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RESUMO 
 

O estresse oxidativo é caracterizado pelo acúmulo intracelular de Espécies Reativas de Oxigênio 

(ERO), que participam ativamente no desenvolvimento de doenças de natureza inflamatória, 

cardiovascular, neuropática, óssea, metabólica, infecciosa, entre outras. A curcumina tem sido 

explorada por seu alto efeito antioxidante, tanto como scavenger, quanto por modulação em vias de 

sinalização, em especial a via Keap1/Nrf2/ARE. Entretanto, sua baixa solubilidade, estabilidade e 

farmacocinética em pH fisiológico prejudicam seu uso clínico. Recentemente, um grupo de análogos 

sintéticos monocarbonilados da curcumina foi sintetizado, visando a obtenção de características 

melhoradas. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito citoprotetor dos curcuminoides 

sintéticos monocarbonilados (1E,4E)-1,5-difenillpenta-1,4-dien-3-ona (DBA) e (1E,4E)-1,5-bis(4-

metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona (DBAn) em modelo de lesão por estresse oxidativo por peróxido 

de hidrogênio (H2O2). Inicialmente, ensaios de docking molecular foram realizados para investigar 

a interação teórica de curcumina (Cur), DBA e DBAn com os domínios Kelch e Brick-to-Brick (BTB) 

de Keap1. Em seguida, a citotoxicidade e o efeito protetor dos curcuminoides sobre as células 

expostas ao H2O2 foram determinadas pelo ensaio de MTT em macrófagos murinos RAW 264.7. 

O perfil de morte celular foi analisado por citometria de fluxo usando 7AAD e Anexina V-FITC. 

Também por citometria, foi avaliado o acúmulo de ERO citoplasmáticas com o marcador DCFH2-

DA. Finalmente, a modulação gênica da via Keap1/Nrf2/ARE foi avaliada  pela análise da expressão 

de Nrf2 e HO-1 por RT-qPCR. Os ensaios in silico demonstraram que DBA e DBAn interagiram com 

resíduos importantes do domínio Kelch de Keap1, indicando possível interferência com a sua 

ligação a Nrf2. No ensaio de MTT, DBA e DBAn apresentaram citotoxicidade inferior à Cur em 

macrófagos. Além disso, foram capazes de reduzir o efeito citotóxico induzido por H2O2 de maneira 

superior ao observado para Cur. Os curcuminoides foram capazes de reduzir os eventos de morte 

celular causados por H2O2, com aumento de células viáveis e redução de células marcadas com 

7AAD e duplamente marcadas. Além disso, Cur, DBA e DBAn reduziram o acúmulo citoplasmático 

de ERO induzido por H2O2 nas concentrações testadas. Quanto à expressão gênica, o tratamento 

com H2O2 aumentou a expressão relativa de Nrf2 e HO-1, enquanto os curcuminoides causaram 

redução. Assim, conclui-se que os curcuminoides sintéticos DBA e DBAn apresentaram efeito 

citoprotetor e antioxidante em modelo estresse oxidativo induzido por peróxido, atuando 

possivelmente como modulador da via de modulação Keap1/Nrf2/ARE. Esses resultados podem 

auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias antioxidantes direcionadas. 

 

Palavras-chave: Curcumina, estresse oxidativo, Nrf2.  



 

ABSTRACT 
 

Oxidative stress is characterized by the intracellular accumulation of Reactive Oxygen Species 

(ROS), which actively participates in the development of diseases of inflammatory, cardiovascular, 

neuropathic, bone, metabolic, infectious nature, among others. Curcumin has been explored for its 

high antioxidant effect, both as a scavenger and for modulation of signaling pathways, especially the 

Keap1/Nrf2/ARE pathway. However, its low solubility, stability and pharmacokinetics at physiological 

pH hinder its clinical use. Recently, a group of synthetic monocarbonyl analogues of curcumin was 

synthesized, aiming to obtain improved characteristics. Thus, the present study aimed to evaluate 

the cytoprotective effect of the synthetic monocarbonylated curcuminoids (1E,4E)-1,5-

diphenylpenta-1,4-dien-3-one (DBA) and (1E,4E)-1,5-bis(4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 

(DBAn) in a model of oxidative stress injury by hydrogen peroxide (H2O2). Initially, molecular docking 

assays were performed to investigate the theoretical interaction of curcumin (Cur), DBA, and DBAn 

with both Kelch and Brick-to-Brick (BTB) domains of Keap1. Then, the cytotoxicity and protective 

effect of curcuminoids on cells exposed to H2O2 were determined by MTT assay in RAW 264.7 

murine macrophages. The cell death profile was analyzed by flow cytometry using 7AAD and 

Annexin V-FITC. Also by cytometry, the accumulation of cytoplasmic ROS was evaluated with 

DCFH2-DA. Finally, the gene modulation of the Keap1/Nrf2/ARE pathway was evaluated by 

analyzing the expression of Nrf2 and HO-1 by RT-qPCR. Molecular docking demonstrated that DBA 

and DBAn interacted with important residues of Kelch domain of Keap1, indicating possible 

interference with its binding to Nrf2. In the MTT assay, DBA and DBAn showed lower cytotoxicity 

than Cur in macrophages. Furthermore, they were able to reduce the cytotoxic effect induced by 

H2O2 in a manner superior to that observed for Cur. Curcuminoids were able to reduce cell death 

events caused by H2O2, with an increase in viable cells and a reduction in cells labeled with 7AAD 

and double labeled. Furthermore, Cur, DBA and DBAn reduced the cytoplasmic accumulation of 

ROS induced by H2O2 at the tested concentrations. Regarding gene expression, treatment with 

H2O2 increased the relative expression of Nrf2 and HO-1, while curcuminoids caused a reduction 

on this effect. Thus, the synthetic curcuminoids DBA and DBAn showed cytoprotective and 

antioxidant effects in a peroxide-induced oxidative stress model, possibly acting as Keap1/Nrf2/ARE 

pathway modulator. These results may contribute for the development of new targeted antioxidant 

strategies. 

 

Keywords:  Curcumin, Oxidative stress, Nrf2
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 Estresse Oxidativo 
 

O estresse oxidativo é um conjunto de processos que culminam no aumento de 

Espécies Reativas de Oxigênio (ERO), classificados em Radicais Livres, quando há 

elétrons não pareados tais como o Ânion Radical Superóxido  e Não Radicais Livres como 

o Peróxido de Hidrogênio (H2O2), ou na diminuição das entidades antioxidantes endógenas 

(Hassan; Ahmed; Hassan, 2024; Kontoghiorghes; Kontoghiorghe, 2019).  

A alta reatividade das ERO é essencial à manifestação da função de diversas células 

como nos mecanismos de morte celular programada e na defesa contra agentes infecciosos 

pelas células imunológicas; porém o desequilíbrio em suas concentrações pode causar o 

rompimento da fita de Ácido Desoxirribonucleico (DNA) e a desnaturação de outras 

macromoléculas celulares como proteínas e lipídeos que, sem o devido reparo resultam na 

morte celular (Forman; Zhang, 2021b).  

 

1.2 Doenças Associadas ao Estresse Oxidativo 
 

Pela inespecificidade do dano celular das ERO, a lesão tecidual causada pelo 

estresse oxidativo apresenta um amplo painel de alvos no organismo, estando envolvida 

em diversos mecanismos patogênicos que atingem vários sistemas orgânicos. O estresse 

oxidativo participa ativamente no desenvolvimento de doenças de natureza inflamatória, 

cardiovasculares, neuropáticas, ósseas, metabólicas, infecciosas, entre outras. 

Adicionalmente, a relação causa-efeito também pode ser invertida, onde condições 

patológicas resultam em indução de estresse oxidativo no microambiente tecidual e/ou 

sistêmico (Beavers; Skaar, 2016; Jain et al., 2024; Kim, So Hyung et al., 2008; Perrone et 

al., 2023). 

Na doença de Parkinson, por exemplo, o estresse oxidativo nos neurônios 

dopaminérgicos é reponsável por grande parte da lesão celular neuronal estando envolvido 

tanto no desenvolvimento quanto nas complicações da doença (Adams, 2021; Zhang, 

Hantao et al., 2022). No desenvolvimento e progressão de neoplasias, o estresse oxidativo 

pode participar principalmente lesando os ácidos nucleicos podendo gerar falhas 
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replicativas (Jelic et al., 2021; Klaunig, 2018). 

Além disso, também é descrito que as ERO são capazes de estimular a ativação da 

via PI3K/MAPK reduzindo a expressão e atividade de eNOS e, consequentemente, a 

disponibilidade vascular de NO (Óxido Nítrico), aumentando a pressão arterial (Reckelhoff; 

Romero; Yanes Cardozo, 2019a; Zhang, Zenglei et al., 2023). Já nas doenças infecciosas, 

a produção de ERO em resposta à infecção pode causar dano tecidual ao órgão infectado 

aumentando a susceptibilidade desse tecido (Alam, Mohammad Shah; Czajkowsky, 2022; 

Ivanov; Bartosch; Isaguliants, 2017). 

Dentre as doenças relacionadas ao estresse oxidativo, destacam-se as de caráter 

metabólico. No diabetes mellitus, por exemplo, a produção de ERO induzida pelo estado 

hiperglicêmico sustentado participa ativamente da progressão das complicações 

associadas ao diabetes, através de estresse oxidativo nas células β-pancreáticas e no 

endotélio vascular. Esse mecanismo está associado à redução da síntese endógena de 

insulina em pacientes com diabetes tipo 2, bem como a alterações macro e microvasculares 

características da doença, como nefropatia, neuropatia e retinopatia diabéticas (Chaudhary 

et al., 2023; Senoner; Dichtl, 2019; Teleanu et al., 2022a). 

O dano endotelial causado pelo estresse oxidativo também participa do 

desenvolvimento e progressão da aterosclerose, representada na Figura 1, uma inflamação 

vascular crônica resultante de microlesões endoteliais associadas ao excesso de 

Lipoproteína de Baixa Densidade (LDL) oxidada (Incalza et al., 2018; Shaito et al., 2022). 

As partículas LDL-ox se depositam no microambiente da lesão endotelial, ativando resposta 

inflamatória mediada principalmente por macrófagos que, , sem sucesso, perdem sua 

morfologia natural pelo acúmulo de gotículas de lipídio no citoplasma, adquirindo uma forma 

denominada célula espumosa (Chistiakov et al., 2017; Luo et al., 2017). As células 

espumosas, por sua vez, liberam citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que 

causam a formação de uma capa fibrótica para isolamento do microambiente, reduzindo a 

luz do vaso e, consequentemente a irrigação sanguínea nos tecidos posteriores (Fan; 

Watanabe, 2022; Kattoor et al., 2017). 
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 O processo de aterogênese é lento e multifatorial, tendo interferências de vários 

aspectos. A literatura científica aponta que pacientes que já apresentam doenças crônicas 

como Diabetes Mellitus e Hipertensão Arterial Sistêmica, apresentam partículas de LDL 

menores e mais oxidáveis, facilitando o início do desenvolvimento da aterosclerose pois 

necessitam de uma lesão endotelial menor. Alterações no metabolismo das lipoproteínas 

também estão associadas ao maior risco de desenvolvimento de aterosclerose, pois podem 

aumentar a quantidade de LDL em reação à Lipoproteína de Alta Densidade (HDL), que 

apresenta papel antiaterogênico ao exercer o transporte reverso do colesterol, retirando-o 

da LDL (Cervantes et al., 2024; Kaplan; Aviram; Hayek, 2012; Mahdinia et al., 2023; 

Poznyak et al., 2020). 

 
1.3 Homeostase Redox 

 
 Os mecanismos fisiológicos de balanço do estresse oxidativo são responsáveis por 

controlar o acúmulo de espécies reativas de oxigênio, mantendo um microambiente tecidual 

regulado. A natureza da ação desses antioxidantes pode variar desde uma ação 

Scavenger, na qual há uma inibição direta das ERO, como ocorre com o Ácido Ascórbico e 

os Carotenóides, ou enzimática, como no caso da Catalase, Peroxidase e Glutationa 

redutase/oxidase. Adicionalmente, existem mecanismos moleculares dependentes de 

transcrição gênica que tem por objetivo a manutenção de um ambiente redox, por meio da 

alteração da expressão de enzimas antioxidantes, como a Heme Oxigenase e Glutationa 

Redutase (Forman; Zhang, 2021b, a; Teleanu et al., 2022b). 

A Glutationa reduzida (GSH) é um tripeptídeo composto de Glutationa, Cisteína e 

Glicina e apresenta a capacidade de neutralizar radicais livres, incluindo peróxido de 

hidrogênio. No processo de neutralização, ocorre uma ligação entre duas moléculas de 

GSH através de pontes dissulfeto entre a Cisteína de cada uma, formando a Glutationa 

oxidada (GSSG). Enzimas como a Glutationa Peroxidase e Glutationa oxidase são 

responsáveis por esse processo. A GSSG pode ser restaurada a GSH pela ação da 

Glutationa Redutase, processo no qual o NADPH é usado como coenzima. Processos que 

afetam a homeostase redox, provocam desequilíbrio nas concentrações de GSH, 

diminuindo-o em detrimento da GSSG (Figura 2). Nesse contexto, um bom marcador para 

o equilíbrio redox é a razão GSH/GSSG (Aoyama; Watabe; Nakaki, 2008; Asantewaa; 

Harris, 2021; Averill-Bates, 2023). 
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Figura 1. Mecanismo de Regulação de GSH. 

 

Legenda: Na presença de energia (ATP) e γ-glutamilcisteína sintetase, cisteína e glutamato são usados para 

produzir γ-glutamilcisteína. O GSH é então formado usando uma segunda molécula de ATP e glutationa sintetase. Na 

presença de radicais, o GSH é oxidado a GSSG via glutationa peroxidase. GSSG pode então ser reduzido de volta a 

GSH pela glutationa redutase usando NADPH. 

Fonte:  Burgos et al., 2017 

 

A desregulação de GSH é um mecanismo amplamente estudado em doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo. Alterações nos níveis de GSH/GSSG são responsáveis 

por piores prognósticos em diversas doenças como em doenças neurodegenerativas, 

neoplasias e fibrose cística (Ballatori et al., 2009; Johnson; Wilson-Delfosse; Mieyal, 2012; 

Ke et al., 2022). Moléculas antioxidantes como a Coenzima Q10, Resveratrol, Naringenina, 

bem como análogos da própria Glutationa são capazes de reverter ou diminuir esse 

desbalanço (Dhanisha et al., 2022; Wu; Batist, 2013; Xu et al., 2024). 

 Apesar das aplicabilidades de mecanismos antioxidante como da GSH, o principal 

mecanismo fisiológico de combate ao estresse oxidativo é mediado pelo Fator de 

Transcrição Nuclear Eritroide 2 (Nrf2). Em estado de homeostase, o nrf2 encontra-se 

ubiquitinado com a Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1), que regula sua expressão 

e ativa mecanismos de degradação dependentes de proteassoma. Durante estresse 

oxidativo, o aumento da concentração de ERO induz o desacoplamento de Nrf2 e KEAP1 



21 

 

(Figura 3), aumentando a concentração citoplasmática de Nrf2 e sua translocação para o 

núcleo, onde irá induzir a expressão gênica de proteínas antioxidantes, sendo uma das 

principais a Hemeoxigenase-1 (HO1) (Baird; Yamamoto, 2020; Ulasov et al., 2022; 

Yamamoto; Kensler; Motohashi, 2018; Yu; Xiao, 2021). 

 

 

Figura 2. Mecanismo de regulação Keap1/Nrf2 

 

Legenda: Nrf2: fator 2 relacionado ao fator nuclear eritróide 2; Keap1: proteína 1 associada a ECH tipo Kelch; ARE: 

elemento de resposta antioxidante; Ub: ubiquitina; P: fosfato. 

Fonte: (Silva, Matheus de Freitas et al., 2018) 

 

 A Hemeoxigenase catalisa a degradação do grupo heme da hemoglobina, gerando 

Íon Ferroso (Fe2+), Biliverdina e Monóxido de Carbono (CO). O CO liberado por essa 

reação atua como vasodilatador e anti-inflamatório enquanto a Biliverdina apresenta 

elevado potencial antioxidante. Além do seu efeito anti-inflamatório e imunossupressor 

(Bekyarova et al., 2023; Lu, Chia Wen et al., 2023). 

 

1.4 Uso de terapias antioxidantes 
  

 Na prática clínica, a terapia farmacológica consiste em mimetizar agente 

antioxidantes fisiológicos. A administração de vitaminas antioxidantes é uma das primeiras 

linhas terapêuticas para desequilíbrios redox. São usadas, principalmente, as vitaminas C 

(ácido ascórbico) e E (tocoferol). O principal mecanismo dessas vitaminas é a inibição 

scavenger de espécies reativas de oxigênio, diferenciando-se quanto à solubilidade. O 

ácido ascórbico possui caráter hidrofílico e atura principalmente a nível vascular, enquanto 
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o tocoferol, lipofílico, possui maior ação antioxidante nas membranas celulares (Ahmad, 

Khalil Ali et al., 2017; Coombes; Fassett, 2012; Lovat; Preiser, 2003). 

 Alguns minerais como Selênio e Zinco também são utilizados pelo seu potencial 

antioxidante. Ambos os metais, atuam como cofatores de enzimas que participam da 

manutenção da homeostase redox, sendo o Selênio cofator da enzima Glutationa 

peroxidase enquanto o Zinco é da enzima Superóxido Dismutase (SOD) que catalisa a 

conversão de íons superóxido em peróxido de hidrogênio (Bjørklund et al., 2022; Huang et 

al., 2022; Maywald; Rink, 2022). 

 A N-Acetilcisteína (NAC) atua de maneira mista no controle do estresse oxidativo. 

Sua ação se deve ao seu efeito scavenger, inibindo diretamente as espécies reativas de 

oxigênio, além de atuar como um precursor da glutationa, sendo a doadora de cisteína 

(Chiew; Buckley, 2021; Mackowiak et al., 2024). 

 A terapia antioxidante é utilizada em diversas condições, desde doenças metabólicas 

como o Diabetes mellitus, até em doençãs neurodegenerativas como Alzheimer e 

Parkinson e neoplásicas. Os fármacos antioxidantes atuam como adjuvantes na terapia 

dessa doenças diminuindo o estresse oxidativo associado ao seu desenvolvimento.  Além 

disso, em algumas intoxicações também se faz necessário o uso de fármacos antioxidantes 

como o uso da NAC nas intoxicações por paracetamol e álcool, do Ácido Alfa-Lipóico e 

Glutationa nas intoxicações por metais pesados e do Tocoferol como adjuvante no 

tratamento das intoxicações por inseticidas organofosforados . 

 Entretanto, as principais ferramentas farmacológicas disponíveis como antioxidantes 

atualmente atuam exclusivamente como Scavenger, ou seja, inibem diretamente as ERO 

já produzidas no estresse oxidativo, não afetando seu desenvolvimento ou progressão. 

Uma vez saturados, esses fármacos perdem o efeito no microambiente e o estresse 

oxidativo continua a se desenvolver. Faz-se necessário, portanto, opções farmacológicas 

capazes de interferir em vias moleculares relevantes do processo de desenvolvimento do 

estresse oxidativo (Ahmad, Khalil Ali et al., 2017; Coombes; Fassett, 2012). 

 Recentemente, novas abordagens farmacológicas tem sido estudadas e 

desenvolvidas, incluindo o uso de moléculas que interfiram na via Nrf2. Um desses casos 

é o resveratrol, molécula polifenólica isolada das sementes da uva que atua no alvo chave 

da resposta antioxidante, o Nrf2, aumentando principalmente a expressão de 

Hemeoxigenase-1 e Glutationa Redutase. É descrita na literatura cientifica ação 
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semelhante nos compostos derivados da Cúrcuma como a Curcumina (Shin et al., 2020; 

Yang, Chunkun et al., 2024).  

 

1.5 Curcumina 
 

 Desde a antiguidade, as plantas medicinais são utilizadas com objetivos terapêuticos 

pelos mais diversos povos. Entretanto, o estudo para além do empírico teve início somente 

no século XIX quando se passou a isolar e caracterizar as substâncias químicas com o 

intuito de obter-se novos fármacos e descobrir novos princípios ativos (Farhat et al., 2023). 

Dentre as diversas plantas conhecidas e utilizadas para fins medicamentosos, a 

cúrcuma (Curcuma longa) recebe destaque por ser utilizada na medicina Ayurveda de 

origem indiana, por suas “ações digestivas, como carminativo, imunizante, antialérgico, 

antimicrobiano, estimulante, anti-inflamatório, cicatrizante, antioxidante”. Ademais, artigos 

também apontam o papel hepato, nefro e cardioprotetor, bem como supressor de trombose, 

hipoglicemiante e antirreumático que já são bem reconhecidos cientificamente (Kocaadam; 

Şanlier, 2017; Kotha; Luthria, 2019). 

Os efeitos biológicos atribuídos à cúrcuma são provenientes da curcumina, um 

polifenol hidrofóbico, que corresponde a principal substância química que compõe as raízes 

dessa planta. A curcumina é comercialmente vendida em diversas formas farmacêuticas 

(cremes, cápsulas, pomadas etc.) que costumam conter curcumina (CUR, ~77%); 

desmetoxicurcumina (DMC, ~17%); e bisdesmetoxicurcumina (BDMC, ~3%), muito embora 

sua principal empregabilidade ainda seja na culinária como especiaria (Mosley; Liotta; 

Snyder, 2007). 

Em relação a sua estrutura química, a curcumina é formada por dois anéis 

metoxifenóis unidos em conjugação por uma β-dicetona, existindo em equilíbrio com sua 

forma enol tautomérica, como ilustrado na figura 4 (Bhatia et al., 2015; Mosley; Liotta; 

Snyder, 2007). 
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Figura 3. Representação estrutural da curcumina (Formas cetônica e enólica) 
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Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Estudos sugerem que a curcumina tem a capacidade de interagir e atuar na 

regulação de múltiplos componentes da sinalização celular, daí o interesse da comunidade 

científica em melhor compreender a bioquímica dessa molécula tão promissora. A interação 

da curcumina com seus alvos biológicos tem sido atribuída à ligação flexível que conecta 

seus dois anéis metoxifenóis, permitindo que a molécula se formate em distintas 

conformações facilitando, assim, a ligação com o sítio-alvo (Arshad et al., 2017; Bhandari 

et al., 2023; Tomeh; Hadianamrei; Zhao, 2019). 

Isto posto, os diversos estudos conduzidos acerca da eficácia da curcumina 

concluem também que seu uso é seguro, mesmo em doses elevadas, o que incentiva as 

constantes pesquisas sobre a molécula nas últimas décadas. Em contrapartida, a baixa 

disponibilidade e instabilidade da curcumina in vivo revelou-se um obstáculo para que sua 

utilização como agente terapêutico seja consolidada, limitando a eficácia (Tomeh; 

Hadianamrei; Zhao, 2019). 

Os problemas acerca da biodisponibilidade deste polifenol derivam de sua má 

absorção e metabolismo e excreção rápidos, além de sua pouca solubilidade em solventes 

aquosos. Por ser uma molécula hidrofóbica, sua absorção por via oral é dificultada e a 

existência de sítios suscetíveis a biotransformação acaba resultando em pouca 

biodisponibilidade devido ao metabolismo de primeira passagem (Abd El-Hack et al., 2021; 

Anand et al., 2007). 

 

1.6 Curcuminoides sintéticos 
 

Visando contornar tal adversidade, a literatura científica sugere estratégias que vão 

desde o uso de adjuvantes a fim de retardar seu metabolismo no organismo até o uso de 

nanopartículas e lipossomas e, por fim, a manipulação de sua estrutura molecular, 

produzindo derivados sintéticos de melhor biodisponibilidade (Chainoglou; Hadjipavlou-
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Litina, 2020; Mosley; Liotta; Snyder, 2007). 

Nesse sentido, a curcumina (Figura 5) tem sido estudada quanto a sua relação 

atividade/estrutura, e muitos pesquisadores se utilizam de seus derivados para conduzir 

estudos a fim de encontrar uma molécula capaz de atingir seu potencial terapêutico 

mantendo ao mesmo tempo uma adequada biodisponibilidade e estabilidade in vivo. 

 

 

Figura 4. Subdivisão da estrutura da curcumina 

 

Fonte: (Sueth-Santiago et al., 2015) 

 

Como exemplos de derivados obtidos a partir de modificações na estrutura molecular 

tem-se a tetrahidrocurcumina, a classe das chalconas, diarilpentanoides, e o isoxazol. A 

tetrahidrocurcumina mostrou-se mais antioxidante que a curcumina, uma vez que sua 

estrutura permite a rearranjo em mais conformações do que sua molécula de origem. As 

chalconas, por sua vez, apresentam maior estabilidade pois, para obtenção da nova 

estrutura, foram suprimidos dois sítios suscetíveis ao acesso pelo sistema microssomal 

responsável pelo metabolismo (Figuras 5 e 6) (Ahmad, Iftikhar et al., 2024; Khorasani et al., 

2019; Oliveira, Sara et al., 2020). 

 

 

Figura 5. Estrutura química dos curcuminoides sintéticos 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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O Estresse oxidativo está associado ao desenvolvimento e progresão de diversas 

doenças, muitas delas de alta prevalência como doenças crônicas não transmissíveis 

dentre elas doenças Cardiovasculares e Diabetes Mellitus. Pelo papel fundamental nas 

complicações dessa doenças, faz-se necessário o desenvolvemento de opções 

farmacológicas viáveis e eficazes para a terapia antioxidante. 

A curcumina é uma molécula com diversas bioatividades descritas, dentre eles o efeito 

antidiabético e hipolipemiante. Apesar disso, possui características físico-químicas que 

limitam seu uso em modelos animais e clínicos, como sua baixa biodisponibilidade e 

degradação em pH fisiológico. Dessa forma, alguns derivados sintéticos com estrutura 

relacionada aos curcuminoides naturais têm sido desenvolvidos, com o objetivo de melhorar 

as características físico-químicas com manutenção dos efeitos biológicos de interesse. 

Recentemente, foi sintetizada uma série de curcuminoides sintéticos com estabilidade 

química melhorada em relação às substâncias de origem natural. Os resultados 

preliminares obtidos com essas substâncias (dados ainda não publicados) indicam efeito 

antioxidante, antimicrobiano e nefroprotetor. Assim, essas moléculas são candidatos 

promissores para o desenvolvimento de novos fármacos. No presente trabalho, estudou-se 

o potencial citoprotetor e antioxidante de dois curcuminoides sintéticos monocarbonilados. 
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito citoprotetor e antioxidante dos curcuminoides sintéticos 

monocarbonilados (1E,4E)-1,5-difenillpenta-1,4-dien-3-ona (DBA) e (1E,4E)-1,5-bis(4-

metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona (DBAn) em macrófagos murinos e a participação da via 

de sinalização Keap1/Nrf2/ARE 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

• Avaliar a interação teórica dos curcuminoides com os domínios Kelch e Brick-to-Brick 

da proteína Keap1; 

• Analisar a citotoxicidade de DBA e DBAn em macrófagos murinos RAW 264.7; 

• Investigar o efeito protetor das moléculas sobre a lesão celular induzida por peróxido 

de hidrogênio (H2O2) em macrófagos; 

• Analisar o acúmulo citoplasmático de ERO induzida por H2O2 e o efeito dos 

curcuminoides;  

• Avaliar a capacidade de DBA e DBAn em modular a expressão da via 

Keap1/Nrf2/ARE. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Obtenção das moléculas 
  

No presente estudo, foram utilizados dois derivados curcuminoides sintéticos, 

(1E,4E)-1,5-difenillpenta-1,4-dien-3-ona (DBA) e (1E,4E)-1,5-bis(4-metoxifenil)penta-1,4-

dien-3-ona (DBAn), cedidos pelo Laboratório de Síntese Orgânica, da Universidade 

Estadual do Vale do Acaraú (UVA), coordenado pelo Prof. Dr. Hélcio Silva dos Santos.  

síntese foi realizada pelo método de condensação de Claisen-Schmidt (Souza et al., 2024). 

 

3.2 Avaliação in silico 
 

 A estrutura química das moléculas DBA, DBAn, e Curcumina foram desenhados e 

os confômeros de menor energia foram salvos em pH fisiológico utilizando o software 

MarvinSketch (“MarvinSketch and MarvinView: Molecule Applets for the World Wide Web | 

ChemAxon”, [s.d.]) e otimizados utilizando o software Avogadro (Hanwell et al., 2012), 

configurado para utilizar algoritmo steepest descente com ciclos de 50 interações, aplicando 

o campo de força MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (Batista de Andrade Neto et al., 

2021). 

Para investigar o mecanismo de ação dos ligantes frente à Keap1, as estruturas dos 

domínios BTB e Kelch foram obtidas no repositório Protein Data Bank 

(https://www.rcsb.org/) (Berman; Henrick; Nakamura, 2003), PDBs ID: 5DAF (Huerta et al., 

2016a) e 4IQK (Marcotte et al., 2013) respectivamente. Na preparação dos alvos foram 

removidos os resíduos, adicionados os hidrogênios polares, cargas Kollman e cargas 

Gasteiger (Yan et al., 2014) utilizando o software Autodocktools ™ (Huey; Morris; Forli, 

2012). 

As simulações de docking molecular foram realizadas utilizando o software 

AutodockVina (Trott; Olson, 2010), Lamarkian Genetic Algorithm (LGA), Exhaustiveness 64 

(Marinho et al., 2020) e grid box envolvendo toda a estrutura dos alvos proteicos utilizando 

os eixos (-1.696 x, -2.917 y, 18.221 z) e tamanho (126 x, 90 y, 90 z) frente ao BTB domain, 

eixos (-37.770 x, 0.470 y, -18.084 z) e tamanho (98 x, 96 y, 108 z) frente ao Kelch domain. 

Foram realizadas 50 simulações gerando 20 poses por simulação e, como critério de 

seleção da best pose, foi utilizado o parâmetro estatístico RMSD (Root Mean Square 

Deviation) com valores até 2.0 Å (Yusuf et al., 2008) e energia de afinidade inferior a -6.0 
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kcal/mol (Shityakov; Förster, 2014; Silva, Jacilene et al., [s.d.]). Para validar as simulações 

de docking molecular, foi realizada a técnica de redocking, com os inibidores co-

cristalizados 58E (BTB domain) e IQK (Kelch domain). 

Para analisar os resultados, foram usados os softwares UCSF Chimera™ (Pettersen 

et al., 2004), Pymol (Schiffrin et al., 2020) e Discovery studio visualizer™ viewer (Dong et 

al., 2021). As interações moleculares e ligações de hidrogênio foram visualizadas usando 

o servidor Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (Adasme et al., 2021; Salentin et al., 

2015). 

 

3.3 Obtenção e manutenção das células 
 

Para a realização dos experimentos de cultivo celular, foi utilizada a linhagem de 

macrófagos murinos RAW264.7, obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As 

células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 

suplementado com Soro Bovino Fetal a 10% e antibióticos em garrafas plásticas estéreis e 

mantidas a 37 °C em ambiente com 5% de CO2. Quando confluentes, as culturas foram 

lavadas, deslocadas e centrifugadas. Em seguida, as células foram contadas em câmara 

de Neubauer e a densidade celular ajustada para realização dos experimentos. 

 

3.4  Ensaios de Citotoxicidade 
 

A toxicidade das moléculas em estudo sobre células RAW264.7 foi avaliada usando 

o teste do MTT, que avalia a capacidade da célula viável em converter o MTT em um sal 

de cor arroxeada chamado formazan (MOSMANN, 1983). 105 células/mL foram 

adicionadas em placas estéreis de 96 poços e mantidas em estufa overnight para adesão 

e proliferação. Em seguida, foram tratadas com várias concentrações das substâncias em 

placas de 96 poços por 24 horas (Figura 7). Além de DBA e DBAn, a citotoxicidade da 

curcumina também foi avaliada para comparação. 

Após esse período, os poços foram lavados e tratados com solução de MTT 

(concentração final de 0,25 mg/mL) por 3 horas. As placas foram então centrifugadas para 

retirada do sobrenadante e os cristais produzidos foram solubilizados em DMSO 

(dimetilsulfóxido). A leitura espectrofotométrica foi realizada a 570 nm e o percentual de 

viabilidade calculado em comparação ao grupo controle. Como controle negativo, foram 

usadas células tratadas unicamente com veículo (DMSO 0,5%). As concentrações que não 
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apresentarem citotoxicidade foram utilizadas nos experimentos a seguir. 

 

FIGURA 6: Delineamento experimental do ensaio de citotoxicidade 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Em paralelo, o ensaio de MTT foi realizado também para avaliação da citotoxicidade 

do peróxido de hidrogênio (H2O2). Para isso, os macrófagos foram tratados com diferentes 

concentrações de H2O2 (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,6 µM) por 4 e 8 horas e, em 

seguida, submetidos ao ensaio de MTT. Por fim, o percentual de células viáveis foi 

calculado, e a concentração capaz de reduzir a viabilidade em 50% foi estimada por 

regressão não-linear. 
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3.5 Avaliação do efeito citoprotetor dos curcuminoides sobre a citotoxicidade 
induzida por H2O2 

 

FIGURA 7: Linha do tempo do experimento de avaliação do efeito sobre 

citotoxicidade induzida por H2O2 

 

Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Para avaliar a capacidade de DBA e DBAn em reduzir a lesão celular induzida pelo 

estresse oxidativo de H2O2, as concentrações não tóxicas, conforme ensaio de 

citotoxicidade, foram utilizadas. 105 células/mL foram cultivadas em placas de 96 poços e 

mantidas overnight para adesão e proliferação. Em seguida, foram tratadas com DBA e 

DBAn na mesma faixa de concentrações do experimento anterior por 20 horas, seguido da 

adição de H2O2 (500 µM) e incubação por 4 horas adicionais. Após esse período, o ensaio 

do MTT foi realizado e o percentual de células viáveis foi calculado como descrito nos 

tópicos anteriores (Lin et al., 2019a). Células não tratadas foram usadas como controle 

negativo, e células tratadas unicamente com H2O2 foram utilizadas como controle de 

citotoxicidade. Além disso, curcumina também foi usada para permitir comparação com os 

curcuminoides em estudo.  

 

3.6 Ensaios de Citometria de Fluxo 
 

A citometria de fluxo é um método no qual células suspensas são contadas através 

de leitura fotoelétrica conhecidos como Contadores de Células Ativados por Fluorescência 
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(FACS). As células são aspiradas e dirigidas por uma corrente de fluxo contínuo de salina, 

fazendo com que estas passem individualmente pela câmara de leitura, atravessando 

feixes de luz de comprimento de onda específicos (figura 8). Inicialmente, na câmara de 

leitura, as células causam obstrução numa corrente de impedância elétrica ou interrupção 

de um feixe luminoso. Esse evento é proporcional ao tamanho da célula e é chamado de 

dispensão frontal, ou FSC (Foward Scatter) (Adan et al., 2017). 

Paralelamente, é gerada pela célula uma dispersão lateral de luz, chamada de Side 

Scatter (SSC), que se deve ao encontro do feixe luminoso com as estruturas intracelulares, 

como organelas, núcleo e grânulos, permitindo a avaliação da complexidade ou 

granulosidade celular. Além disso, quando células ou outras partículas são marcadas com 

fluorocromos, o feixe luminoso provoca a excitação dessas moléculas e consequente 

emissão de luz detectada em leitores de fluorescência (FL1, FL2, FL3, FL4 e FL5) (Schmit; 

Klomp; Khan, 2021). 

 
Figura 8. Representação da citometria de fluxo 

 

Fonte: Elite Optoelectronics Co., 2021 

 

Para realização dos ensaios de citometria de fluxo, 105 células/mL foram adicionadas 

a placas de 6 poços e submetidas ao tratamento com DBA (50 e 25 µM), DBAn (12,5 e 3,12 

µM) e Cur (20 e 10 µM) por 20 horas, seguido da lesão celular induzida por H2O2 por 4 

horas. Após esse período, foram realizados os ensaios a seguir. 

 

3.6.1 Avaliação dos mecanismos de morte celular 
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Com o objetivo de avaliar o mecanismo pelo qual o estresse oxidativo induzido por 

peróxido de hidrogênio lesiona e causa amorte das células, foi utilizada a marcação por 

dois corantes fluorescentes: 7AAD (7-aminoactinomicina) e Anexina V (Anx). O 7AAD é 

capaz de intercalar-se e complexar-se à molécula de DNA, porém não é capaz dde 

atravessar a membrana intacta da célula, sendo assim, sua marcação ocorre 

principalmente em processos necróticos. A Anexina V, por sua vez, é uma proteína capaz 

de liga-se, na presença de cálcio, à Fosfatidilserina, um fosfolipídio característico da parte 

interna da membrana plasmática que é externalizado geralmente em processos 

apoptóticos. Esse mecanismo é demonstrado na Figura 9.  

Para realização da análise, as células de cada poço foram retiradas, lavadas e 

posteriormente suspensas em 100 µL de tampão de ligação; nos tubos foram adicionados 

5 µL de 7AAD e 5 µL de Anx (0,5 mg/mL cada). O procedimento foi realizado utilizando um 

kit comercial (Annexin V PE Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences) e respeitando as 

orientações do fabricante. Após 15 minutos de incubação no escuro, foi adicionado 400 µL 

de tampão de ligação em cada tubo e as células foram. Os resultados foram expressos em 

percentual de células não marcadas; células marcadas por 7AAD, indicativo de necrose; 

células marcadas por Anexina-V, indicativo de apoptose; e células duplamente marcadas, 

indicativo de apoptose tardia. 

 

Figura 9. Determinação do perfil de morte celular através de 7-AAD/Anx 

 

Fonte: (Zimmermann; Meyer, 2011) 
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3.6.2  Avaliação da produção citoplasmática de Espécies Reativas de Oxigênio 

Nesse ensaio, foi utilizado o 2',7'-diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA) (Figura 

10). O DCFH-DA é uma molécula não-fluorescente e lipofílica, o que lhe confere facilidade 

de atravessar a membrana plasmática. Algumas enzimas citosólicas promovem a 

desacetilação do DCFH-DA, formando 2',7'-diclorofluoresceína (DCFH) que fica preso no 

citoplasma devido à sua alta polaridade. ERO produzidas no citoplasma oxidam o DCFH 

em DCF (oxidado), fazendo-o apresentar fluorescência verde (Eruslanov; Kusmartsev, 

2010). 

Três horas após o tratamento com as substâncias, foi adicionada uma solução de 

DCFH-DA (concentração final de 20 µM em DMSO). Ao final das 24 horas, as células foram 

retiradas com o auxílio de um cell scraper, centrifugadas, lavadas duas vezes com PBS e, 

por fim, ressuspendidas em 500 µL de solução salina e submetidas à análise por citometria 

de fluxo (Kim, Hyeoncheol; Xue, 2020). A intensidade de fluorescência verde (515 a 545 

nm) foi medida, e os grupos experimentais foram comparados pelo cálculo da Intensidade 

de Fluorescência Relativa (IFR), determinada confome equação: 

 

𝐼𝐹𝑅 =
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
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Figura 10. Determinação de ERO através de DCF 

 

Fonte: GLPBIO, 2023 

  

3.7 Análise da expressão gênica 
  

Análises moleculares foram realizadas para avaliar alterações na expressão dos 

genes de Nrf2 e HO-1 após o modelo experimental. Para isso, o RNA total foi extraído, 

seguido de digestão enzimática de resíduos de DNA usando kit Fast RNA extraction with 

PureLink RNA Mini Kit (Termofisher). Então, DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por 

reação com transcriptase reversa. O controle do processo foi feito através da análise de 

concentração e pureza do RNA e do DNA em espectrofotômetro de microvolumes do tipo 

Nanodrop (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System – Bio Rad).  

A expressão dos genes de interesse foi avaliada por real-time qPCR utilizando mix 

de reação (SYBR Green Master Mix) e primers específicos sense e antisense (Tabela 1) 

obtidos comercialmente, usando como referência a base de dados do National Library of 

Medicine (Jozefczuk; Adjaye, 2011; Sanz et al., 2019). Como gene de referência 
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(housekeeping), foi utilizado GAPDH. 

 

Tabela 1. Sequências dos Primers 

Primer Sequência 

Nrf2 

Foward ATCTCCTAGTTCTCCGCTGCT 

Reverse CTCCAAGTCCATCATGCTGAGG 

HO-1 

Foward GCCACCAAGGAGGTACACAT 

Reverse GCTTGTTGCGCTCTATCTCC 

GAPDH 
Foward GCTTGTTGCGCTCTATCTCC 

Reverse GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA 

 

Para quantificação, foram criadas curvas padrão usando diluições seriadas de uma 

amostra com concentração conhecida. O cálculo de eficiência dos primers foi feito através 

da inclinação da curva padrão. Para análise de dados, foi usado o método 2-ΔΔCt para 

quantificação relativa, comparando a expressão do gene de interesse com o gene de 

referência (Jozefczuk; Adjaye, 2011). Para isso, o valor ∆∆CT será calculado usando a 

fórmula: 

 

∆∆𝐶𝑇 = (𝐶𝑡𝑎𝑝 −  𝐶𝑡ℎ𝑝) −  (𝐶𝑡𝑎𝑐 − 𝐶𝑡ℎ𝑐) 

 

 Onde: ∆CT é a diferença entre a quantidade de ciclos de amplificação do gente de 

interesse e o gene de referência e o ∆∆CT é a diferença entre os ∆CT dos grupos com (ap e hp) e 

sem (ac e hc) a lesão por Peróxido de Hidrogênio. 

   

 

3.8 Análise estatística 
  

Todos os experimentos foram realizado pelo menos em triplicata, com n=3 em cada 

experimento. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov 

e expressos como média ± erro padrão da média. A comparação dos grupos foi feita pelo 

teste one-way ANOVA com pós-teste de Tukey, utilizando p < 0,05 como critério de 

significância. As análises estatísticas foram realizadas utilizando os programas Microsoft 
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Excel 365 e GraphPad Prism versão 6.0. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 



42 

 

4 RESULTADOS 
 

4.1 Docking molecular 
 

No estudo de docking molecular, foram avaliadas as interações teóricas das 

substâncias em estudo com os domínios Kelch e Brick-to-Brick (BTB) de Keap1. Os 

resultados obtidos para o domínio Kelch estão apresentadas na figura 11 e tabela 2. O sítio 

de ligação do inibidor IQK co-cristalizado no domínio Kelch é formado pelos resíduos Tyr-

525, Ser-508, Ser-555, Ala-556, Asp-530, Arg-483, Arg-415, Ser-602, Tyr-572, Phe-577, 

Tyr-334 e Phe-478. Tanto curcumina quanto o curcuminoide DBAn se ligaram à mesma 

região do sítio de ligação do inibidor co-cristalizado, tendo em comum interações com os 

resíduos Arg-415, Ala-556 e Tyr-334 (DBAn); Arg-415 (DBA); e Arg-415, Ala-556, Arg-483 

e Ser-508 (Cur), indicando a possibilidade de esses compostos  atuarem de forma similar 

a IQK. As substâncias em estudo, assim como IQK, realizaram interações do tipo 

hidrofóbica e ligação de hidrogênio com os resíduos da proteína.  

 

Figura 11. Docking dos curcuminóides com o domínio Kelch 

  

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Tabela 2. Docking dos curcuminóides com o domínio Kelch 

Ligante ΔG (Kcal/mol) RMSD (Å) Resíduo Interação Distância 
(Å) 

DBA -7,4 0.440 Ala-366A Hidrofóbica 4.00 

   Arg-415A Hidrofóbica 3.68 

   Ala-556A Hidrofóbica 3.77 

 
 

  Ile-559A Hidrofóbica 3.78 

DBAn -7,7 1.034 Tyr-334A Hidrofóbica 3.93 

   Arg-415A Hidrofóbica 3.62 

   Ala-556A Hidrofóbica 3.72 

 
 

  Ser-363A Ligação de Hidrogênio 2.25 

Curcumina -8,7 1.303 Arg-415A Hidrofóbica 3.97 

   Ala-556A Hidrofóbica 3.68 

   Val-606A Hidrofóbica 3.98 

   Gly-364A Ligação de Hidrogênio 3.04 

   Arg-483A Ligação de Hidrogênio 2.36 

   Ser-508A Ligação de Hidrogênio 2.46 

   Ser-508A Ligação de Hidrogênio 2.50 

   Val-606A Ligação de Hidrogênio 2.34 

Legenda: ∆G: Energia Livre de Gibs; RMSD: root mean standard deviation. 

 

Em relação ao domínio BTB, foi observado que DBA, DBAn e curcumina se ligaram 

à proteína em resíduos diferentes daqueles observados para o inibidor cocristalizado 58E 

(Figura 12). O sítio de ligação do inibidor co-cristalizado (58E) é formado pelos resíduos 

Tyr-85, His-129, Val-132, Lys-131, Arg-135, Val-155, Ile-145, Ser-146, Met-147, Gly-148, 

Lys-150, Cys-151, His-154 (Huerta et al., 2016b). Em contraste, DBA interagiu com Lys-61, 

Phe-64 e Phe-139; DBAn interagiu com Lys-61, Phe-64, Phe-139 e Ala-143; e curcumina 

interagiu com Lys-61, Phe-64, Phe-139, Ala-143, Ile-164, Asp-165 e Ser-166 (Tabela 3).  
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Figura 12. Docking dos curcuminóides com o domínio BTB 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Tabela 3. Docking dos curcuminóides com o domínio BTB 
 

Ligante ΔG (Kcal/mol) RMSD (Å) Resíduo Interação Distância (Å) 

DBA -6,7 0.293 Lys-61A Hidrofóbica 3.79 

   Phe-64A Hidrofóbica 3.65 

   Phe-64A Hidrofóbica 3.86 

   Phe-64A Hidrofóbica 3.91 

 
 

  Phe-139A Hidrofóbica 3.76 

DBAn -6,7 0.521 Lys-61A Hidrofóbica 3.83 

   Phe-64A Hidrofóbica 3.97 

   Phe-139A Hidrofóbica 3.75 

 
 

  Ala-143A Hidrofóbica 3.75 

Curcumina -6,2 1.355 Lys-61A Hidrofóbica 3.84 

   Phe-64A Hidrofóbica 3.16 

   Phe-64A Hidrofóbica 3.64 

   Phe-64A Hidrofóbica 3.78 

   Phe-139A Hidrofóbica 3.60 

   Ala-143A Hidrofóbica 3.17 

   Ile-164A Hidrofóbica 3.77 

   Asp-165A Ligação de Hidrogênio 2.83 

   Ser-166A Ligação de Hidrogênio 2.21 

Legenda: ∆G: Energia Livre de Gibs; RMSD: root mean standard deviation. 
 

4.2  Citotoxicidade 
 

 Para a avaliação da toxicidade da curcumina e dos curcuminoides em estudo, foi 

realizado o ensaio de viabilidade cellular, a fim de descobrir as concentrações não tóxicas 

que serão utilizadas nos ensaios posteriores. A curcumina diminuiu a viabilidade cellular a 

partir da concentração de 7,81 µM enquanto os curcuminoides sintéticos apresentaram 

toxicidade consideravelmente menor, sendo a DBAn a partir de 31,5 µM e a DBA a partir 

de 100 µM, conforme mostra a Figura 13. Foram utilizadas nos experimentos posteriores 

apenas concentrações dentro da faixa não tóxica. 
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Figura 13. Citotoxicidade dos curcuminóides 
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Legenda: Dados expressos como média ± erro padrão médio, analisados com one-way ANOVA com pós-

teste de Dunet. *p<0,05 vs CT  

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 

 

 

4.3 Estresse oxidativo induzido por peróxido de hidrogênio 
 

A fim de determinar o potencial de proteção da curcumina e os curcuminoides 

sintéticos, inicialmemente foi identificada a toxicidade do peróxido de hidrogênio sobre os 

macrófagos, para definir tanto a concentração a ser utilizada no experimento qunato o 

tempo de indução da lesão. Identificou-se que, no tempo de 4 horas a viabilidade cellular 

na concentração de 500 µM foi de, aproximadamente, 50% (Figura 14), ideal para observar 

o perfil de proteção das substâncias. Com isso, escolheu-se essa concentração e tempo. 

Posteriormente, as células foram submetidas à lesão pelo peróxido de hidrogênio na 

presença das substâncias em estudo. Como pode ser observado na Figura 15, a curcumina 

foi capaz de prevcenir parcialmente a lesão nas concentrações 2,5 µM e 5 µM. Já a DBAn 
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conseguiu prevenir completamente a lesão nas concentrações 12,5 µM e 6,25 µM e 

parciamente na concentração 3,12 µM. A DBA preveniu parcialmente em todas as 

concentrações testadas. 

 

 

Figura 14. Determinação do efeito citotóxico de peróxido de hidrogênio em macrófagos 
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Legenda: Dados expressos como média ± erro padrão médio, analisados com one-way ANOVA com pós-

teste de Dunet. *p<0,05 vs CT 

Fonte: Elaborado pelo autor   
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Figura 15. Efeito dos curcuminóides sobre estresse oxidativo induzido por macrófagos 
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Legenda: Dados expressos como média ± erro padrão médio, analisados com one-way ANOVA com pós-

teste de Dunet. *p<0,05 vs CT. ap<0,05 vs CT (Branco); bp<0,05 vs H2O2 (Vermelho) 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 

4.4 Perfil de morte celular 
 

Para avaliação dos eventos de morte celular relacionados à exposição a H2O2 e o 

efeito protetor dos curcuminoides, foi realizado o ensaio com os marcadores 7AAD e 

Anexina V-FITC, usando citometria de fluxo. O tratamento com H2O2 causou redução do 

percentual de células viáveis, bem como aumentou o percentual de células marcadas com 

7AAD e duplamente marcadas. Esses resultados indicam que o peróxido causou dano e/ou 

permeabilização da membrana plasmática. O tratamento com curcumina (Figura 16), DBA 

(Figura 17) e DBAn (Figura 18) conseguiram proteger as células dessas alterações, 

causando aumento de células viáveis e redução de células marcadas com 7AAD e 

duplamente marcadas. Adicionalmente, Cur, DBA e DBAn não causaram morte celular ou 

mudança no percentual de eventos quanto adicionadas isoladamente à cultura (dados não 

mostrados).  
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Figura 16. Eventos de morte celular em macrófagos tratados com curcumina submetidos à 

lesão por peróxido de hidrogênio (H2O2). 

 
Legenda: As células foram classificadas como viáveis (não marcadas, quadrante inferior esquerdo), 7AAD+ 
(dano de membrana, quadrante superior esquerdo), AxFITC+ (externalização de fosfatidilserina, quadrante 

inferior direito) e células duplamente marcadas (quadrante superior direito). Os dados estão expressos 
como média ± erro padrão médio, e os dados foram analisados com two-way ANOVA com pós-teste de 

Tukey. ap<0,05 vs. grupo controle; bp<0,05 vs. grupo H2O2 (500 µM). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 17. Eventos de morte celular em macrófagos tratados com DBA submetidos à lesão 
por peróxido de hidrogênio (H2O2). 

 
Legenda: As células foram classificadas como viáveis (não marcadas, quadrante inferior esquerdo), 7AAD+ 
(dano de membrana, quadrante superior esquerdo), AxFITC+ (externalização de fosfatidilserina, quadrante 

inferior direito) e células duplamente marcadas (quadrante superior direito). Os dados estão expressos 
como média ± erro padrão médio, e os dados foram analisados com two-way ANOVA com pós-teste de 

Tukey. ap<0,05 vs. grupo controle; bp<0,05 vs. grupo H2O2 (500 µM). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 18. Eventos de morte celular em macrófagos tratados com DBAn submetidos à lesão 
por peróxido de hidrogênio (H2O2). 

 
Legenda: As células foram classificadas como viáveis (não marcadas, quadrante inferior esquerdo), 7AAD+ 
(dano de membrana, quadrante superior esquerdo), AxFITC+ (externalização de fosfatidilserina, quadrante 

inferior direito) e células duplamente marcadas (quadrante superior direito). Os dados estão expressos 
como média ± erro padrão médio, e os dados foram analisados com two-way ANOVA com pós-teste de 

Tukey. ap<0,05 vs. grupo controle; bp<0,05 vs. grupo H2O2 (500 µM). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 
4.5 Acúmulo de ERO citoplasmático 

 

O dano celular induzido pelo peróxido de hidrogênio se dá principalmente pelo 

aumento excessivo de acúmulo de ERO intracellular e consequente saturação dos 

mecanismos de resposta antioxidante. Para avaliar esse fenômeno, a mensuração do 
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acúmulo citoplasmático de ERO foi realizada através da identificação da fluorescência 

relativa à oxidação do DCF-DA. 

Como ilustrado na Figura 19, foi observado um aumento de 40 a 50% no acúmulo 

de ERO causado pelo H2O2. A curcumina foi capaz de reduzir parcialmente esse acúmulo 

em aproximadamente 60% na concentração 20 µM e completamente na concentração 10 

µM enquanto a DBAns reduziu em aproximadamente 20% em todas as concentrações 

testadas e a DBAc, em todas as concentrações testadas, preveniu completamente o 

acúmulo de ERO nos macrófagos. Ademais, observou-se uma redução basal e ERO na 

ausência do estímulo oxidativo (H2O2), indicando um potencial de prevenção a condições 

subclínicas de estresse oxidativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

 

 

Figura 19. Efeito dos curcuminóides sobre o acúmulo citoplasmático de ERO 

 

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão médio, e os dados foram analisados com two-
way ANOVA com pós-teste de Tukey. ap<0,05 vs. grupo controle; bp<0,05 vs. grupo H2O2 (500 µM). 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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4.6 Ensaios de Biologia Molecular 
 

Para avaliar o efeito dos curcunimoides sintéticos DBA e DBAn sobre a expressão 

gênica de Nrf2 e HO-1, foi realizada a técnica de RT-qPCR. Foi possível observar que o 

eatresse oxidativo aumentou a expressão, tanto de Nrf2, quanto de HO-1 e a curcumina e 

os curcuminoides foram capazes de reduzir essa expressão.  

O estresse oxidativo dobrou a expressão do fator de transcrição nuclear Nrf2, 

enquanto que, para HO-1, houve um aumento de 13 vezes em sua expressão. DBA e DBAn, 

assim como a curcumina, foram capazes de diminuir a expressão de ambos os genes como 

mostra a figura 20. 
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Figura 20. Expressão relativa de mRNA 

Legenda: Dados expressos como media ± erro padrão médio, analisados por one-way ANOVA com pós 

teste de Tukey. ap<0,05 vs. grupo controle; bp<0,05 vs. grupo H2O2 (500 µM). 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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5 DISCUSSÃO 
 

Os resultados apresentados demonstraram a atividade antioxidante e citoprotetora 

de dois curcuminoides sintéticos monocarbonilados, cuja atividades foram mantidas apesar 

das alterações estruturais em relação à curcumina. Esse efeito parece ser superior ao da 

molécula natural, uma vez que acontece em maior intensidade e/ou com menor toxicidade. 

Além disso, as interações mostradas nas simulações de docking molecular sugerem que 

DBA e DBAn apresentam capacidade de ancoramento à Keap1 de forma semelhante ao 

observado para curcumina. Esses resultados são inovadores e podem contribuir para o 

desenvolvimento de estratégias farmacológicas antioxidantes úteis em diferentes contextos 

clínicos. 

No presente trabalho, foi investigada a participação da via de sinalização 

Keap1/Nrf2/ARE no efeito antioxidante e citoprotetor das moléculas. Essa é uma das vias 

mais importantes para manutenção do equilíbrio redox intracelular e a resposta tecidual ao 

estresse oxidativo e tem sido considerada o principal mecanismo de ação da curcumina. 

Dessa forma, essa via representa um importante alvo farmacológico para a terapia 

antioxidante. A simulação in silico demonstrou que curcumina, DBA e DBAn foram capazes 

de interagir com Keap1, principalmente com seu domínio de ligação a Nrf2. Essa interação 

pode contribuir para a redução da ubiquitinação e degradação proteolítica de Nrf2 e, 

consequentemente, para a ativação dessa via de sinalização molecular (Ooi; Mohammad; 

Sharif, 2014; Radi, 2022). 

O domínio Kelch de Keap1 é, sem dúvidas, o mais relevante enquanto alvo 

farmacológico, pois é nele em que se encontra o sítio de ligação ao peptídeo Nrf2, através 

de uma rede de ligações de hidrogênio. Os resíduos mais importantes que participam dessa 

rede são Arginina (380, 415 e 483), Tirosina (334), Serina (508, 555 e 602), Glutamina (530) 

e Asparagina (382) (BARROS; OLIVEIRA; SILVA, 2022). Dessa forma, substâncias 

capazes de interagir diretamente com um ou mais desses resíduos podem contribuir para 

impedir ou retardar a ligação de Keap1 a Nrf2. 

Curcumina, DBA e DBAn se ancoraram ao sítio ativo de Keap1, interagindo com 

resíduos importantes para a ligação com Nrf2. Outras moléculas bioativas tem demonstrado 

interação com esses resíduos, como ácido elágico, um metabólito secundário fenólico 

vegetal conhecidamente antioxidante (Elias De Lima Barros; Oliveira; Barreto Da Silva, 
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[s.d.]). Esses dados fortalecem a importância dessa região para a estabilização do 

complexo Keap1-Nrf2 e a potencialidade terapêutica de moléculas capazes de interferir 

nesse complexo. Em especial, os resíduos Arg483 e Ser508 são responsáveis pelo 

reconhecimento de Nrf2 (Baird; Yamamoto, 2020; Hassanein et al., 2020). Portanto, sugere-

se que as substâncias interfiram na ligação de Keap1 a Nrf2, ativando a via e, 

consequentemente, aumentando a expressão de enzimas antioxidantes (Baird; Yamamoto, 

2020). 

Em contraste, alguns trabalhos mostram ainda outras possíveis interações de 

curcumina com resíduos de cisteina do domínio Kelch, que são responsáveis pelo 

reconhecimento de ERO no microambiente citoplasmático e consequente mudança 

conformacional de Keap1, causando a liberação de Nrf2 (Dikovskaya; Dinkova-Kostova, 

2020; Tkachev; Menshchikova; Zenkov, 2011). Tais interações não foram observadas no 

presente estudo. Possivelmente, diferenças na estrutura cristalográfica das proteínas-alvo 

usada nesses artigos podem explicar essa diferença, representando outro padrão 

conformacional de Keap1. 

O domínio BTB, por sua vez, é responsável pelo reconhecimento de Ubiquitina 

Ligase E3, que promove a degradação proteolítica do fator de transcrição Nrf2, mediado 

principalmente pela ligação com Cys151. Contudo, tanto curcumina quanto DBA e DBAn 

acoplaram em sítio diferente do inibidor cocristalizado nesse domínio, interagindo 

principalmente com Lys-61, Phe-64, Phe-139, Ala-143 e Ile-164. Apesar de a interação ser 

promissora, não está descrito, até o momento, o papel desses resíduos na função biológica 

de Keap1, ou de que forma a interação com eles possa contribuir para o efeito biológico de 

curcumina e seus derivados (Chen, Yifan et al., 2021; Cheng et al., 2021; Lu, Mengchen et 

al., 2024).  

Ressalta-se também que, apesar de alterar a interação com alguns aminoácidos, a 

substituição do grupo β-dicetona caraterístico de curcumina por uma monocarbonila não 

prejudicou o ancoramento das moléculas em Keap1, mantendo-se semelhantes as energias 

de interação, as distâncias entre elas e a região onde aconteceu a ancoragem. Esse 

resultado é importante, uma vez que indica que as moléculas sintéticas podem atuar de 

maneira semelhante à curcumina, possivelmente sem prejuízo à suas bioatividades. Esses 

dados torna possível um melhor entendimento sobre o mecanismo de ação de 

curcuminoides naturais e sintéticos, bem como a predição e design racional de novas 
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moléculas.  

Após a realização das simulações de docking molecular, as substâncias foram 

submetidas a ensaios in vitro para avaliação de seu efeito protetor em modelo de lesão 

celular induzida por estresse oxidativo. Inicialmente, foi realizado o ensaio de viabilidade 

celular em macrófagos, para identificação das concentrações adequadas aos demais 

experimentos. Os macrófagos são células importantes envolvidas na resposta ao estresse 

oxidativo, uma vez que liberam diversos mediadores importantes para progressão ou 

modulação da resposta tecidual a agentes agressores (Davies et al., 2013; Varol; Mildner; 

Jung, 2015). Por isso, o presente trabalho utilizou macrófagos murinos da linhagem 

RAW264.7, que são amplamente utilizados em pesquisa biológica e farmacológica. 

Foi possível observar que a substituição química dos curcuminoides sintéticos gerou 

uma considerável redução de citotoxicidade, quando comparado aos resultados obtidos 

para curcumina. Esse achado se deve principalmente à estrutura ceto-enólica da curcumina 

dependente de pH, que faz com que seu grupo beta-dicetona alterne para um álcool por 

meio de estruturas de ressonância. Essa característica confere alta reatividade à molécula 

da curcumina, uma vez que permite a complexação com diversas proteínas. Os análogos 

sintéticos monocarbonilados DBA e DBAn, por sua vez, não apresentam estrutura ceto-

enólica, tendo assim, menor reatividade e toxicidade, além de maior estabilidade em pH 

fisiológico.  

Adicionalmente, a biodisponibilidade por via oral de curcumina também é 

comprometida por sua interação com enzimas intestinais, que a metabolizam antes mesmo 

da absorção (Anand et al., 2007; Kotha; Luthria, 2019). Além da interação com proteínas, 

a curcumina também apresenta alta suceptibilidade à glicuronidação por meio dos 

hepatócitos, fazendo com que sua velocidade de biotransformação seja elevada, e seu 

tempo de ½ vida, curto (Anand et al., 2007). Estudos de análogos monocarbonilados da 

curcumina relatam melhora importante na solubilidade e biodisponibilidade sem perca ou 

até com aumento de potência de ação biológica. Alguns autores chegaram a relatar 60% 

de aumento de biodisponibilidade oral apenas pela substituição do Sistema Beta-Dicetona 

pela monocarbonila (Mosley; Liotta; Snyder, 2007). 

A partir dos ensaios de citotoxicidade, foram selecionadas as faixas de concentração 

de DBA, DBAn e curcumina para o ensaio de lesão celular induzido por estresse oxidativo. 

Pelo caráter multifatorial e a ampla gama de sistemas biológicos acometidos por esse 
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processo, é de extrema importância o estudo e desenvolvimento de terapias alvo para o 

estresse oxidativo (Sies, 2015). A indução de estresse oxidativo em macrófagos por 

peróxido de hidrogênio se mostra uma das técnicas mais eficientes para essa avaliação, 

tanto pelo papel fundamental desenvolvido pelos macrófagos na resposta antioxidante, 

quanto pela rápida e eficiente ação oxidante do peróxido de hidrogênio (Fonseca et al., 

2014; Han, Shuo et al., 2024). Além disso, trata-se de uma técnica facilmente reprodutível. 

A avaliação laboratorial do estresse oxidativo pode se dar através de diferentes 

métodos. Em estudos in vivo, esses estudos são realizado em pacientes com condições 

clínicas que envolvem estresse oxidativo, como no trabalho de Shahvali et al. (2019) no 

qual foram associados os níveis de estresse oxidativo plasmático em pacientes diabéticos 

ao aparecimento de desfechos clínicos como nefropatia e hipertensão. Além disso, pode 

ser realizada a indução de estresse oxidativo em animais de laboratório, como estudado 

por Zha et al. (2022), no qual é avaliado o uso de produtos naturais antioxidantes em um 

modelo animal de esclerose múltipla (Bottino et al., 2015; Li, Yupei et al., 2023; Reckelhoff; 

Romero; Yanes Cardozo, 2019b).  

Já em modelos in vitro, além de mimetizar doenças que envolvam o estresse 

oxidativo relacionado a diferentes sistemas biológicos, também é possível induzir a 

formação de um microambiente oxidativo inespecífico em uma linhagem celular, sem 

necessariamente mimetizar uma doença (Alves et al., 2023; Carini et al., 2017; Chowdhury; 

Saikia, 2022; Feitosa et al., 2018; Zhou et al., 2022). Assim, permite-se tanto a triagem do 

potencial antioxidante de substâncias bioativas quanto sua aplicabilidade para o tratamento 

de condições específicas. 

A lesão causada pelo peroxido de hidrogênio se deve ao desequilíbrio nas reações 

intracelulares de conversão e eliminação das espécies reativas de oxigênio, com seu 

consequente acúmulo citoplasmático. As ERO acumuladas causam o dano tecidual 

observado, incluindo dano direto ao DNA (Chen, Yi et al., 2021; Ooi; Mohammad; Sharif, 

2014; Radi, 2022). Muitas vias de sinalização cellular participam e são afetadas e 

respondem a esse processo; dentre elas, destaca-se a via Keap1/Nrf2/ARE (Yeh et al., 

2015). 

Esse dano direciona para perfis de morte celular diferentes a depender da 

concentração e tempo de exposição. Trabalhos que utilizaram peróxido de hidrogênio em 

concentrações altas com curtos períodos de exposição encontram aspectos celulares 
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associados a necrose. Oliveira, M. et al. (2015), observou que a exposição de Aspergillus 

fuminatus a altas concentrações de peróxido de hidrogênio por 1h, aumentou a expressão 

de metacaspases relacionadas a necrose. Já Takeda et al. (1999) observou o mesmo efeito 

em células de tubulares renais de rato assosciado à degradação da molécula de DNA. 

De modo diferente, trabalhos com tempos de exposição a partir de 8 horas de 

peróxido de hidrogênio, encontraram um perfil de morte celular voltado para a apoptose ou 

apoptose tardia, como Qi et al. (2022), que observou uma dupla marcação com 7AAD/Ax, 

o que denota, tanto externalização de membrana quento exposição do DNA, característica 

de um perfil misto de morte celular chamado de apoptose tardia. 

Esses resultados corroboram para os resultados encontrados no presente trabalho, 

no qual o peróxido de hidrogênio aumentou a marcação por 7AAD, denotanto exposição da 

molécula de DNA, característica marcante de processos necróticos. 

Como observado nos resultados, tanto curcumina quanto os curcuminoides DBAn e 

DBA foram capazes de proteger os macrófagos da lesão causada por peróxido de 

hidrogênio, mostrando que a ação antioxidante se mantém após a substituição da β-

dicetona por monocarbonila. Possivelmente, esse efeito citoprotetor está diretamente ligado 

ao efeito antioxidante dessas moléculas, que podem atuar reduzindo a concentração de 

ERO no microambiente celular e a consequente morte celular. De fato, o efeito citoprotetor 

de moléculas antioxidantes tem sido amplamente descrito na literatura, como melatonina 

(Cardinali; Pandi-Perumal; Brown, 2024), genisteína (Grossini et al., 2017), trimetazidina 

(Castedo et al., 2005) e piceatanol (Da Costa et al., 2019). Esses dados corroboram com 

nossos achados, em especial indicando que moléculas capazes de modular a resposta 

bioquímica e tecidual a agentes oxidantes são promissoras no contexto do desenvolvimento 

de novos fármacos. 

Para avaliar o potencial antioxidante propriamente dito das moléculas em 

macrófagos, inicialmente foram realizados ensaios de citometria de fluxo. Os resultados 

indicaram que DBA eDBAN, assim como curcumina, apresentaram ação protetora sobre o 

acúmulo citoplasmático de ERO induzido por H2O2. O efeito antioxidante de curcumina está 

bem descrito na literatura. Qi et al. (2022), demonstrou o potencial da curcumina em diminuir 

o estresse oxidativo e a resposta inflamatória em condrócitos lesados por peróxido de 

hidrogênio. Já Yang, Jiang e Shi (2017), observaram a capacidade da curcumina em 

aumentar a expressão de Hemeoxigenase-1, aumentando a prevenção contra o estresse 
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oxidativo gerado por peróxido de hidrogênio em cardiomioblastos.  

O potencial antioxidante dos análogos se manteve similar à curcumina, destacando-

se a DBAn por apresentar ação em uma faixa de concentrações semelhante. Alguns 

autores apontam que as ações biológicas da curcumina se devem, principalmente, aos seus 

components aromáticos fenólicos. Assim, sugere-se que substituições nos anéis 

aromáticos sejam as principais responsáveis por diferenças na magnitude e espectro de 

efeitos farmacológicos (Chainglou e Litina, 2020). Esses dados pode majudar a explicar a 

diferença de efeito observada para DBA e DBAn. Adicionalmente, alguns trabalhos citam 

que o prolongamento da cadeia alifática não irá necessariamente alterar suas propriedades 

farmacológicas, desde que não haja prejuízo para a interação com receptores (Alam, 

Sarfaraz et al., 2024; Baptistella et al., 2024; Zang et al., 2024). 

Diversos autores apontam a dupla ação antioxidante da curcumina, tanto 

aumentando diretamente a atividade de enzimas antioxidants como catalase, Superóxido 

Dismutase e Glutationa Peroxidase, quanto aumentando a sinalização de Nrf2 (Cai et al., 

2022; Sahoo et al., 2023). Trabalhos de Docking molecular demonstraram encaixe direto 

da curcumina nas enzimas Catalase e Superóxido Dismutase e associaram com o aumento 

da atividade enzimática e em testes in vitro, na ausência de outras ferramentas antioxidants 

do maquinário cellular como a via de sinalização Keap1/Nrf2/ARE (Liu et al., 2024; Mishra 

et al., 2022; Samal et al., 2023; Simin khataee et al., 2019). Quanto à ação direta de 

curcumina frente à Glutationa peroxidase, apesar de vários artigos relatarem que há esse 

efeito, não há estudos confiáveis demonstrando o mecanismo pelo qual ocorre essa 

interação in silico ou in vitro.  Portanto, destaca-se principalmente a sua ação pela via 

Keap1/Nrf2 (Ming et al., 2024). 

Nesse contexto, acredita-se que efeito similar seja causado por DBA e DBAn os 

derivados sintéticos estudados também apresentam perfil de duplo mecanismo antioxidante 

pelo potencial observado nos resultados. Uma diferença observada entre a substância 

natural e os análogos é que a curcumina, em altas concentrações, promove o efeito 

contrário, aumentando o estresse oxidativo (Gupta; Patchva; Aggarwal, 2013; Hsiao et al., 

2021; Lin et al., 2019b). Os resultados obtidos para DBA e DBAn não demonstraram esse 

tipo de efeito controverso. 

Assim, os curcuminoides sintéticos apresentaram efeito antioxidante similar ao de 

curcumina, caracterizado por pela redução do acúmulo citoplasmático de ERO.  
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Os cucuminoides, assim como a curcumina, apresentaram atividade reguladora de 

Nrf2 uma vez que reduziram sua expressão, bem como da HO-1. A lesão por estresse 

oxidativo induzida por peróxido de hidrogênio em curtos períodos leva a um aumento da 

expressão de mRNA para Nrf2, enquanto o prolongamento da exposição acaba por diminuir 

essa expressão (Lin et al., 2019a). Nesse mesmo estudo, Lin observou que, com 8 horas 

de exposição ao peróxido de hidrogênio inverte o perfil de expressão gênica. 

Outros autores também apontam para o potencial regulatório da curcumina sobre a 

via Nrf2. Foi observado por Méndez-García et al. (2019) que a exposição a baixas 

concentrações de curcumina por tempos de até 12 h causa uma superexpressão de Nrf2 e 

das proteínas do ARE, enquanto que períodos de exposição maiores (18 – 24h), regulam 

essa expressão evitando a superativação da Via Keap1/Nrf2/ARE.  

DBA e DBAn, em concordância com Curcumina, ao reduzir o nível da lesão celular 

aguda, geraram um processo de downregulation na via Keap1/Nrf2/ARE, uma vez que 

regulam ao longo das 24h de exposição, resultaram no equilíbrio das concentrações de 

Nrf2 e ARE, reduzindo a intensidade do estresse oxidativo causado pelo peróxido de 

hidrogênio e a necessidade de superexpressão de Nrf2 e HO-1, diminuindo a morte celular 

associada a essa superativação (Méndez-García et al., 2019). 

Em contrapartida, trabalhos com tempo maior de indução e menor tempo de 

treatamento, mostraram um efeito contrário no qual a lesão reduz a expressão de mRNA 

para Nrf2 e HO-1 uma vez que depletam o maquinário celular de regulação redox e, nesse 

cenário, a ativação da via de sinalização do Nrf2 pela curcumina auxilia no aumento da 

expressão de mRNA para esses componentes (Chen, Hong Guang et al., 2013; Han, Shan 

et al., 2019; Li, Wan; Sun, 2020). 

Em consonância com os resultados observados no docking molecular, destaca-se a 

interação da curcumina e dos curcuminoides sintéticos monocarbonilados na Keap1, 

desacoplando o Nrf2 e aumentando sua translocação e consequentemente a ativação de 

ARE (Qi et al., 2022).  

O presente estudo apresentou algumas limitações, em especial por se tratar de um 

modelo in vitro inespecífico de estresse oxidativo. Assim, ensaios posteriores voltados ao 

estabelecimento e progressão de estresse oxidativo em condições clínicas específicas 

precisam ser realizados futuramente para comprovar a eficácia das moléculas para o 

tratamento dessas doenças. Apesar disso, os resultados aqui apresentados demonstram 
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pela primeira vez a potencialidade terapêutica desses derivados sintéticos 

monocarbonilados no controle do estresse oxidativo e consequente prevenção do dano 

tecidual associado. 

O presente trabalho abre perspectivas para o melhor entendimento das vias de 

sinalização envolvidas na resposta tecidual ao estresse oxidativo, bem como para a 

identificação e validação de alvos promissores para o desenvolvimento de novos fármacos. 

Os dados apresentados podem ainda contribuir ainda para o entendimento das relações 

estrutura-atividade de curcuminoides de interesse para a pesquisa científica. Ademais, os 

achados aqui apresentados sugerem a potencialidade de uso das moléculas em estudo em 

modelos experimentais específicos de doenças associadas ao estresse oxidativo, em que 

a ativação da via Keap1/Nrf2/ARE pode ser explorada como alvo farmacológico promissor. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 



66 

 

6 CONCLUSÃO 
 

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os curcuminoides sintéticos 

monocarbonilados DBA e DBAn apresentam citoprotetor em macrófagos de maneira 

superior ao observado para curcumina. Além disso, o tratamento com DBA e DBAn foi 

capaz de proteger essas células do acúmulo de ERO citoplasmáticas. Esse efeito parece 

estar associado à interação dessas substâncias com o domínio Kelch de Keap-1, 

estimulando a ativação da via Keap1/NRF2/ARE e equilibrando-a, diminuindo o extresse 

oxidativo causado pelo peróxido de hidrogênio. Esses resultados podem contribuir para 

o entendimento dos mecanismos protetores dos curcuminoides, bem como para 

direcionar o uso dessas moléculas em modelos experimentais futuros.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• DBA e DBAn interagem com aminoácidos na Keap1 responsáveis pelo acoplamento 

de Nrf2, semelhante à Curcumina; 

• DBA e DBAn apresentam menor citotoxicidade em macrófagos em relação à 

Curcumina; 

• DBA e DBAn possuem atividade citoprotetora e antioxidante superior à da 

Curcumina; 

• DBA e DBAn reduzem a produção e o acúmulo de ERO citoplasmática; 

• DBA e DBAn reduzem a expressão gênica de Nrf2 e HO-1. 
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