menstrual [incluindo amenorreia (auséncia de menstruagao) e menorragia (menstruagao longa ou
intensa )], dor, edema periférico (inchag¢o nas extremidades do corpo), teste de fungiio hepatica anormal
(incluindo enzimas hepaticas: alanina aminotransferase aumentada e aspartato aminotransferase aumentada),
reducdo de peso nio intencional, fadiga (cansago).dorno peito, tontura, dispneia (falta de ar), naso faringite
(resfriado), infeccio do trato respiratario superior(gripe), mialgia (dor muscular) e tosse.

Reagao comum (ocorre entre 1% ¢ 10% dos pacientes que utilizam este medicamento): infecgao do trato
urinario, infecgao fangica, herpes simples, herpes zoster, carcinomade células basais (tipo de cancer de pele),
anemia, hipertrigliceridemia (niveis aumentados de triglicérides no sangue), hiperglicemia (niveis altos de
glicose no sangue), hipocalemia (niveis baixos de potassiono sangue), efusiio pericardica (excesso de liquidoem
camada em voltadocoragio), taquicardia (aceleragdo dos batimentos cardiacos), hipertensdo (pressdo alta),
trombose venosa (incluindo trombose venosa profunda), constipagio (prisdo de ventre), rash, proteintria
(aumento de profeina na urina ¢/ou eliminagdo de proteinasna urina), pirexia (febre), edema(inchago), lactato
desidrogenase sanguinca a umentado (DHL — enzima do figado ¢ dos musculos), doenga periodontal (gengivite ),
desordem dental (doenga nos dentes), gastrite, distensio abdominal (barriga inchada), dorabdominal superior
(dorna barriga), queilite (inflamagiio nos labios), tlcera bucal ({ilcera na boca), desordem oral (doenga naboca),
doroml(dorna boca), desordem na glandula salivar, desconforto no peito,dorno flanco (dorna parte superior
da barriga), dor,nodulo, alergia micética (alergia pormicose), alergia sazonal (alergia em determinada épocado
ano), infecgdo por bactéria Clostridium, faringite bacteriana (infec¢do de garganta por bactéria), infeccio
mfecgdoporbacténia Stafilo coceus, mfecgdo por fungo Candida, infecgaopor fungos, candidiase oral(infecgio
na boca por fungo Candida), gastroenterite (diarreia infecciosa), carbiinculo (infecgao na pele), laringite
(infecgao na laringe), otite externa (infecgio no ouvido externo), pneumonia (infecgao nos pulmaes), herpes
genital (infecgdo por Herpes nos genitais), herpes zoster (doenga causada por virus que causa bolhas d olorosas
em uma area localizada da pele), dermatite de contato (tipo de alergia de pele), mordida por animal, mordida por
artropode (mordida por animal invertebrado), queimadum térmica (queimadura porcalor),aumento da lactato
desidrogenase no sangue (aumento de enzima DHL nosangue), colonoscopia anomal: aumentona contagem de
cosinofilos (aumentona contagem de células de defesa eosindfilos no sangue ), volume médiode célula a normal.
contagemde célula de defesa neutrdfilo. redugio na contagem de neutrofilos (redugaona contagem de células de
defesa neutrofilos no sangue), aumentona contagem de células vermelhas no sangue, aumento na bilirrubina no
sangue, aumentono colesterol no sangue, a umento nas lipoproteinas de baixa densdade (aumento do tipo de
colesterolde baixa densidade no sangue), aumento no dioxido de carbono, presenga da substincia de corpo
cetdnicona urina, aumentona creatinina no sangue, analise anormal da urina (exame de urina alterado), volume
expiratorio for¢ado, aumento na quantidade de ferro nosangue, acidose (redugio dopH dosangue), flutuaciode
peso (variagio de peso). hipematremia (aumento dosodio no sangue), hipocalemia (redugdo do potassio do
sangue), hipoglicemia (redugio da glicose do sangue). hiperlipidemia (aumento do colesterol no sangue),
deficiéncia de vitamina D, osteoporose (doenga que reduz a densidade e massa dos ossos), artrite (inflamagiod e
articulagdo), artropatia (doenga articular), frouxidio nas articulagdes, rigidez nasarticulagdes, dor no peitoral
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musculoesquelético (dor muscularno peito), dor musculoesquelética (dor muscular), dorno pescogo,polipoe no
intestino grosso, dorde cabecado sinus(dorde cabega), comprometimento da memaria, tremor, disgeusia (perda
de paladar), neuralgia intercostal(dor devido lesdo do nervointercostal), mucosa de parestesia (formigamentode
mucosa), sensagiode ardéncia na pele, m ononeuropatia (doenca que afeta um nervo), neuropatia sensorial
periférica (doenga que afeta osnervos de sensibilidade), agitagao, dorrenal, incontinéneia urindria (perda
involuntiria deurina), nefrolitiase (pedra nos rins), hem orragia uterina (sangramento do itero), corrimento
vaginal, hipertensio pulmonar (aumento da pressio arterial pulmonar), aspiragio, hipercapnia (aumento do gas
carbdnicono sangue arterial), descoloragio de comimento nasal, estertores (som anormal como roncos durante a
respiragiio), rinomeia (secre¢do nasal), sindrome da tosse das vias aéreas superiores, faringite bacteriana
(infecgdo de garganta por bactéria), amigdalite (infecgdode garganta), congestio nasal, urticria (coceira ), pele
seca, escoriagcoes, macula (mancha na pele), papula (bolhana pele), reagio fotossensivel (reacio da pele porsol),
rash cutdneoeritematoso(lesi ona pele vermelha), erupgdo papular (bolha), fibrose na pele, lesdo na pele,
hemorragia de Glcera da pele. alopecia (calvicie), variagdes na cor do cabelo, telangiectasia (veiasem formato de
amnhas na pele), cirurgia oculara laser, trombose (formagiode coagulo em veia).

ATENCAO: este produto ¢ um medicamento que possui novaindicacio terapéuticano paise,embora as
pesquisas tenham indicado eficicia e seguranga aceitaveis, mesmo que indicado e utilizado corretamente,
podem ocorrer eventos adversos imprevisiveis ou desconhecidos. Nesse caso, informe sen médico.

9. 0 QUE FAZER SE ALGUEM USAR UMA QUANTIDADE MAIOR DO QUE A INDICADA DESTE
MEDICAMENTO?

A expenéncia com superdose ¢ limitada. Em geral, os efeitos adversos de superdose sao compativeis com os
anteriomente descritos (item 8). Com base nas caracteristicasdoRapamune” ¢ de se esperar que nio scja
dialisavel (retiradodo sangue pela téenica de didlise) em grandes quantidades.

Procure imediatamente seumédico ou hospital se vocé tomara cidentalmente mais Ra pamune™ do que o médico
prescreveu. Vocé deve mostrara caixa de Rapanmune”. Um tra tamentomédico pode ser necessario.

Em caso de uso de grande quantidade deste medicamento, procure rapidamente socorro médico e leve a
embalagemou bula do medicamento,se possivel. Ligue para 0800 7226001, se vocé precisar de mais
orientagoes.
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Anexo 2 Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO CEU C)
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS FMRP-USP

Comisso de Etica no Uto Jc Animais
= Riplactmint| Riduchon]

- FMRP
Smos'lld‘f'

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Efeito da curcumina veiculada em
lipossomas na expressdo de componentes da via mTOR no coragao de camundongos submetidos a
sepse experimental”, registrado com o nimero 113/2019, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Simone Gusmio Ramos, envolvendo a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho
de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA), e foi aprovado ad referendum pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, em 12 de julho de 2019.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 248 camundongos C57BI 6 machos pesando
22g oriundos do Servigo de Biotério da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de

Sio Paulo. Vigéncia da autorizagdo: 12/07/2019 a 10/02/2023.

We certify that the Protocol n° 113/2019, entitled “Effect of curcumin on liposomes on the expression of
components of the mTOR pathway in the heart of experimentally submitted to sepsis”, is in accordance with
the Ethical Principles in Animal Research adopted by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved ad referendum by the Local Animal Ethical Committce from
Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo in 07//2/2019. This protocol involves the
production, maintenance or use of animals from phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except humans) for
research purposes, and includes the use of 248 male C57BI 6 mice weighing 22g from the Central Animal House

of Ribeirdo Preto Medical School. . This certificate is valid until 02/10/2023.

Ribeirdo Preto, 12 de julho de 2019

KA U5

Profa. Dra. Katiuchia Uzzun Sales
Coordenadora da CEUA-FMRP — USP

Facuidade de Medicna da Rbeirdo Preto - USP - Av Barderantes, 3900 - Ribardo Preto - SP - Brasil -14049-900 - Tel (16) 3315-3301 /3315 3275 - e-mail couaBtmvp usp be
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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 Ca®* channels (LTCCs) [19, 20]. CAV3 is colocated with
the al isoform of LTCCs in cardiomyocytes in the Cavp
region [19, 21, 22]. Caveolae can modulate the process of
excitation-contraction of cardiac cells, regulating the calcium
transient and response to f3-adrenergic stimulation. In addi-
tion, the loss of caveolae decreases the amplitude of the tran-
sient [Ca®"],, 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 [Ca*']; 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 Ribeirdo 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 Ribeirdo Preto, University of
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Sao 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 (O,), 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/100g 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-
120 mg/kg) and xylazine (10 mg/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 (100 4L 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 100 yL of a 10:1 mixture of ketamine
(90-120 mg/kg) and xylazine (10 mg/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 2 um 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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F1GURE 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).

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 (pH 6.0) at 95°C. Consec-
utively, the slides went to the inactivation stage of endoge-
nous peroxidase with 3% hydrogen peroxide solution
(H,0,) 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 1 mL of substrate (hydrogen peroxide
(H,0,) 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
0.0lM phosphate-buffered saline solution (PBS) with
pH 7.2-7.4 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 (Na;VO,
0.001°M; NaF 0.025°M; Na,P,0, 0.0005°M). This buffer does
not separate cytosolic protein from plasma membrane pro-
tein. Equal concentrations (50°ug/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 (S.D.). 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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F1cure 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 ym.
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F1Gure 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 ym.
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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.

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
(SSD).

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 [Ca*']; 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 [Ca”]i involve failures in the channels that regu-
late the entry of Ca®*, microruptures in the plasma



membrane, and the excessive release of Ca®" 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 Ca®" 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 [Ca®"]; 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-«B 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-
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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 Ca** 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
Ca’*-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 B-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,
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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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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).

(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
3-10uM (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)
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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
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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, 20205
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
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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 ACE mediated by curcumin (5) prevents the increase of Ang Il levels. Curcumin inhibits NF-kB (6) through the inhibition of different pathways. The
binding of PAMPs, DAMPs, and cytokines that leads to kB phosphorylation and proteasomal degradation is one of those pathways that cause NF-«B activation.
Curcumin prevents both IkB phosphorylation and p65 subunit from the NF-xB (8), which consequently prevents NF-«xB activation. The activation of ADAM17 by the
Angll-ATR1 axis promotes the interaction between EGF and EGFR receptor, which promotes the activation of the PISK/AKT/mTOR axis resulting in NF-kB activation.
Curcumin acts as a potential inhibitor for mTOR (9), preventing the NF-«B 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-«xB, which can be prevented by the curcumin (10).
The NF-kB 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-xB. Abbreviations: TMPRSS2,
transmembrane protease, serine 2; ACE1, angiotensin-converting enzyme 1; ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Mpro, main protease; PAMPs, pathogen-
associated molecular pattern; DAMPs, damage-associated molecular patterns; ANG I, angiotensin I; Ang Il, angiotensin Il; ATR1, angiotensin Il (All) receptor 1; ADAM17,
adisintegrin and metalloproteinase 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-xB, 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 vivo models, 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-1p, IL-6,
TNF-a, and IL-18, but showed a significant reduction in IL-6 and
IL-1p 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-kB) 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-«kB pathway
and its potential contribution to the emergence of cytokine
storms. Studies have shown that NF-kB 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-xB activation
(Liao et al., 2005; DeDiego et al., 2014). Consequently, when this
protein was deleted in a genetically modified virus, a reduction in
NEF-kB activation was observed (DeDiego et al., 2014).

Activation of the AngII-ATIR axis causes NF-«kB 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 Angll stimulates the phosphorylation of the NF-
kB p65 subunit, leading to its activation and the subsequent
release of cytokines (IL-6, IL-183, IL-10, and TNF-a) (Ruiz-Ortega
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et al,, 2001; Skurk et al., 2004). The AngII-AT1R axis activates
disintegrin and metalloprotease 17 (ADAM17), processing the
membrane form of IL-6Ra to its soluble form (sIL-6Ra) through
epidermal growth factor (EGFR). The sIL-6Ra-IL-6 complex
leads to gpl30-mediated STAT3 activation (Eguchi et al,
2018; Murakami et al.,, 2019), with STAT3 being essential for
the complete activation of the NF-kB 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-kB to the nucleus by activating genes
involved in the production of inflammatory mediators
(Crowley & Rudemiller, 2017). Curcumin blocks STAT3-
mediated NF-kB activation, and the consequent reduction in
pro-inflammatory cytokines disrupts the positive feedback
between pro-inflammatory cytokines and NF-«kB (Alexandrow
et al,, 2012; Rahardjo et al., 2014; Ma et al., 2015; Yadav et al,
2015).

NF-«B is inactive in the cell cytoplasm because of its association
with the IkB protein complex. In the presence of stimuli (PAMPs,
DAMPs, and cytokines), IkB undergoes phosphorylation and
proteasomal degradation that dissociates the NF-kB complex,
allowing NF-kB to translocate into the nucleus, leading to the
expression of chemokines and pro-inflammatory cytokines (Solt
and May, 2008). Curcumin acts by inhibiting the phosphorylation of
IkB through inhibiting translocation and the consequent activation
of NF-xB (Karunaweera et al, 2015; Wang et al, 2018
Cheemanapalli et al., 2019). Owing to NF-kB inhibition, there is
a reduction in the production of inflammatory cytokines, such as IL-
la, IL-6, and TNF-a (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-xB
signaling, thereby promoting the release of pro-inflammatory
cytokines, such as IL-1f, 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-1pB, IL-18, IL-6, and lactate dehydrogenase (LDH) were
increased in the serum of patients with COVID-19, and that
Casplp20 and 1IL-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 Casplp20 were
higher in patients who had severe disease, indicating a worse
prognosis (Rodrigues et al., 2021). Therefore, the regulation of
NF-kB by curcumin inhibits the formation of inflammasomes,
specifically NLRP3, decreasing the secretion of IL-1B and IL-18
(Yin et al., 2018).
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Another regulator of NF-xB is the mammalian target of
rapamycin (mTOR) pathway. mTOR is comprised of two
complexes, mTORCI1, which is sensitive to rapamycin
inhibition through the Raptor protein that is associated
with mTORCI1, 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-kB, with a
consequent reduction in cytokines and pro-inflammatory
chemokines, such as IL-1f, IL-18, IL-6, TNF-a, 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
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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 (Schonrich and
Raftery, 2016; Bonaventura et al., 2018). NETSs 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-Alcdzar et al,
2017; Gomez-Moreno et al., 2018). Studies have shown that
defects in NET degradation cause partial or total obstruction
of blood vessels in the lungs (Jiménez-Alcazar 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 NETSs
can form intravascular clots in humans (Jiménez-Alcézar et al.,
2017). The products released from NETSs can also be cytotoxic to
endothelial cells, leading to the recruitment of more NETs, which
contributes to a thrombo-inflammatory response (Gomez-
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-a and IL-1p, 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-a, 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 Ca>*, 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 as Treatment for COVID-19

Curcumin administration in an in vivo model of
disseminated intravascular coagulation (DIC) reduced the
circulating levels of TNF-a, 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 Boscd 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
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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
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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
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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-
a, 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-kB 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, NET's 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; Lefrancais 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 naive 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.
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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 PaQ,, 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-a, 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 dlinical 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-cTnl), 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 tissue with 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
etal,, 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).
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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
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.

venous

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)
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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 design more 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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