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RESUMO

A colite ulcerativa idiopatica (CUI), se caracteriza por inflamacéao difusa da mucosa do célon,
sendo uma doenca inflamatdria intestinal (DII), cuja etiologia é ainda desconhecida. Os
principais agentes etiopatogénicos estudados na CUI, destacam-se a resposta imune e extresse
oxidativo. Neste contexto, antioxidantes presentes em alimentos vém sendo testados afim de
reduzir o estresse oxidativo. Dentre eles a Curcuma longa tem apresentado diversas
propriedades biologicas, tais como antioxidante e anti-inflamatoria. Apesar das DII
envolverem principalmente o intestino, podem ocasionar manifestacbes em outros sistemas,
as chamadas manifestacdes extra intestinais (MEI). E objetivo deste trabalho avaliar o efeito
do consumo oral do extrato farmacéutico de Curcuma longa sobre a resposta antioxidante e
anti-inflamatoria nos tecidos hepéatico e renal em camundongos com colite ulcerativa
moderada e grave induzidas por sulfato de sédio dextrana (SSD). Foram utilizados 30
camundongos Swiss machos, divididos em 5 grupos: Controle (C), colite moderada (CM),
colite grave (CG), grupo com colite Moderada suplementado com extrato Curcuma longa
(Ext_M) e grupo com colite Grave suplementado com extrato de Curcuma longa (Ext_G). Os
animais suplementados receberam ragdo contendo 250 mg/kg/d do extrato de Curcuma longa
por 30 dias antes da inducdo da colite, sendo induzida por 7 dias por meio da administracédo
de SSD na agua de beber dos animais, nas proporcoes de 3% e 5%. Durante o periodo de
inducdo da doenca, o uso do extrato foi continuado. No 37° dia, os animais foram,
anestesiados, eutanasiados e submetidos a retirada do intestino, figado e rim para analises
histoldgicas do intestino, determinacdo da atividade antioxidante (superoxidodismutase -
SOD, catalase - CAT, glutationa reduzida - GSH, glutationa oxidada - GSSG e sua razéo -
GSH/GSSG), avaliacdo de estresse oxidativo (peroxido de hidrogénio - H,O2, malondialdeido
- MDA) perfil inflamatorio (mieloperoxidase - MPO). Os niveis teciduais de MDA foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e para as demais analises
por espectrofotometria nos tecidos hepatico e renal. Os dados foram analisados por testes
paramétricos e nao paramétricos, sendo a significancia considerada quando p < 0,05. A
analise histoldgica confirmou a inducdo da colite, que foi realizada no grupo suplementado
com curcuma. Foi possivel observar dano no tecido hepatico, grupo moderado e grave
suplementado ou ndo, e tecido renal no grupo de inducdo grave que foi suplementado com
curcuma, causados pela inducdo da colite, apos avaliacdo de MDA. As analises nos tecidos
renal e hepéatico, mostraram elevacdo de CAT, na inducdo em nivel moderado e grave, onde a
suplementacdo ndo teve influéncia na variacdo desses niveis. Observou-se uma tendéncia no
aumento de GSH e diminuicdo de GSSG, com elevacdo da razdo GSH/GSSG no grupo
suplementado em ambos os tecidos e niveis de inducdo, com aumento significativo de MDA
no grupo Ex_G do rim, e também observado no C_ M e C_G como no grupo Ex M e Ex G
do figado. Dessa forma, foi observado dano nos tecidos extra intestinais, ndo acompanhado de
inflamacéo e a agdo da curcumina se estendendo a esses tecidos mas ndo a diminuir os danos
no nivel grave da colite no rim e nivel moderado da colite no figado.

Palavras-chave: ManifestagOes extra intestinais. Planta medicinal. Doenca gastrointestinal.



ABSTRACT

Idiopathic ulcerative colitis (CUI) is characterized by diffuse inflammation of the colonic
mucosa, being an inflammatory bowel disease (IBD) which etiology is still unknown. The
main etiopathogenic agents studied in CUI are the immune response and oxidative stress,wich
stand out. In this context, antioxidants present in food have been tested in order to reduce
oxidative stress. Among them, Curcuma longa has shown several biological properties, such
as antioxidant and anti-inflammatory. Although IBD mainly involve the intestine, they can
cause manifestations in other systems, the so-called extra intestinal manifestations (MEI). The
aim of this work is to evaluate the effect of oral consumption of the pharmaceutical extract of
Curcuma longa on the antioxidant and anti-inflammatory response in liver and kidney tissues
in mice with moderate and severe ulcerative colitis induced by dextran sodium sulfate (DSS).
Thirty male Swiss mice were used, divided into 5 groups: Control (C), Moderate colitis (CM),
Severe colitis (CG), group with Moderate colitis supplemented with Curcuma longa extract
(Ext_M) and group with Severe colitis supplemented with extract from Curcuma longa
(Ext_G). The supplemented animals received a diet containing 250 mg/kg/d of Curcuma
longa extract for 30 days before colitis induction, being induced for 7 days through the
administration of SSD in the animals' drinking water, in proportions of 3% and 5 %, for 7
days. During the period of disease induction, use of the extract was continued. On the 37th
day, the animals were anesthetized and submitted to removal of the intestine, liver and kidney
for histological analysis of the intestine, determination of antioxidant activity
(superoxidodismutase - SOD, catalase - CAT, reduced glutathione - GSH, oxidized
glutathione - GSSG and its ratio - GSH/GSSG), oxidative stress evaluation (hydrogen
peroxide - H202, malondialdehyde - MDA) inflammatory profile (myeloperxidase - MPO).
Tissue levels of MDA were determined by high performance liquid chromatography (HPLC)
and for other analyzes by spectrophotometry in liver and kidney tissues. Data were analyzed
using parametric and non-parametric tests, with significance considered when p < 0.05.
Histological analysis confirmed the induction of colitis, which was performed in the group
supplemented with turmeric. It was possible to observe damage in liver tissue, moderate and
severe group supplemented to no and renal tissue in the severe induction group that was
supplemented with cucuma, caused by colitis induction, through MDA analyses. The analyzes
in the renal and hepatic tissue showed an increase in CAT, in the induction of moderate and
severe levels, where supplementation had no influence on the variation of these levels, there
was a trend towards an increase in GSH and a decrease in GSSG, with an increase in the GSH
/GSSG ration in the supplemented group at both tissue and induction levels, significant
increase in MDA in the Ex_G kidney group, and also seen in the Ex_M liver. Thus, damage
to extra intestinal tissues was observed, not accompanied by inflammation and the action of
curcumin extending to these tissues but not to decrease the damage to the severe level of
colitis in the kidney and moderate level of colitis in the liver.

Keywords: Extra intestinal manifestations. Medicinal plant. Gastrointestinal disease.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais consistem numa forma econémica para tratamento de diversas
doencas, no cuidado com a salde e amplamente empregadas, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Estudos com as mais diversas plantas medicinais vem sendo avaliadas afim
de que sejam obtidos cada vez mais beneficios e ampliacdo de suas utilizacGes.

A curcumina, pigmento amarelo, é um dos 3 curcumindides encontrados no acafréao,
extraida dos rizomas da Curcuma longa, e apresenta maior atividade biolégica entre eles. E
utilizada na culinaria, como tempero, corante alimentar e como medicamento natural. A
curcumina possui diversas propriedades, entre elas, anti inflamatéria, antioxidante,
antidepressiva, antidiabética, antimicrobiana e outros (MENON; SUDHEER, 2007;
KUNNUMAKKARA et al, 2016).

Dentre as doencas inflamatorias intestinais (DII), estdo, predominantemente, a colite
ulcerativa idiopatica (CUI) e a doenca de Crohn (DC), sendo essas causadas por inflamacéo
cronica do trato gastrointestinal de etiologia ainda desconhecida. No entanto, é possivel
associar diversos fatores que desempenham papeis importantes, como a resposta imune, a
microbiota gastrointestinal, a suscetibilidade genética e fatores ambientais (ROBERT-
THOMPSON, 2019).

A CUI afeta especificamente colon e reto, ja a DC pode atingir qualquer parte do
trato gastrointestinal e em ambas, hd a suscetibilidade de manifestacdes extra intestinais
(MEI), que incluem diversas complicacdes na vida de portadores de uma destas doencas.
Ambas afetam tanto homens quanto mulheres e a faixa etaria ndo é bem definida, acometendo
pessoas numa variagdo entre 15 a 80 anos, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento (CAMBUI; NATALI, 2015).

Por ser uma doenca crénica, os tratamentos da CUI consistem no alivio dos sintomas,
prevencdo de reincidéncia e a inducdo da remissdo, e para isso se faz necessario 0 uso de
medicamentos farmacologicos (KAYAL; SHAH, 2020). O uso dos medicamentos utilizados
nos tratamentos convencionais traz consigo efeitos colaterais, disturbios gastrointestinais
como mal estar, cefaleia, leucopenia que é a diminuicdo da taxa de leucdcitos no sangue
abaixo do normal, abre possibilidade para infec¢des, distirbios e outros (CAMBUI; NATALI,
2015).
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A busca por alternativas terapéuticas tem aumentado cada vez mais, € 0 uso de
plantas medicinais tem sido uma delas, uma vez que o emprego das mesmas vem sendo feita a
tempo consideravel em diversas culturas, além de apresentar uma forma econémica de
tratamento. As pesquisas de novos farmacos advindos de plantas medicinais, vem sendo mais
acentuadas para fins terapéuticos e preventivos, de maneira a comprovar sua eficacia, bem
como a identificacdo de seus principios ativos e de suas propriedades farmacoldgicas, o que
também pode promover a possibilidade de potencializacdo dos mesmos. Para a CUI, 0s mais
visados sdo possiveis farmacos que apresentem propriedades anti inflamatérias e
antioxidantes.

Visando entdo, a possibilidade de utilizacdo da Curcuma longa, como alternativa
terapéutica, para a CUI, foram realizadas andlises experimentais afim de avaliar a agédo
terapéutica da Curcuma longa frente as manifestacGes extra intestinais decorrentes da CUI em
importantes tecidos como hepatico e renal de camundongos com colite ulcerativa moderada e

grave induzida por sulfato de sodio dextrana (SSD).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas Medicinais

As plantas possuem um vasto campo para possibilidades de uso, e um deles esta no
uso medicinal. As préticas de utilizagdo, em diversas culturas, sdo milenares, sendo passadas
por geracdes, e mesmo sem comprovacdo cientifica jA se sabia de seus beneficios no
tratamento de diversas doencas e no condicionamento para uma melhor qualidade de vida, do
cuidado com a saude. Cerca de 80% da populacdo nos paises em desenvolvimento fazem uso
de produtos naturais, em virtude de sua eficécia, por apresentarem baixo nivel téxico, e por
sua acdo terapéutica requerer doses abaixo de seus niveis de toxicidade (FADUS et al, 2017).
No entanto, seu uso ndo deve ser de forma indiscriminada, e por isso, ha varios estudos, afim
de assegurar a eficacia e a dosagem segura, bem como a comprovacdo real das atividades
farmacoldgicas (ARGENTA et al, 2011; PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).

Uma vez que se tem o produto natural, a abordagem utilizada se relaciona ao
isolamento e purificacdo de moléculas ai presentes. Sao realizadas analises fitoquimicas, séo
escolhidas partes da planta, como raizes, caules, cascas, folhas, frutos, galhos e flores. A
seguir, sdo investigadas as suas possiveis acfes bioldgicas e farmacoldgicas, na perspectiva
terapéutica e preparadas novas formulacdes de farmacos, para melhorar a biodisponibilidade.
De uma forma geral, o uso de produtos feitos com base de produtos naturais, de uso longevo,
sdo seguros, uma vez que utilizados de forma correta sem que haja o surgimento de efeitos
colaterais e se conhecendo para qual finalidade, ele estd sendo usado (PEDROSO;
ANDRADE; PIRES, 2021). Muitas vezes o uso integral ou enriquecido do extrato pode ser
mais eficiente que as substancias isoladas. Porem, muitos produtos naturais sdo toxicos e ndo
devem, de forma alguma, ser usado indiscriminadamente.

Alguns fatores séo levados em conta, em relacdo ao estudo de plantas medicinais,
como a origem do produto, se é encontrado em uma ou mais regiées, uma vez que se torna
relevante a avaliacdo de modificacdes quimicas que possam ocorrer por causa de variacoes
ambientais (fertilidade e constituicdo quimica do solo, presenca de metais, umidade, vento,
temperatura, poluicdo atmosférica e do solo, epoca e local de colheita por exemplo). A
identificacdo, os cuidados com preparo, a conservacdo e 0 armazenamento sdo fatores

relevantes e todas as etapas bem como o controle de qualidade s&o levados em conta, uma vez
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gue uma conservacdo inadequada pode acarretar em contaminagao por microorganismos, com
seus produtos, como toxinas fangicas (micotoxinas), que podem provocar reacdes hepaticas e
renais indesejaveis, uma vez que sdo metabolitos secundarios de fungos que apresentam
toxicidade, dependendo da concentragdo. Os efeitos toxicos podem ser apresentados como
decorréncia do uso em quantidade excessiva ou em tempo prolongado (o0 uso geralmente tem
tempo limitado dependendo do objetivo ao qual esta sendo empregado), ou ainda por ser
caracteristica da prépria planta possuir constituintes toxicos. Os efeitos adversos podem variar
e 0S mais recorrentes devem sempre ser levados em consideragdo, bem como alertados,
podendo se apresentar desde nausea, irritacdo na pele, vdmitos como também levar a estresse
oxidativo, perda de consciéncia, alucinacdes e até a morte, entre outros (MACIEL e al, 2002;
PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).

2.2 Curcuma longa

A fitoterapia € uma estratégia universal na terapia. Dentre as mais diversas plantas,
usadas e estudadas, a Curcuma longa se destaca, devido aos seus constituintes quimicos.

Curcuma longa pertencente a classe Liliopsida e a familia Zingiberaceae, é encontra
em regides tropicais e subtropicais, visto que requer um clima quente (entre 20-30°C) e
umido, e embora a india seja seu maior produtor e consumidor, hoje é amplamente utilizada
em varias regides, sendo no Brasil popularmente conhecida com acafrdo da terra. Os estudos
encontrados se referem a vérias partes da planta, sendo elas: folhas, flores e o rizoma, porém a
parte mais utilizada € o rizoma, que é empregado como tempero, corante e agente importante
na medicina em paises do sul da Asia e do Oriente Médio, usado para tratar infeccoes
oculares, cicatrizacdo de feridas, tratar mordidas e queimaduras, doencas de pele, doencas
dentarias, distarbios digestivos e muitas outras doencas. Na medicina hindu, se fazia o uso da
curcuma para torcbes e inchagos; jd& na medicina chinesa seu uso esta associado
principalmente ao tratamento de dores abdominais (CAMATARI, 2017; GRUPT et al, 2017).
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Figura 1- (A) Curcuma longa (B) Rizoma da Curcuma longa; (C) Rizoma em p0.

)

Curcuma longa Rizoma Rizoma em pé

Fonte: (A) siampictures.com, (B) freepik.com, (C) herbal-plantextract.com.

A Curcuma longa possui diversos constituintes, porém 3 se encontram em maiores
proporcdes, sendo eles curcuminoides, aproximadamente 70% de curcumina (Fig. 2), o mais
bioativo dentre eles, 17% de desmetoxicurcumina e 3% de bisdesmetoxicurcumina, o que

apresenta menor ou nenhuma bioatividade.

Figura 2 - Estrutura da Curcumina.

H,CO N = OCH,

HO OH
Fonte: GUPTA, 2012.

A curcumina foi isolada pela primeira vez no ano de 1815, por Vogel, mas s6 em
1910 teve sua férmula identificada como 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-1,6-heptadieno-
3,5-diona, por Milobedzka e Lampe, sendo um po cristalino de coloracdo laranja-amarelo e
apresenta baixa solubilidade em agua. Quimicamente, a curcumina apresenta 3 grupos

funcionais, sendo eles: um grupo B-cetona, dois grupos fenolicos e duas ligagdes duplas


https://siampictures.com/wp-content/uploads/Turmeric-flower.jpg
https://image.freepik.com/foto-gratis/cerrar-curcuma-curcuma-longa-linn-rizoma-aislado-sobre-fondo-blanco_120872-7379.jpg
http://portuguese.herbal-plantextract.com/photo/ps27292114-100_natural_turmeric_curcumin_longa_extract_powder_95_cas_458_37_7.jpg
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conjugadas com a carbonila e com o anel aromatico (SUETH-SNTIAGO et al, 2015;
CAMATARI, 2017).

Devido a natureza estrutural da curcumina, possuindo os grupos fenolicos e grupos
conjugados, os estudos tem-se voltado para sua acdo antioxidante, podendo a atividade ser
relacionada ao grupo metileno a as carbonilas e as hidroxilas fendlicas, por doagdo de
hidrogénio radicalar, que ira reagir com as espécies reativas de oxigénio (EROs) e entdo
neutralizar essas moléculas, preservando as células de danos oxidativos (Fig.3). A
estabilidade da curcumina se daria devido a ressonancia do radical gerado, o que pode
justificar sua agdo antioxidante. Outra proposta coloca em preferéncia o grupo metileno como
doador de hidrogénio, devido a ligacdo C-H ser mais fraca por estar em alfa as duas
carbonilas e a forma dicetbnica fica mais presente em ambiente de pH acido, que é ocaso de
tecidos em processo de inflamagdo (SUETH-SNTIAGO et al, 2015).

Figura 3 - Propostas da agdo antioxidante da curcumina.
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Legenda: A) mecanismo de reacdo da atividade antioxidante por doagdo de hidrogénio radicalar da
hidroxila fendlica. B) mecanismo de reacdo da atividade por doacdo de hidrogénio radicalar do

metileno a as carbonilas.

Fonte: SUETH-SNTIAGO et al, 2015.

Diversos estudos com a curcumina, mostraram varias aplicagdes devido suas
propriedades bioldgicas (Fig. 4), podendo agir com diversos alvos moleculares dentro da
célula, sendo mais visadas as agdes antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral, tendo a
capacidade de reduzir o estresse oxidativo, e assim possuir varios mecanismos de ac¢éo. Sendo
um inibidor da via NF-xB, ativados por estimulos extracelulares que dependem da presenga

de EROs decorrentes de lesdes, processos inflamatorios e estresse oxidativo, devido as
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hidroxilas fendlicas e a funcdo 1,3-dicetbnica, se faz possivel a captura dessas espécies e
impossibilita ou minimiza a ativacdo da via. Alteracdes nos mecanismos apoptéticos que
levam ao surgimento de vérias doencas, incluindo céncer, doengas autoimunes ou
degenerativas, também podem ser moduladas pela curcumina. A possibilidade do
desenvolvimento de farmacos que podem ser utilizados em tratamentos e prevencdes em
diversas doencas se mostram muito promissoras e até seus metabdlitos apresentam acdes
bioldgicas importantes (SUETH-SNTIAGO et al, 2015).

Figura 4 - Atividades biologicas da curcumina.

Anticoagulante

Antioxidante

Anti-inflamatoria

Antifungica Imunomoduladora

Meuroprotetora

Fonte: adaptado de SUETH-SNTIAGO et al, 2015.

A curcumina apresenta baixa solubilidade em meio aquoso e baixa
biodisponibilidade, o que faz com que seja pouco absorvida, de rapido metabolismo e
eliminagdo sistémica, o que vem sendo um dos desafios a serem contornados e varias
abordagens sdo estudadas, como ouso da curcumina em nanoparticulas, complexos
fosfolipidicos de curcumina, reformulacdo com dleos e inibidores do metabolismo. Porém
mesmo apresentando uma baixa absorcdo, a curcumina se mostra como uma molécula que
rapidamente permeia membrana celulares, sendo assim importante a nivel celular (SUETH-
SNTIAGO et al, 2015; KUNNUMAKKARA et al, 2016).
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2.3 Doenca Inflamatdria Intestinal

As doencas inflamatorias intestinais (DII) consistem em um grupo de doencas que
acometem o trato gastrointestinal, sdo de carater inflamatorio crénico, autoimune e ndo
curaveis, apresentando alternancia entre periodos de recorréncia e alivio, bem como variagéo
de graus de severidade da doenca. Seus sintomas caracteristicos sdo dores abdominais,
diarreia cronica, perda de peso, sangramento retal, distensdo ou fistulizacdo na parede
abdominal. Visto que a mucosa gastrointestinal é exposta a diversos microrganismos, quando
alguma espécie patogénica é detectada, o sistema imunoldgico inicia a resposta imune, que
reconhece o patdgeno e sinaliza para que haja protecdo. Quando ha atividade anormal ou
desequilibrio do sistema imunoldgico o que ocorre € uma resposta inflamatoria e nas DII, a
mucosa ativa fatores de inflamacdo que fazem com que haja indugdo a morte celular por
apoptose. (HUANG; CHEN, 2016).

A descoberta das DIl se deu por volta do final do século XIX e inicio do século XX,
e seus estudos s6 a partir de 1950. Os estudo iniciais proporcionaram a construcdo gradual de
informacdes, sendo eles tanto de observacgdes quanto de ensaios experimentais com modelos
animais (STROBER et al, 1998).

As DIl podem acometer pessoas numa ampla faixa etaria, que vai dos 15 aos 80,
tendo casos abaixo e acima, podendo ela ser delimitada como primeira ocorréncia, entre 15 e
25 anos, e segunda, entre 50 e 80 anos. Ambas tém atingindo cerca de 1,4 milhdo de pessoas
na América do Norte, e cerca de 2,2 milhdo na Europa, sendo os Estados Unidos, Inglaterra,
Italia e os paises da regido norte os que mostram ter mais incidéncia de casos, No entanto,
mesmo sendo de baixa prevalecia, tem-se observado um aumento de casos em paises como
Japdo, Coreia do Sul, Norte da india e América Latina (FERRAZ, 2016; BRITO et al, 2020).

Na América do Sul, as DIl eram consideradas raras, no entanto, no Brasil, 0 niUmero
de casos tem aumentado, nas regides Sul e Sudeste do pais, e se torna menos comum
comparado com outras doengas. Num periodo de 10 anos (2009-2019), foram registradas
cerca de 46.546 internagdes, e tendo um aumento no ano de 2018, correspondendo a 10,57%
dos casos e a prevaléncia de casos de internacdo se encontrou na faixa de 30 a 39 anos, sendo
53,55% mulheres e 46,44% homens (FERRAZ, 2016; BRITO et al, 2020).

A etiologia da colite é desconhecida, mas teorias, tentam explicar os fendmenos que

podem levar a inflamacdo da mucosa causadas pela doenca, como a teoria da inducéo radical
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arque propde o dano inicial do estresse oxidativo nas células, uma vez que as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, que sdo danosas as células, causam desequilibrio e uma
quebra nas defesas que formam a barreira da mucosa, permitindo assim que bactérias possam
migrar do limen do colén para a submucosa estéril, e na tentativa de combater, células
neutrofilas, principalmente, migram para a parede do intestino, levando a inflamacéo
caracteristica (MARTINEZ; RIBEIRO; GAMBERO et al, 2010; PRIOR, 2015).

Fatores enddgenos ou exdgenos podem iniciar a modulacdo da resposta imune e a
sinalizacdo inflamatoria é ativada através de macrofagos, linfdcitos e neutréfilos que acabam
resultando em danos teciduais. Estudos apontam niveis de citocinas prd inflamatorias
elevadas como TNF-a, em concentragdes elevadas no sangue, mucosa e fezes de portadores de
DIl (BRITO et al, 2020).

2.4 Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (ERONS)

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio desempenham papéis no organismo e
sdo naturalmente produzidas pelo proprio metabolismo dos seres vivos, e nada mais sdo que
atomos ou moléculas com elétrons desemparelhados nos seus orbitais mais externos, o que
permite a transferéncia de elétrons com moléculas vizinhas, agindo como doador ou receptor
dos mesmos, sendo muito reativos. Quando em excesso no meio, fazem com que haja uma
desordem ou alteracdo no ambiente molecular. Algumas das espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERN’s) sdo: radical anion superoxido (O2), radical hidroxila (OH"),
hidroperoxido (HO2"), 6xido nitrico (NO"), sendo o radical hidroxila o mais reativo e mais
danoso as células. O peroxido de hidrogénio (H202) e o acido hipocloroso (HOCI) embora
ndo sejam tdo instaveis como as espécies radicalares, tem a capacidade de reagir com
moléculas, o perdxido, por exemplo, consegue atravessar a membrana nuclear e se converter
no radical hidroxila, sendo um produto causador de danos. O estresse oxidativo surge do
excesso de espécies reativas e a deficiéncia de espécies antioxidantes para combaté-las, ou
seja, gera um desequilibrio redox (SHAMI; MOREIRA, 2004; PRAVDA, 2005; MARTELLI;
NUNES, 2014).
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Figura 5 - Esquema ilustrativo de alvos das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON:S).

ERONs

HOC1 HOy OH Oy NO HiO4

celulares

Legenda: O;* = anion superoxido; OH" = radical hidroxila; HO ;7 = hidroperdxido; NO" = éxido nitrico;
H20. = perdxido de hidrogénio; HOCI = &cido hipocloroso.
Fonte: adaptado de Palma, 2013.

O radical hidroxila € o mais danoso dentre os EROs, devido seu tempo de meia vida
ser curto e por atacar moleculas por abstracdo de hidrogénio e adicdo a insaturacdes e apenas
duas estratégias sdo possiveis para controlar sua presenca: reparando os danos causados ou
inibindo sua formac&o, sendo a inibicdo o mais desejado. Sua formagéo se origina por dois
possiveis mecanismos, um pela reagao do H202 na presenca de metais e homolise da agua
devido exposicao a radiacdo ionizante. No corpo, 0s metais de transi¢cdo importantes para que
a reacdo ocorra sdo Fe?* (reacdo de Fenton) e Cul*, sendo o ferro mais propicio a reagdes por
ter maior biodisponibilidade e se encontrar complexado em proteinas de transporte ou
armazenamento. No DNA, ataca bases nitrogenadas e a desoxirribose, ja nos agucares ataca
abstraindo atomos de hidrogénio e seu ataque mais comum a lipidios é aos de membrana,
onde os radicais atacam sitios susceptiveis convertendo um novo centro radicalar, e esse
carbono radicalar ira adicionar oxigénio e gerar um radical lipidico-peroxila, que pode atacar
proteinas de membrana e produzir danos as células (BARREIROS; DAVID, 2006).
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2.5 ManifestacOes Extra Intestinais

Nas DII, embora a CUI acometa de forma predominante o intestino, outros 6rgéos
podem sofrer em decorréncia da mesma. Essas ocorréncias sdo chamadas de manifestacfes
extra intestinais, uma vez que o organismo esta fragilizado e susceptivel, e a prevaléncia da
mesma pode variar de 6 a 46% (CORICA; ROMANO, 2015). Cerca de 10% dos pacientes
diagnosticados com DIl apresentam quadro clinico com manifestacdes extra intestinais (MEI)
e 25% dos pacientes com DIl mostram desenvolver em determinado momento de sua da vida,
sendo elas relacionadas a manifestacbes musculoesqueléticas, hepatobiliar, oftalmicas,
vasculares e sanguineas, neuroldgicas, cardiacas, pancreaticas, pulmonares, autoimunes e
renais, podendo ser assintomaticos ou ndo. Em quadros clinicos mais graves, pode-se notar
leucocitose, aumento dos niveis sericos de proteina C reativa. (LOPETUSO; GASBARRINI,
2016; BRITO et al, 2020).

As manifestacdes hepaticas associadas em estudos sdo: infiltracdo gordurosa,
pericolangite, cirrose, hepatite cronica ativa, colangite, colelitiase, trombose de veia porta e de
veias hepaticas, sendo a colangite esclerosante a mais comum, tendo o envolvimento do
estresse oxidativo e da inflamagdo como sendo os causadores das lesGes hepatobiliares em
decorréncia da CUI (MOTA,; KISS et al, 2007).

Ja as manifestacdes renais mais frequentes sdo: nefrite, nefrite tubulointerstisticial,
glomerulonefrite e amiloidose, tendo mais frequéncia a nefrolitiase, atingindo cerca de 12 a
28% dos pacientes. Estudos apontam para a atividade inflamatdria da CUI e a permeabilidade
da barreira intestinal que ocasiona uma resposta inflamatdria local, essa podendo apresentar
melhora apos intervencgdes cirargicas (CORICA; ROMANO, 2015).

Tanto as doencas hepaticas quanto as renais podem ser decorrentes da DI
diretamente, antes ou ap6s o andamento clinico, ou tendo envolvimento com outra doenca
devido ao mecanismo de acdo autoimune e também podem ser associados a possiveis efeitos
colaterais de farmacos. (CORICA; ROMANO, 2015; SILVA; BRITO et al, 2019)

Os mecanismos fisiopatologicos ndo sdo bem definidos, e muito se tem ainda para
descobrir sobre as MEI, mas sabe-se que as DIl desempenham papel importante no

surgimento delas.
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2.6 Tratamento Convencional e Alternativas Terapéuticas

Antes do tratamento, inicialmente ocorre o diagnostico, onde se faz um mapeamento
da condicdo do paciente e 0 estdgio em que se encontra. Por serem doencas cronicas, a
possibilidade que se busca é de remissdo da doenca, prolongar essas remissdes e diminuir o
numero de recaidas, o que trard melhor qualidade de vida possivel ao paciente. O tratamento
inicial envolve dieta e, mediante o quadro clinico ou 0 avancgo dele, o uso de medicamentos se
faz necessério, podendo ser: anti-inflamatérios (geral ou seletivo), imunossupressores,
antibioticos, corticoides e, quando o quadro clinico se agrava, se faz necessaria também
intervencdes cirurgicas, sejam elas resseccdes ou enteroplastias. E necessario analisar a
localizacdo da doenca, a intensidade, a resposta a terapia medicamentosa e o diagndstico de
complicacdes (BIONDO-SIMOESet al, 2003; BRITO et al, 2020).

O tratamento, tido como de primeira linha, é feito com 5-aminossalicilatos (5-ASA),
para inducdo da remissao e manutencdo, em casos leves e moderados. Seu uso se faz por via
oral, e retal, e quando em casos graves 0 uso de corticoides se faz necessario. Para 0s
pacientes resistentes a corticoides, se faz 0 uso de drogas imunomoduladoras como tiopurinas
e metotrexato. Nos pacientes que sdo resistentes em ambas, tratamentos bioldgicos séo
aplicados (BARROS, 2020). Tratamentos com a tofacitnibe, inibidor oral de pequena
molécula Janus quinase, vedolizumabe, anticorpo monoclonal e adalimumabe, também um
anticorpo monoclonal, sdo estudados na inducdo da remissdo e manutencdo da doenca
podendo ser um caminho para tratamento a longo prazo sem a utilizacdo de esteroides ou
imunossupressores. Tem-se em mente que devido ao uso prolongado desses farmacos, ha
diversos efeitos adversos e seus efeitos benéficos séo limitados, o que leva muitos pacientes a
intervencdes cirurgicas em algum ou varios momentos da vida (SANDBORN et al, 2012;
LOFTU et al, 2017; SANDBORN et al, 2017).

Tem-se como opcdo terapéutica bioldgica, o uso do infliximab, anticorpo
monoclonal que neutraliza a atividade TNF-a, explorado para o tratamento da CUI, porém ndo
se tem a exclusdo de contraindicacdes, frente a doengas que possam ser agravadas por seu uso
(MOSS; FARREL, 2016; BARROS, 2021).

Os efeitos protetores da curcumina sobre o tecido renal vem sendo ligado a

diminuicdo da regulacdo de citocinas profibréticas, fator de crescimento endotelial vascular,
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fator de crescimento do tecido conjuntivo e proteinas de matriz extra celular como
fibronectina, tem mostrado capacidade de reducdo da progresséo dos danos renais e reducéo
da resposta inflamatdria renal pela diminuicdo da infiltracdo de macrofago renal e de citocinas
pré inflamatdérias como TNF-a, bem como regular enzimas e proteinas citoprotetoras e
antioxidantes como SOD, CAT, glutationa S-transferase (RAPA et al, 2020).

Sendo o uso de plantas medicinais uma forma econémica e tendo a curcumina, frente
aos inumeros beneficios fornecidos, sua utilizacdo em doencas inflamatorias intestinais como
a CUI, se mostram como uma opc¢do muito desejada e promissora, inibindo EROs e
protegendo assim o organismo de danos. O trabalho em questdo realizou andlises referentes a
atividade antioxidante, anti inflamatéria em camundongos com CUI, suplementados com
extrato de Curcuma longa em tecidos hepatico e renal, afim de verificar a eficiéncia da

curcumina frente a manifestac@es extra intestinais da CUI.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar acdo do extrato de Curcuma longa sobre a resposta redox e inflamatoria, nos

tecidos hepatico e renal em animais com colite ulcerativa.
3.2 Objetivos Especificos

o Identificar histologicamente danos no colon dos animais que tiveram a colite induzida.

e Avaliar o efeito do extrato farmacéutico de Curcuma longa sobre o perfil redox nos
tecidos hepatico e renal de camundongos com colite induzidos por SSD.

e Avaliar as mudancas no perfil inflamatério nos tecidos hepético e renal de animais
induzidos a colite moderado e grave, suplementados com extrato farmacéutico de

Curcuma longa.

4 METODOLOGIA
4.1 Materiais e Métodos
4.1.1Reagentes:

Acetonitrila; Acido cloridrico (HCI); Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA); Acido
metafosforico (MPA); Albumina bovina sérica (BSA); Extrato farmacéutico (Ext), obtido
em abril de 2015, da Fagron Brasil; Eosina; Etanol (C2H60); Fosfato de sddio
monobasico (NaH2PO4); Fosfato de sddio dibasico (Na2HPO4); Glutationa redutase
(GR); Hematoxilina; Hidroxido de sddio (NaOH); Inibidor de protease (IP); Metanol,
Nicotinamida dinucleotideo fosfato (NADPH); Peroxidase de Rabanete; Perdxido de
hidrogénio (H202); Sédio dodecil sulfato (SDS); Tampao RIPA (10X), obtido da Cell

Signaling®; Tampao fosfato monobasico; Tampédo fosfato dibasico; Vermelho de Fenol;
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5,5 ditobis (acido 2-nitro benzoico) (DTNB); 1,1,3,3 Tetrametoxipropano (TMP); 2,4-
dinitrofenilidrazina (DNPH).

4.1.2Equipamentos:

Agitador magnético AP 55, Phoenix; Balanca Analitica; Biofreezer VIP Serie Sanyo;
centrifuga refrigerada; Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a
deteccdo UV-Vis (Shimatzu, Serial no. L201550); Espectrofotdmetro UV/vis Thermo
Scientific; Microscopio Optico (Nikon 600N) acoplado a uma méaquina digital Nikon
4500, UO126; Pipeta Multicanal 200 pL; Vortex.

4.2 Delineamento Da Fase Experimental

O delineamento experimental teve duracdo de 37 dias. Os animais foram
provenientes do Biotério central da UFAL e acomodados em gaiolas, contendo agua e racgéo,
sendo randomizados e separados por grupos, no Biotério da Faculdade de Nutricdo (FANUT)
numa temperatura de 24+1°C, em um ciclo claro/escuro de 12h. Os animais receberam &gua a
livre demanda e racdo.

A Curcuma longa utilizada foi na forma de extrato, sendo 250mg.kg.d*. Foram
utilizados 30 camundongos Swiss machos com cerca de 8 semanas de idade e randomizados
segundo os grupos: Controle (C), Colite Moderada (CM), Colite Grave (CG), colite Moderada
suplementada com extrato de Curcuma longa (EX_M), colite Grave suplementada com
extrato de Curcuma longa (EX_G). Os animais, por 30 dias, receberam apenas racdo e agua,
entdo iniciou-se a fase da inducdo da colite por meio do SSD, sendo adicionado na agua de
beber em duas proporcdes, para a colite modera na proporc¢do de 3% e para a colite grave na
proporcao de 5% (p/v), durante 7 dias. Durante a inducdo, os animais dos grupos EX M e
EX_G continuaram a receber racdo suplementada como extrato farmacéutico de Curcuma
longa.

Os animais que foram suplementados, receberam extrato de Curcuma longa
administrada na ragéo, tanto antes da inducdo da colite como durante a fase da inducdo da
mesma. As dietas foram processadas pela ROSTHER® numa peletizadora & temperatura

média de 70-80 °C, e secos em estufa ventilada por 2 h, a temperatura de 65 °C. Os animais
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dos grupos controle, controle moderado e controle grave foram submetidos a dieta comercial
ROSTHER® e os grupos suplementados receberam dieta enriquecida com extrato de acafrdo
(250 mg/kg peso da racdo), confeccionadas a partir da dieta controle.

No 37° dia da experimentacdo animal, os mesmos foram deixados em jejum num
periodo de tempo de cerca de 12 horas.

Para o procedimento de eutanasia, os camundongos foram anestesiados, utilizando
40 mg/kg de tiopental, e submetidos a coleta de sangue por puncdo cardiaca. Realizou-se a
perfusdo ventricular com heparina a 2%, e entdo se iniciou a retirada dos 6rgédos, sendo eles
imersos em solugdo salina 0,9% e pesados em balanca analitica. Os 6rgdos foram cortados em
pedacos com massas de 25, 50 e 100 mg, transferidos para microtubos eppendorf que foram
etiquetados previamente e entdo armazenados no freezer a -80 °C para analise posterior.

A parte final do intestino grosso, de cada animal, foi separada e armazenada em
solucéo bouin (solugdo tampéo contendo 10% de formol), durante 24 h, e entdo transferido
para recipientes contendo alcool 70%. Posteriormente foi submetido a uma sequéncia de
banhos de alcool com variadas concentracdes, e inclusas em pequenos blocos de parafina para
analises histoldgicas. Apds inclusdo em parafina, as pecas histologicas foram cortadas, numa

espessura de 5um, utilizando micrétomo, os cortes foram fixados em laminas e armazenados.

Figura 6 - Esquema do processo experimental dos animais com colite ulcerativa
moderada e grave induzidos por SSD (3 e 5%), sendo Ex_M= grupo com colite moderada
suplementado com extrato farmacéutico de Curcuma longa e Ex_G= grupo com colite grave

suplementado com extrato farmacéutico de Curcuma longa.

N=30

B —

1 ~

Durante 30 dias Durante 7 dias Dia 37

Receberam apenas |— | Fasede indug&o ‘ Jejum ]—'[ Eutanasia
suplementacéo 3 e 5% de SSD
(EX_M e EX_G)

Fonte: Autora, 2021.
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4.3 Analises

Para preparacao das amostras, foi utilizado tampédo RIPA pH7,4, em uma proporgéo
de 1:9, sendo o volume do solvente 9x a massa do tecido, afim de inibir a acdo de proteases
intracelulares e preservacdo de proteinas e compostos celulares. Os extratos teciduais foram
centrifugados a 12.000 rpm (rotacdes por minuto), durante 20 minutos a 4 °C. Ao fim da
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado, alicotado e armazenado a -80°C para as analises.

Se fez necessaria a realizacdo de analises histologicas para avaliacdo das micro

estruturas celulares.

4.4.1 Analises Histologicas:

Partes do célon foram colocados em solugdo Bouin e imersos em banhos de alcool
em concentragdes variadas, sendo elas de 70%, 80%, 90% e 100%, respectivamente, xilol e
inclusas em parafina. Posteriormente sofreram o processo de cortes histolégicos numa
espessura de 5pm e fixados em laminas. Numa bateria de banhos em alcool e xilol, as mesmas
passaram pelo processo de desidratagdo, coloragdo em hematoxilina e eosina (HE) e
hidratacdo. Apds secagem, as ldminas coradas foram fotografadas em microscopio éptico com

camera digital acoplada e avaliadas.

As analises bioguimicas realizados foram referentes aos tecidos hepatico e renal dos

camundongos, sendo elas:
4.4.2 Andlise de Marcadores da Capacidade Antioxidante.
4.4.2.1 Determinacdo de Superédxido Dismutase (SOD):
Os extratos de figado e rim foram diluidos, na proporcao de 1:80, com tampao PBS

50 mM, em pH 7,4. A atividade foi mensurada através de espectrofotbmetro, em que a

absorbancia foi mensurada em 450 nm, segundo o protocolo do Kit SOD Assay — WST
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Sigma, sendo o método baseado na inibicdo de 50%, pela SOD, da reducdo do WST-1
formazan, que é formado a partir da reacéo entre 0 WST-1e 0 O>".

Para isso adicionou-se 200pL da solugdo WST de trabalho nos pocgos da microplaca.
Em seguida, adicionou-se 20pL das amostras,20 pL da solugdo enzimética e foi incubada a
37°C por 20 min. Apos o tempo de incubacdo, foi realizada a leitura. Os resultados foram

expressos em U de SOD/mg de proteina.

4.4.2.2 Determinacéo de Catalase (CAT):

A determinacdo da atividade de CAT ocorreu de acordo com o método descrito por
Aebi 1984, A taxa de redugdo na absorvéncia, a 240nm, foi utilizada como indice de
decomposicdo do H202 em agua (H20) e oxigénio (Oz), pela CAT, sendo a quantidade de
enzima necessaria para decompor 1lpmol/min de H202. Para a realizacdo da analise em
questdo, foram feitas diluicGes nos tecidos hepatico e renal (numa proporgéo de 1:30 com
tampdo PBS 20 mM, pH 7,0), em duplicata, adicdo de 7,5uL do homogenato previamente
diluido, e adicdo de 187,5uL de tampéo PBS, pH 7,0. O leitor de placa foi ajustado para 37°C.
A leitura ocorreu em espectrofotdmetro, a 240 nm, a cada 15s, durante 5 min (20 leituras de
15s), sendo esta leitura considerada o branco. Posteriormente, adicionou-se 5pL de H,O,
(Imol/L), e realizadas novamente leituras a cada 15s, durante 5min. Os resultados foram

expressos em U de CAT/mg e o calculo para concentracdo de catalase utilizado foi:

2,361 1 0,677 v (ABSinicial —ABSfinal)

ABS inicial x mg de proteina

U
Catalase ~ — de proteing =
mg

ABSinicial: Absorvancia inicial;

ABSfinal: Absorvancia final;

2,361: Fator de extin¢do molar multiplicado pelo volume final do poco, podendo ser tratado
COMO uma constante.

0,67: Fator de corre¢do do método da cubeta em relacéo a placa.

4.4.2.3 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG):
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A determinacdo de GSH total e GSSG foi avaliado de acordo com técnica descrita
por Tripple e Rogers, 2012., tendo como diferencial do método, a precipitacdo da proteina
total apds a centrifugacdo em 1.400 rpm, por 10 min. a 20°C, do homogenato, com &cido
metafosférico 5%, numa proporcao de 1:1.

Para a realizacdo da andlise de GSH,0 sobrenadante do homogenatos
desproteinizados, dos tecidos hepatico e renal foram diluidos (nas proporgdes de 1:5 e 1:1 em
tampdo PBS 0,1 M + EDTA 5mM, pH 7,4). Em seguida, 30 pL do homogenato foram
pipetados na micoplaca, em duplicata, adicionados 120 UL de tampdo de ensaio. A reacéo foi
entdo iniciada adicionando-se 50 pL da mistura de reacdo 1 (5,5-dithiobis (&cido 2-
nitrobenzoico), DTNB 10mM e GR 4,2U/mL) e 50 puL da mistura de reacdo 2 (NADPH
1%g/v). A leitura foi feita durante 3 min., num comprimento de onda de 412 nm, com
intervalos de 30°’.

Jé& para a analise de GSSG, foram utilizados 50 puL do homogenato desproteinizado,
diluido em tampédo de ensaio numa propor¢do 1:10 de rim e figado, contendo 5 pL de N-
etilmaleimida (NEM) e colocado para ser centrifugado a 12.000 rpm, durante 20min. a 20°C.
A solucdo foi incubada por 50 min. em gelo para que houvesse a complexacdo da NEM com a
GSH. Para excluir o complexo formado (NEM-GSH), evitando a inativacdo da glutationa
redutase (GR) que seria adicionada na reacéo, fez-se necessaria a utilizagdo de uma filtragéo,
entdo, 200 pL foram transferidos para microplaca e adicionados 50 pL da mistura de reacdo 1
e 50 pL da mistura de reagcdo 2. A leitura foi realizada em espectrofotometro, num
comprimento de onda de 412 nm, numa cinética de 3 min. com leituras a cada 3 s. sendo 0s
resultados expressos em nM.mg.Ptn"! para ambas as analises. Para realizar os calculos de
GSH, utilizou-se a equacdo abaixo:

GSH = GSH Total -2x GSSG

4.3.3 Analise de marcadores de estresse oxidativo.
4.4.3.1 Determinacdo de Peréxido de Hidrogénio (H202):
A determinacéo de H,0,, foi realizada utilizando-se o método de Pick e Keisari

(1980) adaptado, que se baseia na oxidacdo do vermelho de fenol pelo H,O, mediada pela

peroxidase de rabanete. Os homogenatos dos tecidos hepatico e renal foram colocados em
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microtubos contendo tampé&o de ensaio (tampéo fosfato, dextrose, numa proporcao de 1:25, a
pH 7,0 sendo 150 pL do extrato (figado e rim) + 340,7 pL de tamp&o. Em seguida foram
adicionados 5 pL de vermelho de fenol (0,020 M) e 4,25uLde peroxidase de rabanete (PR).
Os microtubos foram incubados a 37°C, por 30min. e apds esse tempo, as amostras foram
transferidas para a microplaca, em duplicata, contendo 25 pL de hidroxido de s6dio (NaOH)
1M para parar a reagdo. A leitura foi realizada em espectrofotdometro no comprimento de onda
de 610 nm (PICK; KEISARI, 1980). A concentracdo de H2O. foi expressa em nmol.mg de

proteina’, de acordo com a curva de calibrag&o previamente estabelecida.

4.4.3.2 Determinacao dos niveis de malondialdeido (MDA):

Pela técnica baseada no método adaptado por Vickie, Changchit e Chow (1990), os
niveis de MDA foram mensurados, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), por meio da detec¢do por UV num comprimento de onda de 270 nm, numa duracao
de 6min. por leitura, sendo o tempo de retengdo do MDA de 2°51”. Para isto, foram
preparadas as amostras, em microtubos. Formam colocados 25 mg dos tecidos hepatico e
renal, homogeneizados com 400 PL de tampéo trizma-base, pH 7,4, adicionados 40 pL de
solugéo antioxidante de di-terc-butil-hidroxitolueno (BHT) e 440 uL de acetronitila,e entéo
levados para centrifugacdo a 3.500 rpm, por 10min. a 4°C. O sobrenadante foi filtrado com
membrana durapore de 0,22um de poro em outro microtubo e armazenado. O volume de 20
ML da amostra filtrada foi injetada na CLAE e entéo a leitura foi realizada. Os valores obtidos,
foram avaliados a partir da curva padréo, utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), sendo
um composto precussor de MDA, e expressos em nM MDA.mg de tecido?, que
posteriormente foi convertido para unidade em miligramas (mg) do tecido analisado, de
acordo com a seguinte equacao:

MDA encontrado x 1000

MDA tecidual=
ecidua Peso do tecido (mg)

4.3.5 Analise de marcador inflamatdrio.
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4.4.5.1 Determinacao de Mieloperoxidase (MPO):

Foi mensurada de acordo com Bradley et al.(1982), adaaptado. A leitura foi feita em
espectrofotbmetro, a 460 nm. Foram usados 25mg do tecido renal e homogeneizados,
utilizando tampao de ensaio (tampéo fosfato de potassio 50 mM, 0,5% de BHTA e EDTA 5
mM em pH 6,0). As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm, por 15 min. a 4 °C e apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e passou novamente pelo processo de
centrifugacdo, agora a 12.000 rpm com a mesma duracdo de tempo e temperatura. Entdo 50
puL de BHTA e 50 pL das amostras foram pipetadas na microplaca, em duplicata, 50 pL de
solucgéo de orto-dianisina (0,68 mg/mL) foram adicionados. A microplaca foi incubada a 37
°C por 15 min. e, em seguida adicionados50 pL de solugdo de H20: (3%). Foi realizada uma
nova incubacdo, a 37 °C por 10 min. e entdo realizada a leitura. Uma unidade de MPO é
definida como a quantidade de H>O, em pmol decomposta por min. Os resultados foram

expressos em U de MPO/mg de proteina, de acordo com férmula especifica.
AAb

%nidacao de perdxido de hidrogénio = [1 — ( W)] 1100117,6
AA: Variagao de absorvancia na amostra

AAb: Variagao de absorvancia no branco
4.4 Analise Estatistica.

Para as andlises estatisticas, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov, e
varidveis paramétricas foram avaliadas por analise unidimensional de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey/teste de Bonferoni para as comparagdes entre grupos. Utilizou-se
ainda o teste T para analises entre 2 grupos. O teste de Kruskal-Willis foi utilizado para avaliar
as variaveis nao paramétricas e o pés teste de Mann Whitney. Os resultados foram
apresentados como médiaterro padrdo (SEM) para aqueles com distribuicdo normal, e como
mediana e intervalo interquartil para os ndo-paramétricos. O valor p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Foi utilizado GraphPad®Prsima vesrdo 5.0 para Windows (San
Diego, CA, EUA).
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4.5 Aspectos Eticos.

O projeto foi submetido ao Comité De Etica Em Pesquisa da UFAL, vinculado ao
Conselho Nacional de Saide do Ministério de Satide (ANS/MS/Brasil), tendo sido aprovado
sob 0 numero do processo 45/2016, Anexo 1, com base nas normas internacionais
(Declaracdo Universal dos Direitos do Animal — UNESCO -15/10/1978), nacionais (Lei 6.638
de 08/05/1979) e Lei Arouca: 11.794/2008.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resulatdos sdo refentes a anélise das imagens histologicas, atividade de MPO, uma
enzima com amplas acOes bioldgicas relacionado a efeitos deleterrios que ocorrem nos
processos de inflamacdo em eventos como apoptose e conducdo do processo inflamatdrio,
atividades antioxidantes, estes sendo enzimatico, como a SOD, que age catalizando a
dismutacao do radical anion superoxido em H202 e Oz, a CAT, que degrada o0 H202em H20 e
0>, e ndo enzimatico, como a glutationa peroxidase (GPx), que catalisa 0 H20», que ndo foi
degradado pela CAT, em &gua e oxigenio, e operando num ciclo com sua forma oxidada
(GSSH) e reduzida (GSH), a GSH reduz o H202 a H20 na presenca de GPx, formando uma
ponte dissulfeto e se regenerando novamente. Em um desbalanco redox, o GSH é convertido
em GSSG, o que leva a uma diminuicdo da razdo GSH/GSSG (BARREIROS, A.; DAVID, J.,
2006).

As figura 7 e 8 retratam imagens histoldgicas referentes a colon, obtidas atraves de
microscopio optico com maquina digital acoplada. Observa-se que o tratamento com o extrato
de Curcuma longa minimizou os danos histolégicos, na arquitetura coldnica, em ambos 0s
modelos de colite, especialmente na manutencdo das vilosidades. Histologicamente, o extrato
de Curcuma longa conseguiu minimizar os danos na arquitetura colénica, como destruicdo de
vilosidades e estreitamento de lamina propria, demonstrando seu efeito protetor entre os

amimais colite moderada e grave.
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Figura 7 - Aspectos histolégicos do cdlon de camundongos com colite ulcerativa induzida por sulfato de sodio dextrana: (colora¢do com
hematoxilina e eosina -HE) nivel moderado de colite.

Controle

Legenda: A) Histologia do grupo Controle; B) Histologia do grupo colite Moderada; C) Histologia do grupo com colite moderada suplementado
com extrato de Curcuma longa (C) utilizando microscopio éptico com cdmera digital acoplada em uma aumentode 20X.
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Figura 8 - Aspectos histologicos do célon de camundongos com colite ulcerativa induzida por sulfato de sddio dextrana: (coloracdo com
hematoxilina e eosina - HE) nivel grave de colite.

Controle Colite Grave Extrato Grave

Legenda: A) Histologia do grupo Controle; B) Histologia do grupo colite Grave; C) Histologia do grupo com colite gave suplementado com

extrato de Curcuma longa (C) utilizando microscopio Optico com camera digital acoplada em uma aumentode 20X.
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Na figura 9 pode-se observar nas andlises alteracdes nos niveis de H2O> e razdo
GSH/GSSG no grupo Ex_M e CAT nos grupos C_M e Ex_M no nivel moderado de indugéo

colite.

Figura 9 - Niveis de MPO, SOD, H202, SOD, CAT, GSH, GSSG, razdo GSH/GSSG e MDA
referentes ao tecido renal de animais dos grupos Controle (C), Controle Moderado (C_M),
grupo com colite moderada suplementado com Extrato de Curcuma longa (Ex_M) induzidos
por SSD 3%.
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A atividade de MPO indica que possivelmente ndo houve acédo da colite sobre o tecido
renal no nivel moderado da doenca, bem como ndo houve alteracao estatistica nos niveis de
MDA, ndo sendo evidenciados danos & membrana lipidica. Observa-se que os niveis de CAT
foram elevados e a suplementagdo com Curcuma longa ndo influenciou na mudanca desses
niveis. Os niveis de GSH foram mais elevados biologicamente, entretanto ndo apresentam
diferenca estatistica entre os grupos (vs C e C_M) e da mesma forma, pode-se observar uma
tendencia na diminuicdo de GSSG, porém sem apresentar diferenca estatistica, contudo
resultou numa elevagdo da razdo em relacdo ao grupo induzido a colite ou C_M, indicando
um possivel aumento da forma reduzia do tripepitideo. Houve aumento significativo de H20>

do grupo suplemeneando vs grupo C.

A figura 10 nos mostra elevacao nos niveis de CAT nos grupos C_G e Ex_G e MDA no
grupo Ex_G e diminuicdo nos niveis de GSSG dos grupos induzidos a colite, ndo havendo

mais diferenca estatistica significativa nos demais biomarcadores.

Figura 10 - Niveis de MPO, SOD, H202, SOD, CAT, GSH, GSSG, razdo GSH/GSSG e
MDA referentes ao tecido renal de animais dos grupos Controle (C), Controle Grave (C_G),
grupo com colite grave suplementado com Extrato de Curcuma longa (Ex_G) induzidos por
SSD 5%.
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Né&o se verificou diferenca estatistica nas dosagens de MPO, H202 ou de atividade da
SOD no nivel grave de indugdo, e observou-se um aumento na atividade enzimatica da CAT
em comparacao ao grupo C_G e Ex_G vs grupo C, seguindo uma tendencia ja vista nos grupos
moderados. Referente aos niveis de MDA, houve aumento significativo do grupo
suplementado quando comparado ao grupo controle, percebe-se que no nivel grave, o
tratamento propiciou o0 aumento da formacdo desse miomarcador deoxidacdo. Observa-se que
existe uma tendencia no aumento de GSH no Ex_G seguido da diminuicao nos niveis de GSSG
e um aumento na sua razdo GSH/GSSG, que, contudo, ndo foi suficiente para haver diferenca
estatistica tanto em GSH como em sua raz&o.

Em estudos de nefropatia diabética, feita por Ibrahim et al, (2016) a curcumina se
mostrou protetora no tecido renal em experimentacdo com ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina, sendo eficaz na prevencdo do estresse, onde a atividade de SOD e 0s niveis
de GPx nos grupos doentes foram diminuidos significativamente, e nos grupos suplementados
com curcuma esses niveis foram aumentados, se comparando aos do grupo controle. No
trabalho de Mohebbati et al, (2016) que avaliou o estresse oxidativo induzido por adriamicina
em ratos, os niveis de MDA foram diminuidos significativamente com o uso de curcuma e

também houve aumento da atividade de SOD, que foi potencializada na combinacéo entre C.

longa + N. sativa.

Os niveis de CAT e MDA dos gupos C_M e Ex_M foram elavados comparados ao

grupo controle, e diminuidos nos niveis de GSSG (Fig. 11).
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Figura 11 - Niveis de MPO, SOD, H.0,, SOD, CAT, GSH, GSSG, razdo GSH/GSSG e
MDA referentes ao tecido hepatico de animais dos grupos Controle (C), Controle Moderado
(C_M), grupo com colite moderada suplementado com Extrato de Curcuma longa (Ex_M)

induzidos por SSD 3%.
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No tecido hepético, observa-se que os niveis de MPO do grupo Ex M e C séo
equivalentes, porém no MDA no grupo suplementado com Curcuma longa e o grupo induzido
a colite moderada, os niveis sdo maiores que o grupo C, sendo o tratamento favordvel para
formacdo desse aldeido (vs C e C_M) apresentando maior dano a membrana lipidica. Os
niveis de SOD do grupo C_M apresentaram diferenca estatitisca (vs C), o nivel no grupo
Ex_M também foi menor, porém sem diferenca estatisca (vs C), houve uma elevacdo da
atividade de CAT, que possibilitou menores niveis de H.O2, em ambos os grupos. No presente
estudo, obteve-se concentragdes menores de GSSG tanto para o gupo doente quanto para o
grupo suplementado vs C, sendo que no grupo suplementado com extrato de Curcuma longa

houve uma elevacédo da sua razdo GSH/GSSG (vs C).

Os niveis de CAT, H20z e a razdo GSH/GSSG do grupo Ex_G foram elevados quando
comparados ao grupo C e diminuidos nos niveis de GSH e GSSG. J& nos niveis de MDA se

percebe aumento tanto no grupo C_G quando no grupo Ex_G, visto abaixo (Fig 12).

Figura 12 - Niveis de MPO, SOD, H;O;, SOD, CAT, GSH, GSSG, razdo GSH/GSSG e
MDA referentes ao tecido hepéatico de animais dos grupos Controle (C), Controle Grave
(C_G), grupo com colite grave suplementado com Extrato de Curcuma longa (Ex_G)
induzidos por SSD 5%.
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No nivel grave da doenca, ndo vemos diferenca estatistica nos grupos, quando dosada
a atividade de SOD, porém se observa que, no grupo doente, os niveis de MDA foram
elevados significativamente (vs C e Ex_G), mesmo o grupo Ex_G mostrando dimuicdo do
dano em comparacdo ao grupo induzido, ndo foi suficiente para que houvesse normalizacédo
dos niveis comparado ao grupo C, possivelmente pela extensdo do dano causado aos animais
induzidos ao nivel grave da doenga. Observa-se um aumento na atividade da CAT, numa
possivel tentativa de normalizar o dano causado, havendo maior atividade enzimatica no
grupo Ex_G mais expressivo (vs C e C_G), podendo ser decorrente da atividade redox dos
curcumindides, como também foi observado no nivel p moderado da doenga, e que ndo foram
seguidos de diferenca em relagcdo ao H20,. VVé-se uma menor concentragcdo de GSH (vs C),
havendo paralelamente, uma diminuicdo dos niveis de GSSG (vs C e CG), o que resultou

numa elevacéo da sua razéo (vs C e CG).

A Cucuma longa tem mostrado potencial para prevencao de hepatotoxicidade, embora
as informacg0des ndo sejam abundantes, mas seu uso diminui niveis de producdo de EROs que
levam a disfuncdo hepética. No estudo feito por Samarghandian et al, (2017) em ratos para
avaliacdo dos efeitos antioxidantes da curcumina frente o estresse oxidativo induzido tanto em
rim quanto em figado, a atividade de SOD, CAT e os niveis de GSH foram reduzidas, o que

também difere em atividade de CAT obtido neste trabalho.

Os resultados obtidos no tabalhos foram reunidos e apresentados abaixo (Quadro 1).
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Quadro 1 - Resultados dos marcadores analisados referentes aos grupos suplementados com extrato farmacéutico de Curcuma longa no tecido

renal e hepatico de camundongos com colite ulcerativa nos niveis moderado e grave de inducdo por SSD.

Marcadores Tecido Renal Tecido Hepatico
Moderado Grave Moderado Grave

MPO N&o houve alteragdo no | Ndo houve alteragdo no | Ndo houve alteragdo  no | Houve elevacdo do grupo
marcador inflamatdrio. marcador inflamatdrio. marcador inflamatorio. Ex_G, sem diferenca

estatistica.

SOD Elevacdo do grupo Ex_M (vs C | Néo houve alteracao. Diminuicao do grupo Ex_M (vs | Elevacao do grupo Ex_G (vs
e C_M), sem diferenca C), mas elevacdo do grupo | C_G), sem diferenca
estatistica. Ex M (vs C_M). estatistica.

H20:2 1 Elevag&o nos nivies,do grupo | Nao houve alteracéo. Houve diminuicdo dos grupos Houve diminuicdo dos grupos
Ex M. ExXM e CM (vs C), sem | Ex GeC _G (vsC), sem

B diferenca estatistica. diferenca estatistica.

CAT Elevacdo ns niveis enzimatico | Elevacdo ns niveis enzimatico | Elevacdo ns niveis enzimatico de 1 Elevagdo ns niveis
de CAT no grupo C_M e EX_M | de CAT no grupo C_G e EX_G | CAT no grupo EX_M (vs C e | enzimético de CAT no grupo
(vs C), a suplementacdo ndo | (vs C), a suplementacdo ndo | C_M). Ex G(vsCeC_G).
influenciou. influenciou. B B

GSH Elevacdo nos niveis do grupo | Elevacdo nos niveis do grupo | Nao houve alteracéo. | Diminuico do grupo Ex_G
ExXM (vs C e CM), sem|ExM (vs C e CG), sem (vs C)
diferenca estatistica. diferenca estatistica.

GSSG Diminuicao do grupo Ex_M (vs | | Diminuic&o do grupo Ex_G | | Diminuig&o dos grupos C_M e | | Diminuigo dos grupos e
C e C_M), sem diferenca | (vsCeC_G). Ex_M (vs C) Ex M (vsCeC_G).
estatistica.

Razao 1 Elevacéo do grupo Ex_M. Elevacdo do grupo Ex_G, sem | 1 Elevagdo da razdo no grupo 1 Elevacéo da razdo no grupo
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GSH/GSSG

diferenca estatistica.

Ex_M (vs C).

Ex G(vsCeC_G).

MDA

N&o houve alteracao.

1 Elevagcdo nos niveis do
marcador de dano oxidativo no
grupo Ex_G.

1 Elevacéo do grupo Ex_M (vs
CeC_M).

| Elevacéo do grupo Ex_G
(vs C) e diminuicéo do grupo
Ex G(vs C_M).

Legenda: Elevacdo dos niveis com diferenca estatistica significativa ( T ); Diminuigdo dos niveis com diferenca estistica significativa ( | ).
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5 CONCLUSAO

No estudo realizado, experimentacdo com modelo animal utilizando SSD na agua de beber
num periodo de 7 dias, foi possivel observar que houve indugdo tanto no nivel moderado
quanto grave da colite evidenciados por analises histoldgicas do intestino por HE, e que o
uso da suplementacdo de Curcuma longa por 30 dias resultou num efeito protetor,

minimizando danos e destruicdo do tecido lesionado.

A partir das analises realizadas em tecidos extra intestinais, na colite moderada referente ao
tecido renal, foi observado aumento de H202 no grupo tratado com Curcuma longa,
aumento na razdo GSH/GSSG, e ndo se observou dano oxidativo, sendo grupo
suplementado ou ndo. No nivel grave de inducdo da doenca, foi possivel observar dano
oxidativo no grupo tratado com Curcuma longa, sugerindo que a suplementacéo propiciou
0 aumento dos niveis de MDA, porém sem alteracdo estatisticamente significativa para
SOD, MPO e H20..

No tecido hepético, na inducdo moderada da colite, a oferta de curcuma resultou na
elevacdo dos niveis de CAT, SOD e razdo GSH/GSSG, porém também numa elevacédo de
MDA. Ja no nivel grave de colite, o tratamento proporcionou aumento de CAT, que ndo foi
seguida da diminuicdo dos niveis de H2O,, elevagdo da razdo GSH/GSSG e diminuicédo de
MDA.

As manifestacGes extra intestinais ndo sdo amplamente estudadas, e mais estudos precisam
ser realizados para que haja melhor elucidacdo, inclusive da DII, pois ha varias
possibilidades, fatores, vias e mecanismos que podem estar associados ao processo
inflamatorio que influenciam no tratamento, bem como maneiras de melhor obter
resultados favoraveis nestes tratamentos alternativos, uma vez que a Curcuma longa se
mostra promissora no tratamento de DIl e assim proporcionar melhor qualidade de vida

para os portadores da mesma.
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6 PERSPECTIVAS

Frente aos resultados obtidos, percebe-se a importancia do aprofundamento do
trabalho e espera-se continuidade da pesquisa referente as manifestacdes extra intestinais e
tratamentos, no estudo e ao uso terapéutico da Curcuma longa, no contexto da colite
ulcerativa, avaliacdo e investigagcdo de outras vias e possiveis mecanismos que a Curcuma
longa exerce na acdo antioxidante ou pré-oxidante nos tecidos extra intestinais, para elucidar

e estabelecer terapias mais seguras e eficazes frente a colite.
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