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Araujo O. R. P. 2019. Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos sobre o equilibrio redox e
a inflamagéo, da administragdo oral de extrato de Curcuma longa, em diferentes tecidos de
camundongos com colite ulcerativa moderada induzida por sulfato de sodio dextrana (3% de SSD
na agua de beber). Inicialmente foram realizadas a identificacdo e a quantificacdo dos
curcuminoides dos diversos tipos de extratos da Curcuma longa (metandlico, etandlico,
farmacéutico, hexanico, hexanometandlico). Os extratos metandlico, hexanometandlico e
etandlico apresentaram os 3 curcumindides caracteristicos da C. longa (bisdesmetoxicurcumina,
desmetoxicurcumina e curcumina), enquanto no extrato farmacéutico, comercialmente disponivel,
a curcumina constituia o produto majoritario (>95%). Em seguida, o trabalho foi dividido em 2
partes, sendo a primeira (G1), realizada em animais saudaveis, tendo como objetivo avaliar qual
forma de Curcuma (extrato ou pd) apresentaria melhor atividade antioxidante/anti-inflamatéria e a
segunda (G2), visando avaliar os efeitos da Curcuma (extrato farmacéutico) em animais com colite
ulcerativa moderada. Para analise estatistica em ambos os casos, avaliou-se a normalidade dos
dados pelo teste de Komogorov-Smirnoff e, em seguida, foi realizada a comparacdo entre os
grupos, de acordo com a distribuicdo normal e ndo normal, sendo assumida a significancia de 5%.
Em G1, 15 camundongos machos Swiss, com 8 semanas de nascidos, foram randomizados em 3
grupos: Controle (C), que receberam racado comercial; Curcuma extrato (Ext), que receberam 250
mg/kg de peso/dia de Curcuma na forma de extrato farmacéutico; e Curcuma pé (P6), que
receberam 1g/kg de peso por dia de Curcuma na forma de p6, ambas as administracdes foram
confeccionadas com a racdo comercial. O periodo experimental in vivo durou 30 dias. Foram
avaliados o crescimento e a glicemia desses animais, também foram avaliados os niveis de
malondialdeido (MDA) e peréxido de hidrogénio (H20>), e as atividades das enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e mieloperoxidase (MPO), nos tecidos intestinal, hepatico,
cardiaco e cerebral. Na fase G1 do trabalho, ndo foram observadas diferencas de crescimento e
glicemia entre os grupos. Por outro lado, foram identificadas melhoras significativas entre animais
que receberam o extrato farmacéutico, com diminuicdo nos niveis de MDA cerebral, em
comparagdo ao grupo controle (p <0,001), e de diminuicdo de H.O,, em comparagéo a Curcuma
ofertada em po6 (p <0,005). Na fase G2, 18 camundongos machos Swiss, com 8 semanas de
nascidos, foram randomizados em 3 grupos: controle (C) — ragdo comercial; colite moderada (CM)
— animais com CUI moderada + ragdo comercial; e extrato moderado (Ext_M) — animais com CUI
moderada + 250 mg/kg de peso/dia de Curcuma (extrato farmacéutico) confeccionada em conjunto
com a racdo comercial. A suplementagéo oral de Curcuma ocorreu por 37 dias e a indugéo da CUI
foi realizada nos ultimos 7 dias de experimento. Além do perfil oxidativo (MDA, H20,, CAT, SOD,
GSH, GSSG e a razdo GSH/GSSG); o perfil inflamatério (TNF-a, IL-6 e 10 e INF-y) dos tecidos
intestinal, hepatico, cardiaco e cerebral; avaliaram-se também os aspectos histolégicos no tecido
intestinal. A CUI foi induzida com sucesso, o intestino apresentou diminuicdo nas citocinas pro-
inflamatérias INF (p <0,05), IL-6 (p <0,05) e TNF(p <0,05), na atividade redox um aumento na
razdo GSH/GSSG (p <0,01) e diminuigdo da CAT (p <0,01), no tecido hepético houve uma
diminuicdo de TNF (p <0,05), e IL-10 (p <0,05),na atividade redox um aumento na CAT (p
<0,0001), GSH/GSSG (p <0,0001) e MDA (p <0,0001), no tecido cardiaco houve uma diminuicéao
da atividade antinflamatéria na IL-10 (p <0,05), um aumento CAT (p <0,0001), MDA (p <0,05) e
GSSG (p <0,01), no tecido cérebro um aumento do INF (p <0,001) e IL-10 (p <0,05) no perfil redox
um aumento da SOD (p <0,001), e CAT (p <0,01), GSH/GSSG (p <0,01) e diminuicdo na GSSG
(p <0,0001), esses dados em conjuntos levam a diversos questionamentos do uso da Curcuma
como um antioxidante/antiflamatério natural no tratamento da colite ulcerativa no que diz respeito
as manifestacBes extra-intestinais haja vista que esses dados demsotraram auteracdes
impostantes nos marcadores com a administracdo do (Ext_M) em animais acometidos por CUI,
com acréscimos em marcadores pro-inflamatorios e pré-oxidantes importantes nos tecidos extra-
intestinais estudados. Por fim esses dados em conjunto confirmam a necessidade de uma
avaliacao 6rgao-ampliada.

Palavras-chave: Curcuma longa, estresse oxidativo, MDA, citocinas, colite ulcerativa,
interleucinas, extrato farmacéutico de Curcuma.



Araljo O. R. P. 2018. This study aimed to evaluate the effects on the redox and inflammation balance
of oral consumption of Curcuma longa extract in different tissues of mice with moderate idiopathic
ulcerative colitis (IUC) induced by sodium dextran sulfate (3% SSD in water to drink). Initially, the
curcuminoids of the various types of Curcuma longa extracts (methanolic, ethanolic, pharmaceutical,
hexane, hexanemethanolic) were identified and quantified. The methanolic, hexanemethanolic and
ethanolic extracts presented the 3 curcuminois characteristic of C. longa (bisdesmetoxicurcumina,
desmethoxycurcumin and curcumin), whereas in the pharmaceutical extract, commercially available,
curcumin constituted the major product (> 95%). Then, the work was divided in 2 parts, the first one
(G1) was carried out in healthy animals, with the objective of evaluating which form of Curcuma (extract
or powder) would present better antioxidant / anti-inflammatory activity and the second one (G2) , aiming
to evaluate the effects of Curcuma (pharmaceutical extract) in animals with moderate ulcerative colitis.
For statistical analysis in both cases, the normality of the data was evaluated by the Komogorov-Smirnoff
test and then the comparison between the groups was performed according to the normal / non-normal
distribution, assuming a significance of 5 %. In G1, 15 Swiss male mice, 8 weeks old, were randomized
into three groups: Control (C), which received commercial ration; Curcuma extract (Ext), which received
250 mg/kg by weight/day of Curcuma as pharmaceutical extract; and Curcuma powder (Powder), which
received 1g / kg of body weight per day of Curcuma in the form of powder, both administrations were
made with the commercial ration. The in vivo experimental period lasted 30 days. The growth and
glycemia of those animals were evaluated. Also were measured the levels of malondialdehyde (MDA),
hydrogen peroxide (H202), the activities of the superoxide dismutase enzymes (SOD), catalase (CAT)
and myeloperoxidase (MPO) in the intestinal, hepatic, cardiac and cerebral tissues. In phase G1 of the
study, no growth and glycemia differences were observed between groups. On the other hand,
significant improvements were identified among animals that received the pharmaceutical extract, with
a decrease in brain MDA levels, compared to the control group (p <0.001), and decrease of H202,
compared to powdered Curcuma (p <0.005 ). In phase G2, 18 Swiss male mice, 8 weeks old, were
randomized into three groups: control (C) - commercial ration; moderate colitis (MC) - animals with
moderate IUC + commercial ration; and moderate extract (ExM) - animals with moderate IUC + 250
mg/kg of body weight/day of Curcuma (pharmaceutical extract) prepared with comercial ration. Oral
curcuma supplementation occurred for 37 days and IUC induction was performed in the last 7 days of
the experiment. In addition to the oxidative profile (MDA, H202, CAT, SOD, GSH, GSSG and
GSH/GSSG ratio); the inflamatory profile (TNF-a, IL-6 e 10 e INF-y) of intestinal, hepatic, cardiac and
brain tissues; it were also evaluated histological aspects in intestinal tissues. IUC was successfully
induced. The intestine showed a decrease in the proinflammatory cytokines INF (p <0.05), IL-6 (p <0.05)
and TNF (p <0.05), in the redox activity there was increase in the GSH / GSSG ratio <0.01) and decrease
in CAT (p <0.01). In the hepatic tissue there was a decrease in TNF (p <0.05), and IL-10 (p <0.05), in
the redox activity an increase in CAT (p <0.0001), GSH / GSSG , 0001) and MDA (p <0.0001). In the
cardiac tissue there was a decrease in the anti-inflammatory activity in IL-10 (p <0.05), a CAT increase
(p <0.0001), MDA (p <0.05) and GSSG (p <0.01). In the brain tissue an increase in INF (p <0,001) and
IL-10 (p <0,05) in the redox profile an increase of SOD (p <0,001) and CAT (p <0,01), GSH/GSSG (p
<0,01) and decrease of GSSG (p <0,0001). These data together lead to a number of questions regarding
the use of Curcuma as a natural anti-inflammatory / anti-inflammatory drug in the treatment of ulcerative
colitis with regard to extra-intestinal manifestations seeing tha these data have shown important
imbalance in the markers with (Ext_M) administration in animals affected by IUC, with increases in
important pro-inflammatory and pro-oxidants markers in the extra-intestinal tissues studied. Finally,
these data together confirm the need for a body-wide evaluation.

Key words: Curcuma longa, oxidative stress, MDA, cytokines, ulcerative colitis, interleukins, Curcuma
pharmaceutical extract.
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1 INTRODUCAO

A colite ulcerativa idiopatica (CUI) € uma forma de doenca inflamatoria intestinal
(DIl) caracterizada como remitente e de progressao crénica que acomete o intestino
grosso. Apesar da etiologia para a CUI ainda ser desconhecida, acredita-se que
multiplos fatores contribuem para o seu surgimento, dentre eles destacam-se a
genética associada a alteracdes imunologicas e ambientais. Na CUI, o corpo pode
secretar mediadores inflamatérios e gerar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERONS), o que resulta em perda da integridade da barreira epitelial e agravamento
da resposta inflamatéria da mucosa (KONDAMUDI et al., 2015; ZHAO et al., 2016).
Nos ultimos anos, a incidéncia de CUIl aumentou progressivamente, alcangcando niveis
de 0,0243% na Europa e América e de 0,0192% na Asia e no Oriente Médio (ZENG
et al., 2013). A prevaléncia e a incidéncia das DIl vém aumentando em todo o mundo,

em especial nos paises em desenvolvimento (BERNSTEIN et al., 2015).

No Brasil, ainda ndo ha dados epidemiol6gicos sobre a prevaléncia e incidéncia
gerais da CUI, apenas estudos pontuais em alguns estados, como Mato Grosso (DE
SOUZA et al., 2011; DE SOUZA; BELASCO; DE AGUILAR-NASCIMENTO, 2008),
Séo Paulo, Minas Gerais (DA CRUZ et al., 2007), Pernambuco e Alagoas (BARROS,
2014; DE BARROS; DA SILVA; LINS NETO, 2014).

A terapia convencional das DIl envolve o uso de sulfassalazina, corticoides,
agentes imunossupressores, como a azatriopina, além de terapia bioldgica,
representada pelo anticorpo anti-TNFa (anti-fator de necrose tumoral alfa), usados
para o controle da resposta imune e da inflamacado (RUTGEERTS; VERMEIRE; VAN
ASSCHE, 2009). No entanto, a aplicacéo a longo prazo de farmacos sintéticos, como
o acido 5-aminossalicilico (5-ASA) e agentes imunossupressores, pode produzir
muitas complicagbes graves e efeitos colaterais toxicos, como aumento da
suscetibilidade a infeccéo, bem como a reducéao na resposta autoimune. Diante disso,
terapias alternativas vém sendo utilizadas para uma melhora na qualidade de vida do

paciente acometido por essa enfermidade (ZHAO et al., 2017).

A investigacdo de antioxidantes polifendlicos, que venham a desempenhar
papel fundamental no tratamento da CUl € de profundo interesse e empenho da

comunidade cientifica, haja vista seu anseio em aumentar a qualidade de vida dos
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pacientes, diminuindo assim os efeitos colaterais oriundos do tratamento convencional

medicamentoso.

Entre os antioxidantes mais conhecidos, a curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) é um polifenol lipossolivel com uma
caracteristica cor amarela, proveniente da Curcuma longa , um arbusto perene
endémico da India, da familia Zingiberaceae. Ha registros de seu uso desde o século
I, embora haja referéncias a planta em manuscritos gregos do século IV (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).

A curcumina exibe efeitos positivos para a salde humana por meio de
atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdéria, antifingica, hipoglicemiante,
cicatrizante, antiproliferativa e anticarcinogénica, interagindo com varios fatores de
transcricao génica, enzimas, citocinas inflamatorias, proteinas, fatores de crescimento
e receptores. O polifenol € isolado a partir da raiz da Curcuma longa, um membro da
familia do gengibre (OHNO et al., 2017; QURESHI et al., 2017). A seguranca e a
tolerabilidade da curcumina foram confirmadas por ensaios clinicos em seres
humanos e em cobaias para o tratamento de varios distirbios inflamatérios. No
entanto, a principal limitacdo do seu uso clinico estd associada a baixa
biodisponibilidade oral, devido a ma absor¢cédo no intestino. A curcumina é altamente
hidrofébica, com solubilidade em solu¢cdes aquosas de apenas 0,456 ug / mL e alta
taxa de metabolismo, o que resulta em tempo de meia-vida curto (OHNO et al., 2017,
XIAO et al., 2016).

Para uma melhor avaliacdo do estado redox da C longa foi enpregado a
avaliacdo de um conjunto de marcadores do extresse oxidativo coma medida da
atividade das enzimas CATe SOD, avaliacdo de marcadoresde dano como MDA e
H202. Abaixo serdo descritos alguns aspectos importantes sobre esses

biomarcadores.

O malondialdeido (MDA), um dieno conjugado, é um dos biomarcadores mais
utilizados por ser um dos produtos de peroxidacgdo lipidica mais conhecidos. Possui
acao citotdéxica e genotoxica, encontrando-se em niveis elevados em algumas

patologias associadas ao estresse oxidativo (GROTTO et al., 2008).

O H202, apesar de ser uma espécie pouco reativa, € capaz de inativar enzimas,

principalmente pelas oxidacdes de grupos tiois essenciais. Seu maior potencial



26

oxidante € exercido, entretanto, pela forma indireta, por meio da geracao do radical
HO¢, produzido via reacdo de Fenton. O perdxido de hidrogénio, nestas condicdes,
torna-se um bom oxidante, pois em concentracdes adequadas e combinado ao ferro
pode aumentar sua toxicidade de 10 até 100 vezes, desta forma, sendo prejudicial as
estruturas celulares (SCHNEIDER; CUERVO, 2013).

A superoxido dismutase (SOD) pertence ao primeiro nivel antioxidante de
defesa. E encontrada sob 3 formas, a Cu/ZnSOD ou SOD1, que estéa localizada no
citosol, nucleo e espaco entre as membranas interna e externa da mitocondria
(tetramérica); a MNnSOD ou SOD2, que esta localizada na matriz mitocondrial; e a SOD
3, ou SOD extracelular (Cu-Zn) (SURAI, 2016).

A catalase (CAT), cujo sitio ativo contém o grupo heme, atua, principalmente,
enclausurada no peroxissoma, a principal organela responsavel pela desintoxicacao
celular e pela oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa, fonte inesgotavel de
perdxidos orgéanicos, produtos carbonilicos e oxigénio singleto (DE MORAES et al.,
2014). Essa enzima converte o H202 em agua, evitando assim, sua conversdo ao

radical hidroxila.

Ensaios clinicos mostraram que, apesar de sua baixa biodisponibilidade, a
curcumina é bem aceita em doses de até 12 g/ dia, por 3 meses, em humanos, sem
efeitos colaterais clinicamente significativos. Como resultado, a curcumina foi
reconhecida como um composto “geralmente considerado seguro” (GCS) pela Food
and Drug Administration (FDA) dos EUA (YILDIRIM et al., 2016).

Desta forma, a presente tese tem como objetivo estudar os efeitos da Curcuma
longa, na sua melhor formulacdo, determinada na fase G1, no tratamento sistémico
da colite ulcerativa, fase G2, com avaliacdo de sua acdo sobre marcadores do
estresse oxidativo e de inflamacéo, em camundongos com colite ulcerativa moderada,

induzida por sulfato de sodio dextrana (DSS).
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do consumo oral de Curcuma longa sobre marcadores do perfil
redox e inflamatorio em diferentes tecidos de camundongos saudaveis e/ou com colite

ulcerativa moderada, induzida por sulfato de sédio dextrana.
2.1 Objetivos Especificos

v' Determinar o perfil de curcumindides presentes no extrato/pé da Curcuma

longa;

v Avaliar o efeito da ingestdo e da glicemia dos animais submetidos as dietas
enriquecidas de extrato farmacéutico (forma concentrada) e po6 (forma natural)
da Curcuma longa, sobre marcadores do perfil redox nos tecidos intestinal,
hepético, cardiaco e cerebral de camundongos saldaveis ingestdo de

camundongos saudaveis;

v Determinar qual formulacao rica em curcumindides (extrato ou pd) apresenta
melhor acdo sobre a capacidade redox nos tecidos intestinal, hepético,
cardiaco e cerebral de camundongos saudaveis, determinar alteracdes
histolégicas no tecido colénico dos animais com colite moderada, com e sem

suplementacado do extrato farmacéutico de Curcuma longa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais por parte da populacdo € milenar e continua
despertando o interesse de muitos pesquisadores, com o objetivo de conhecer novas
moléculas que possam ser usadas na terapéutica de diversas patologias e condi¢fes
clinicas (FOGLIO, et al. 2006; COMPAGNONI, M; MARIA, T; GARLET, B., 2016).
Pesquisas envolvendo plantas medicinais costumam relacionar as informacdes
adquiridas em comunidades que fazem uso da diversidade vegetal local, com estudos
quimicos e/ou farmacoldgicos (LIMA et al., 2013). Atualmente uma atividade que vem
sendo investigada € o potencial existente nas plantas no que diz respeito a atividade
antioxidante em extratos e/ou substancias isoladas de produtos vegetais. Os
antioxidantes naturais estdo presentes em frutos, sementes, folhas e raizes de plantas
e agem através de diversos mecanismos, como “sequestro” de espécies reativas de
oxigénio (EROs), inibicdo na formacao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERONS), ou estimulo da defesa antioxidante enzimatica e ndo enzimatica, reduzindo,
dessa forma, a circulacdo de ERONSs, substancias envolvidas na génese de diversas
patologias. Dentre os varios tipos de antioxidantes podem ser citados os polifendis,
constituidos de &cidos fendlicos e flavonoides, substancias bioativas de grande

ocorréncia em vegetais (LIMA et al., 2013).

3.2 Curcumalonga (C. longa)

Dentre as plantas com potencial efeito biolégico relacionado aos seus
constituintes quimicos, destaca-se a Curcuma longa Linn (C. longa), erva pertencente
a classe Liliopsida e familia Zingiberaceae, cultivada principalmente em regides
tropicais e subtropicais, amplamente distribuida nos tropicos da Asia, Africa e
Austrélia, sendo a india seu maior produtor, consumidor e exportador (Figura 1). Seu
crescimento requer um clima quente e imido, com temperaturas entre 20 e 30 °C e
grandes quantidades de agua (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2016; MCCANN et al.,
2014; SINGH et al., 2012). Seu nome em latim Curcuma, € derivado da palavra arabe,
Kourkoum, o nome original para o acafrao, assim conhecido popularmente. No Brasil,

recebe também o nome de acafrdo-da-terra (TRUJILLO et al., 2013).
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Varias partes da C. longa, como folha, flores e rizoma, tém suas propriedades
estudadas. Entretanto, a parte do vegetal mais utilizada é o rizoma (Figura 1A), que
pode ser consumido fresco ou seco. Para fins de conservacdo, esse rizoma é
descascado, desidratado e moido, gerando um pé de coloracdo dourada, utilizado
como tempero, agente de coloracdo, além de ser um importante ingrediente na
medicina tradicional, desde o tempo antigo, em paises do sul da Asia e do Oriente
Médio (JEENGAR et al., 2017; KUMAR et al., 2016; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Figura 1 — (A) Rizoma de Curcuma longa; (B) p6 seco e moido extraido de

rizoma de C. longa; (C) flor de C. longa.
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Fonte: imagens cedidas pela Cooperacafrdo em (2015).

A C. longa pode ser usada de forma isolada ou em combinacdo com outros
temperos como o curry. O p6é de curry € uma mistura de especiarias que contém
basicamente gengibre, pimenta dedo-de-moca, pimenta vermelha, canela em rama,
cominho, pimenta-do-reino, cardamomo, cravo, erva-doce, coentro em graos e
acafréo, sendo o acafrao adicionado em torno de 20-30% em relagéo ao peso total do
curry. Os ingredientes utilizados sdo torrados, moidos e usados em quantidades
diferentes para preparar o curry, o que modifica sua constituicdo quimica. Além
desses, outros ingredientes podem ser incluidos de acordo com as preferéncias, como
alforva, pimenta-de-caiena, cominhos finos, noz-moscada, pimenta-da-jamaica,
pimentédo, alecrim, entre outros. Por isso, a composicdo pode depender de cada
regido/produtor, porém, a férmula base, onde o acafrdo € um dos principais
ingredientes, sempre é mantida (BALIGA et al., 2012; NAMRATHA et al., 2013).

O uso do acafrdo na india como um remédio popular continua até os dias atuais.
Uma pasta de acafréo indicada pelo sistema médico indiano antigo, o Ayurvedic, é
usada para tratar infecgdes oculares comuns, cobrir feridas, tratar queimaduras, acne
e outras doencas de pele. Mulheres recebem um tonico contendo pasta de acafrao

fresco para beber apds o parto, enquanto o cataplasma, uma pasta medicamentosa
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resultante da mistura de diferentes ingredientes, tendo como base farinhas, raizes e
folhas de acafrdo, também é aplicado ao perineo para ajudar na cicatrizacdo de
quaisquer laceracdes do canal, devido ao parto. Ainda é utilizado para curar tosse e
infeccbes respiratdrias, doencas dentarias, disturbios digestivos, como dispepsia e
acidez, indigestéo, flatuléncia e Ulceras. O acafrdo assado é um ingrediente usado
como antidiarreico para criancas, além de aliviar os efeitos alucinatérios do haxixe e
outras drogas psicotropicas (HATCHERA, 2008).

3.3 Composicdes da Curcuma longa

A C. longa contém 60-70% de carboidratos, 6-8% de proteina, 5-10% de
lipidios, dos quais até 2% de Oleos essenciais (turmerona, atlantona, e zingiberona),
resinas e fibra, além de uma variedade de compostos quimicos, incluindo
curcuminoides, como a curcumina, desmetoxicurcumina, bisdesmetoxicurcumina,
zinzibereno, curcufenol, curlona, linalol, turmeronas, curcumenos e ciclocurcumina
(Figura 2) (BALIGA et al.,, 2012; JURENKA, 2009; NOORAFSHAN; ASHKANI-
ESFAHANI, 2013; TRUJILLO et al., 2013). A cor amarela brilhante do acafrdo é
principalmente  associada a curcumina, a desmetoxicurcumina e a
bisdesmetoxicurcumina, pigmentos polifendlicos lipossolaveis (AKRAM et al., 2010).
Em geral, o contetdo de curcumindides € de 3-5% (50-70% curcumina), mas pode
variar entre 2 e 9%, dependendo das condi¢cbes geogréficas. A composicdo de
curcumindides é de aproximadamente 70% de curcumina, 17% desmetoxicurcumina,
3% de bisdesmetoxicurcumina e o resto (10%) é chamado ciclocurcumina,
recentemente identificada (Figura 2). No entanto, o Ultimo composto tem sido
associado a baixa ou nenhuma atividade biologica (ADIWIDJAJA; MCLACHLAN,;
BODDY, 2017; STANIC, 2016; TRUJILLO et al., 2013).
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Figura 2 — Estruturas quimicas dos fitoquimicos presentes em maior

guantidade na Curcuma longa.
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Fonte: Esatbeyoglu et al. (2012) e Sueth-Santiago et al. (2015).

Apesar dos trés curcuminoides apresentarem atividade biolégica, a maioria dos
estudos indica a curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona) como o componente mais ativo da C. longa, com destaque especial para a sua
atividade antioxidante (KUMAR et al., 2016). Por outro lado, os demais curcuminoides
sdo pouco estudados na forma isolada e, por isso, muitas duvidas sobre suas
atividades antioxidantes permanecem sem respostas (CAMATARI, 2017,
NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI, 2013).

3.4 A guimica de curcumindides

A curcumina foi isolada pela primeira vez por Vogel, em 1815, e sua estrutura
foi determinada por Milobedzka e Lampe, em 1910. Apdés isolamento e purificacao,
apresenta-se como um po cristalino cor laranja-amarelo, praticamente insollvel em
agua (SUETH-SANTIAGO et al., 2015; TRUJILLO et al., 2013). Possui trés grupos
funcionais: uma porcao B-dicetona (Figura 3A), dois grupos fendlicos (Figura 3B) e
duas ligacbes duplas conjugadas (Figura 3C) (HATCHERA, 2008; NOORAFSHAN;
ASHKANI-ESFAHANI, 2013).
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Figura 3 — Grupos funcionais na curcumina. (A) B-dicetona ou seu tautémero

ceto-enol; (B) fenol; (C) ligacdo dupla conjugada.

Fonte: Hatcher et al. (2008) e Sueth-Santiago et al. (2015).

A porcao B-dicetona encontra-se em equilibrio ceto-endlico, como pode ser
visto na Figura 4. Em geral, em meio aquoso, a curcumina permanece nas formas
ceto-endlicas e normalmente se converte na forma enol em outros solventes,
tanto préticos quanto apréticos. Em faixas de pH entre 3 e 7, o equilibrio ceto-
endlico desloca-se, preferencialmente, para o sentido enol, pela presenca de uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular e de uma maior planaridade da molécula.
Entretanto, a curcumina na forma ceto (mesmo em baixa concentracdo, quando
comparada ao enol) possui um grupo metileno eletrodeficiente, em funcao da
vizinhanca eletrofilica (dois grupos carbonilicos), o que o torna um étimo doador
de hidrogénio radicalar ou préton (MONDAL; GHOSH; MOULIK, 2016; STANIC,
2017; SUETH-SANTIAGO et al., 2015). Essa capacidade doadora de hidrogénio
pelo metileno parece ser um dos mecanismos principais, que explicam as
propriedades antioxidantes da curcumina (Figura 4). Além disso, 0s dois grupos
metoxila e os dois grupos hidroxila aromaticos podem desempenhar papel
essencial, como por exemplo na atividade antioxidante exdgena, em atividades
bioldgicas atribuidas a esta molécula (SUETH-SANTIAGO et al., 2015; TRUJILLO
et al., 2013).
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Figura 4 - Equilibrio ceto-endlico da curcumina (A) e reacbes de

transferéncia de protons, com respectivos valores de pKa (B).
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Fonte: Adaptado de Priyadarsini (2009) e Sueth-Santiago et al. (2015).

A curcumina apresenta absor¢cdo em um amplo espectro na regido UV-visivel
de 300 a 500 nm, devido a presenca de grupos fendlicos, com forte influéncia do
solvente. Em solvente organico, observa-se, geralmente, uma banda larga com
méaximo de absorvancia em ~ 425 nm. Numa geometria planar, a enolizagdo permite
a conjugacao entre os sistemas de elétrons 1 dos dois cromoforos feruloila, via atomo
de carbono hibridado sp? central, resultando na absor¢éo de luz no visivel (coloracéo
transmitida amarela). A excitagao eletrénica da transigao m — 1* é responsavel pela

banda de absor¢ao na faixa visivel, e ndo uma transicdo n — 1*. O primeiro estado
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excitado da curcumina € altamente polar, devido a transferéncia de carga

intramolecular a partir do anel fenila para a porgéo carbonila (VAN NONG et al., 2016).

Sobre a fluorescéncia, Van Nong et al. (2016) indicaram que, ao excitar em
comprimento de onda de 425 nm, espectros de extratos de curcumindides
apresentaram emissdo ampla entre 528 e 607 nm, indicando que, dependendo do
extrato e do solvente utilizado na dissolucdo, ha bandas em diferentes comprimentos
de onda, na faixa citada. Dessa forma, a curcumina sofre efeito solvatocrémico, pela
modificacdo da polaridade do solvente, por exemplo, sendo esta vermelha em metanol
e amarela em diclorometano (INGOLFSSON et al., 2014).

Além da polaridade do solvente, o pH também interfere no comprimento de onda
maximo (Amax) da curcumina, que € um &cido fraco, mas, como visto na Figura 4,
apresenta trés funcdes acidas e, consequentemente, quatro valores de pKa
estimados, correspondentes aos trés equilibrios prototropicos, sendo o hidrogénio
adjacente a carbonila o mais acido deles (pKa = 8,38). Os hidrogénios fendlicos sao
menos 4cidos, entretanto, ainda existe debate sobre qual dos trés, isto €, o hidrogénio
endlico ou os hidrogénios fendlicos seja o mais acido. A dissociacdo acida induz a
troca de coloracao da curcumina de amarela para vermelha. A absor¢cdo maxima da
curcumina completamente desprotonada (cor vermelha) em pH alcalino (pH> 10) é de
467 nm (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2016).

As principais rotas de degradacéo da curcumina sdo mostradas na Figura 5. A
solvélise em pH alcalino leva a inumeros subprodutos de fragmentacdo (A). A
autoxidagcdo em meio tamponado leva a formagéo da biciclopentadienona, principal
produto de degradacdo em condi¢cdes aquosas (B). A fotodegradacdo ocorre quando
a molécula esta na forma cristalina e é dissolvida em solvente organico (C), como
isopropanol (D), por exemplo. A curcumina mostra-se sensivel a degradacao térmica,
Figura 6, e a variagdes no pH do meio, além de ser fotodegradavel (sensivel a luz) e
sofrer auto-degradacao no escuro. Em solucdo aquosa, ocorre fotodegradacgéao e auto-
degradacdo no escuro; no meio basico, a auto-degradacgéo € diminuida; ja o processo
de degradacdo por aquecimento parece ser independente do solvente e do pH.
Sugere-se que a porgao B-dicetona na molécula seja a funcdo quimica mais
vulneravel, principalmente ao calor. Os produtos resultantes da degradacdo da
curcumina sao compostos como vanilina, acido vanilico, acido protocatecuico e
compostos volateis (MONDAL; GHOSH; MOULIK, 2016).
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Figura 5 — Rotas de degradacdo quimica da curcumina: (A) Solvélise da
curcumina (1) levando a véarios subprodutos da fragmentacdo, com geracao
de: vanilina (2), &cido ferulico (3) e feruloilmetano (4), em pH alcalino; (B)
Autoxidacdo da curcumina em meio tamponado, com formacdo da
biciclopentadienona (7), que é o principal produto de degradacdo em meio
aquoso: (C) Fotodegradacao que pode ocorrer quando a curcumina esti na
forma cristalina e é dissolvida em solvente organico, com subprodutos:
vanilina (2), acido feralico (3), aldeido ferulico (5) e acido vanilico (6); (D)
Fotodegradacdo da curcumina em certos solventes organicos (como

isopropanol) com formacgé&do de um derivado gliacol (8).
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Fonte: Adptado de Griesser (2011).

Embora a abundancia relativa desses produtos de degradacdo da curcumina seja
diferente de acordo com o pH e temperatura de incubagéo, estes produtos também
foram observados em meio de cultura celular e sangue humano. Analises
espectroscopicas recentes revelam que a solvolise € a menor das vias de degradacéao,
e que o produto de degradacao majoritario € uma ciclopentadiona, que € produto da
autoxidacdo da curcumina e formacdo de produtos de termélise (GRIESSER et al.,
2011).



36

Figura 6 — Esquema da degradacédo da curcumina durante a torrefacao a
180°C e correspondente formacgé&o de produtos de degradacao selecionados.
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Fonte: Adaptado de Griesser (2011) e Sueth-Santiago et al. (2015).

A incorporacdo espontanea de oxigénio (O2), induzida por espécies reativas de
oxigénio (EROS), leva a oxigenacao e dupla ciclagem da cadeia heptadiendiona,
conectando os dois anéis do metoxifenol. Um estudo mais aprofundado da cinética de
degradacdo do composto radioativo identificou varios produtos de degradacédo que
possivelmente se formaram na via da sintese da ciclopentadienona. Esta reacdo de
oxidacdo ocorre sem iniciagdo fotoquimica, o que contribui, em parte, para as

propriedades antioxidantes provenientes da Curcuma (SCHNEIDER et al., 2015).

Essas vias de degradacdo sugerem que, ao interpretar os resultados dos testes
biolégicos que envolvem a Curcuma, a complexidade dinamica residual deve ser
considerada. Embora a degradacdo oxidativa ndo exija iniciacdo fotoquimica, a
degradacéo fotoquimica da Curcuma ocorre, como ja mencionado, na forma cristalina

e solubilizada, sob exposicdo a luz, resultando principalmente nos produtos vanilina
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(2), acido ferulico (3), aldeido ferulico (5) e acido vanilico (6). Esse mesmo tipo de
degradacéo foi observado para a curcumina em solventes organicos, quando exposta
a luz (NELSON et al., 2017).

3.5 Metabolismo dos curcuminoides

A curcumina apresenta baixa biodisponibilidade apds administracao oral devido
a varios fatores que limitam sua absorcgéo, tais como: baixa solubilidade em meio
aquoso (~ 0,456 ng/mL, em pH 5,0) e, portanto, baixa taxa de dissolucéo e formacéo
de outros compostos; instabilidade no pH intestinal, embora haja relato de que a
curcumina exibe boa estabilidade entre valores de pH 3 e 6; e baixa permeabilidade
intestinal em células de adenocarcinoma epitelial colorretal humano heterogénio-2 (~
0,07 x 107 cm/s nas células Caco-2) (GUPTA et al., 2014; PRASAD; TYAGI;
AGGARWAL, 2014). Essa biodisponibilidade reduzida torna o uso clinico da
curcumina um desafio.

Estudos in vivo (ratos e camundongos) e in vitro (células hepaticas) confimam
gue a curcumina é metabolizada em diferentes componentes apés sua administracédo
oral. Ela sofre conjugacdo metabdlica, originando os principais derivados: 0 mono-
glicuronideo de curcumina e o sulfato de curcumina, juntamente com metabdlitos
formados pela reducdo da(s) ligacdo(des) dupla(s) alilica(s), gerando assim a
tetraidrocurcumina, hexaidrocurcumina e hexaidrocurcuminol (ADIWIDJAJA,
MCLACHLAN; BODDY, 2017) (Figura 7). A curcumina reduzida também é sujeita a
glicuronidacéo, transformando-se em curcumina glicuronideo e seus derivados, como
um metabdlito biliar menor, o acido di-hidroferulico, juntamente com vestigios de acido
ferdlico. Cabe ressaltar que esses metabdlitos gerados sdo inativos em relacdo as
atividades biologicas associadas ao seu uso. Esta caracteristica, juntamente com a
baixa solubilidade da curcumina em meio aquoso, torna esse polifenol pouco eficaz
guando administrado in vivo (SUETH-SANTIAGO et al., 2015). Por outro lado, estudos
indicam que alguns metabolitos da curcumina tém acdes biolégicas importantes, por
exemplo, a tetraidrocurcumina inibe a peroxidacao lipidica e induz a atividade de
enzimas antioxidantes in vitro, e a hexaidrocurcumina tem capacidade para inibir a
expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), enzima responsavel pelos fenédmenos
da inflamacgao (ESATBEYOGLU et al., 2012; PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2014).
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Figura 7 — Metabolismo da curcumina quando administrada por via
intravenosa, ou intraperitoneal, ou oral e suas respectivas enzimas

catalizadoras.
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Fonte: Adaptado de Anand et al. (2008), Pulido-Moran et al. (2016) e Sueth-Santiago et al.
(2015).

Em relacdo a curcumina administrada na forma intravenosa (1V), estudos em
animais demonstraram que a mesma € rapidamente metabolizada no figado e
intestino e excretada nas fezes, sem excrecdo pelo sistema urinario. A
biodisponibilidade sistémica é indicada como limitada, porém uma pequena
guantidade ainda permanece detectavel nos 6rgaos, como figado e baco, além de ser
captada rapidamente no cérebro e pulmdo (JURENKA, 2009; PRASAD; TYAGI,
AGGARWAL, 2014)

Algumas discussdes sobre a biodisponibilidade tém sido feitas nos ultimos anos,
pois, mesmo apresentando baixa absor¢do, rdpido metabolismo e eliminacdo
sistémica, a curcumina é uma molécula lipofilica rapidamente permeavel entre as
membranas celulares, tendo, por isso, importante utilizacdo e atividade biolégica em
nivel celular (NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI, 2013).

3.6 Farmacocinética da curcumina

Dados farmacocinéticos e de biodisponibilidade confirmam que a distribui¢cdo
sistémica da curcumina tende a ser baixa, isto porque o0 metabolismo da curcumina
ingerida, via oral, comeca nas células epiteliais da mucosa intestinal, uma barreira
altamente regulada composta por enterécitos cobertos de muco, pelos quais as
moléculas de curcumina devem passar, entrando assim na circulagéo sistémica. Mas,

antes que o metabolismo intracelular ocorra, varios obstaculos farmacocinéticos
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devem ser superados. Uma camada na mucosa intestinal, de pH basico, é repleta de
glicoproteinas e lipidios conhecida por manter a curcumina indisponivel; desta forma,
o gradiente de concentracdo da curcumina pré-epitelial € diminuido e a passagem
transmucosa da substancia € prejudicada. Em segundo lugar, o muco intestinal
contém classes de glutationa S-transferase (GST) que catalisam a conjugacdo de
glutationa reduzida (GSH) a compostos eletrofilicos, incluindo a curcumina, resultando
em biotransformacgéo pré-enterocitica e reducdo da biodisponibilidade sistémica do
composto nativo. Por ultimo, as moléculas de curcumina, que sdo absorvidas pelos
enterocitos, estdo sujeitas ao efluxo apical das células, de volta ao [Umen intestinal,
aplicando-se também a curcumina que foi reduzida ou conjugada nos eritrocitos (LAO
et al., 2006).

Em modelos animais, a biodisponibilidade, apds doses orais de curcumina, gira
em torno de 1% (YANG et al., 2007). Cheng et al. (2001) analisaram o soro de
pacientes com varias lesdes pré-cancerigenas e que receberam Curcuma longa oral
por trés meses. No estudo em questéo, os autores observaram que aqueles pacientes
que receberam suplementacao oral de Curcuma (capsula) com dosagens de 4.000
mg, 6.000 mg e 8.000 mg de curcumina, apresentavam, apos 12 h, niveis séricos de
apenas 0,51+0,11, 0,63+0,06 e 1,77+1,87 mM, respectivamente, o que levou 0s
autores a concluirem que a curcumina apresenta baixa absor¢cdo (CHENG et al.,
2001). Isto € compreensivo pois, como jA mencionado, a curcumina possui uma baixa

biodisponibilidade.

Por outro lado, em estudo conduzido com 12 pacientes em diferentes estagios
de cancer colorretal, durante sete dias, observou-se que o emprego de 3,6 g de
curcumina oral resultou em niveis farmacologicamente eficazes desse polifenol em
ambos os tecidos colorretal maligno e colorretal normal (12,7+5,7 e 7,7+1,8 nM
respectivamente). Dessa forma, segundo os autores, essa concentracdo de apenas
1% da dose ofertada no tecido indica que os beneficios anti-inflamatérios de
curcumina sédo observados, principalmente, em doencas do trato gastrintestinal
(GARCEA et al., 2005). Foi também observado que o grau de distribuicdo de um certo
composto no organismo tem grande impacto sobre a utilidade terapéutica. A
curcumina vem sendo amplamente estudada em modelos animais, entretanto, sua

aplicacéo clinica € mais limitada. Estudos em ratos relatam distribuicdo variavel a
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depender do tipo de tecido. Este alto grau de variabilidade é devido a diferenca na

preparacao da dose usada nos estudos (SIVIERO et al., 2015).

3.7 Atividades bioldgicas de curcumindides

Como mencionado anteriormente, na medicina tradicional, a C. longa e a
curcumina sdo usadas como medicamento oral e tOpico para tratar uma ampla
variedade de doencas. Numerosas investigacdes realizadas nos ultimos 30 anos,
especialmente na ultima década, indicam que os efeitos mais perceptiveis sdo o
potencial antioxidante, anti-inflamatorio e antitumoral (ADIWIDJAJA; MCLACHLAN,;
BODDY, 2017; BACK et al., 2017; IRVING et al., 2011). Adicionalmente, devido a sua
capacidade de afetar uma grande gama de alvos moleculares, com um excelente perfil
de seguranca, a curcumina tem sido avaliada como um candidato potencial para a
prevencao e/ou tratamento de um grande numero de doencas (HANAI; SUGIMOTO,
2009).

A versétil estrutura quimica da curcumina permite interacdo com um grande
namero de moléculas dentro da célula, levando a uma variedade de efeitos biolbgicos,
mencionados anteriormente, e a inibicdo da producéo de espécies reativas. A falta de
toxicidade e efeitos secundéarios, bem como a sua disponibilidade em grandes
guantidades como um produto natural, sdo vantagens adicionais na aplicacéo deste
agente para a prevencao ao tratamento de uma variedade de doencas relacionadas
ao desequilibrio redox (STANIC, 2017).

O mecanismo antioxidante atribuido a curcumina, Figura 8, pode envolver um ou
mais dos seguintes mecanismos: eliminacdo ou neutralizacdo de espécies reativas,
inibicdo de enzimas oxidativas, interagdo com oxigénio, tornando-o menos disponivel
para reacdes oxidativas, interacdo com a cascata oxidativa, com inibicdo de sua
propagacéo, quelacdo ou desativacao de propriedades oxidativas de ions metalicos,
como o ferro (KUMAR et al., 2016).

A atividade antioxidante basica da curcumina depende diretamente da presenca
das duas subunidades estruturais, as hidroxilas dos grupos fendlicos e o grupo
metileno central (Figura 8). Em ambos os casos, a atividade antioxidante esti
relacionada a doacdo de hidrogénio radicalar. Na subunidade fenol, os hidrogénios

estdo completamente disponiveis para a formacao de radicais fenoxila, ocorrendo a
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estabilizacdo dos mesmos, por ressonancia no anel aromético (Figura 8) (STANIC,
2017; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Figura 8 — Mecanismo antioxidante da curcumina, envolvendo a doacao de
hidrogénio radicalar pelo fenol (A) e estabilizagcdo do radical formado, por

ressonancia no anel aromatico (B).
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Fonte: adaptado de Sueth-Santiago et al. (2015).

E—

Por reacdes semelhantes, um radical centrado em carbono origina-se do grupo
metileno central da curcumina (Figura 9). Propfe-se que o grupo CH2 a-dicarbonilico
seja o sitio de reacdo, visto que as ligacdes CH neste carbono sdo mais fracas devido

a ressonancia ao efeito indutivo retirador de elétrons da vizinhanca (STANIC, 2017).

A estabilidade do radical fenoxila € maior que a do radical carbénico, porém
estudos indicam que a dissociacdo do hidrogénio do grupo metileno também
contribui para a atividade antioxidante da curcumina. Dessa forma, a curcumina
é vista como um poderoso antioxidante natural capaz de combater diferentes
EROs e ERNs, como o Oz, '0O2, HO*, ROO*, H202, ONOO~ (KUNWAR;
PRIYADARSINI, 2016).

Figura 9 — Mecanismo antioxidante da curcumina, envolvendo a doacao de

hidrogénio radicalar no metileno (A) e estabilizacdo do radical formado (B).
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Fonte: adaptado de Sueth-Santiago et al. (2015).
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Em relacdo a quelacdo ou desativacdo de propriedades oxidativas de ions
metalicos, estudos in vitro indicam que a regido A, a B-dicetona ou o grupo ceto-enol
(Figura 10), sdo reconhecidos como complexantes de ions metéalicos, como Mn?*,
Fe2*3* e Cu?*, tendo alguma estabilidade cinética ou termodinamica em meios polares
el/ou proticos, e propde-se que tais interagdes sejam biologicamente significativas in
vivo (HATCHERA, 2008).

Em relacdo a atividade da curcumina diante do acido hipocloroso (HOCI), Yue et al.
(2014) propuseram um mecanismo além dos citados, onde ha envolvimento das
metoxilas e das hidroxilas fendlicas, conforme mostra a Figura 11. Quando a
curcumina interage com HOCI, a hidroxila de HOCI ataca primeiro o grupo hidroxila
do fenol, que € estabilizada por ressonéncia. Este processo fornece um centro
eletronegativo para o ataque eletrofilico do cation cloreto, produzindo entdo o cloreto
de metila (CHsCI). No final do processo, a curcumina é oxidada a uma o-quinona

estavel (YUE et al., 2014).

Figura 10 — Mecanismo proposto para a eliminacdo de HOCI pela curcumina.
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Fonte: Adaptado de Yue et al. (2014).

Barik e colaboradores (2005) verificaram sua acdo complexante de cobre
(Cu?*), formando o complexo (curcumina-Cu?*), demonstrando, mais uma vez, sua
efichcia antioxidante (Figura 11). O mecanismo de eliminagdo de anion radical
superoxido (O2*) é exemplificado a partir do complexo curcumina-Cu?*, sendo
possivel realizar o papel da superéxido dismutase (SOD) no processo de eliminacao
desse radical. Quando o O2*" reage com o complexo curcumina-Cu?*, o O2*" reage
com a porcdo Cu?*, enquanto que apenas uma pequena fracdo reage com a
curcumina. A reacdo provoca a reducdo Cu?®* em Cu*. O Cu* sofre oxidacdo
subsequente por outra molécula de O2*", regenerando assim o complexo de origem e
H202 (BARIK et al., 2005).
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Figura 11 — Mecanismo de atividade de eliminacdo de anion radical
superéxido (0O2*), do complexo curcumina-cobre (Cu?*), em (A) complexo

com cobre, e em (B) fendlica.
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Fonte: Adaptado de Barik et al. (2005).

Em virtude do seu potencial efeito antioxidante, anti-inflamatorio e antitumoral,
diversos estudos, in vivo e in vitro, vém testando as propriedades biolégicas da

curcumina em varias condicdes clinicas/fisioldgicas, como pode ser visto no Quadrol.
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Quadro 1 - Efeitos da curcumina em situagdes clinicas, em diversos sistemas do organismo.

Dosagem Modelo
Sistema Doencas elou Referéncia Efeito
concentraca
0
Doenca de 50 (KAKKAR; INVIVO | Melhora os efeitos adversos do cloreto de aluminio (AICIs) envolvido
Alzheimer mg/kg KAUR, 2011) | (ratos) | qa etiologia do Alzheimer.
(PURKAYASTHA In vivo Bloqueia a formagao .de tur~nores cergbralg e e!lmlna~celulas fumorals
1.63 mg/kg et al., 2009) (ratos) e | pelo bloqueio da proliferacdo, sobrevivéncia e invasdo das células no
Tumor ’ in vitro | cérebro.
cerebral In vitro | Inibe o crescimento de tumor cerebral de linhagens derivadas de tumor
10 mg/mL (LIM et al., 2011) emt_mona[lo e de neurosfgra de gl~|oblastoma, pela modulq(;ao c~ia
proliferacdo celular pela interrupcdo nas fases G2/M e inducgéo
Sistema apoptotica.
Nervoso . ——— . po .
In vivo Diminui a inflamagéo cerebral e exerce efeito neuroprotetor em
50 mg/kg (LIU et al., 2013) | (ratos) doencas neurodegenerativas, por aliviar a hipoperfusdo e afetar a
Doencas homeostase do colesterol.
neuro-
degenerativas 50 e 100 In vivo Tem efeito neuroprotetor na lesdo cerebral induzida pela isquemia
ma/k (LIU et al., 2013) | (ratos) cerebral cronica, pela diminuicdo do nivel de (MDA) e aumento da
9’9 atividade da (SOD).
Traumatismo 15e 30 (SHARMA;, In vivo Regula moléculas envolvidas no equilibrio da crise de energia apos a
) KULKARNI; (ratos) = »
craniano mg/kg lesé@o cerebral traumatica.

CHOPRA, 2006)
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In vivo Melhora no desempenho neurocomportamental; inibicdo da
. (SHUKLA et al., SR - ~ .
Isquemia 100 mg/kg 2008) (ratos) peroxidacao lipidica; aumento na atividade da SOD e reducao na area
do enfarte.
. (HUANG etal., |'MVIVO | Efeito antidepressivo, possivelmente mediado pelo aumento da
Depresséo 20 mg/kg ~ ~ o
2011) (ratos) expressdo de BDNF (manutencao dos neurénios).
Encefalopatia 100 ma/k (ROSELLO etal., | In vivo Diminui os danos no hipocampo pelo estresse oxidativo nas amostras
(hepatica) 9’9 2008) (ratos) com encefalopatia hepética de baixo grau.
50 mg/2.5 (ALEXANDROW | In vivo . . . : ~
cancer de mlL/kg etal., 2012) (ratos) Reduz a capacidade proliferativa do adenocarcinoma de pulmé&o.
pulméo . . . - . = ? A =
Invitro | Suprime a migracao e invasao de células de cancer de pulmao, pela
Sistema 10 ou 20 uM | (LIN et al., 2009) | (cultura |inibicdo de MMP-2 e MMP-9, proteinases que atuam na invasao,
Respiratorio celular) | metastase e angiogénese de células cancerosas.
_ Doen(;,a_s 100 ou 200 (LUER et al, Invivo | Tem _efelto antlbact_erlano no tran resp_lratonNo superior, |n|E)|ndo 0
inflamatérias (ratos) | crescimento bacteriano, a adesdo, a invasdo e a ativacdo pro-
~ MM 2011) . - ) .
do pulméao inflamatoria das células epiteliais.
Cardiomiopatia In vivo
(ex: (FARHANGKHO | (ratos) Regula os niveis de eNOS e INOS, diminuindo o estresse oxidativo,
o . 150 mg/kg : S .
Sistema cardiomiopatia EE et al., 2006a) causado pela diabetes que causa cardiomiopatia.
Cardiovascu diabetica)
lar Hipertrofia e In vivo Previne a deterioracdo da funcéo sistdlica e os aumentos induzidos
R (MORIMOTO et R . .
insuficiéncia | 5 e/ou 10 uM ratos pela insuficiéncia cardiaca na espessura e no diametro da parede do

cardiaca

al., 2008)

miocardio.




46

i 50 In vivo
Fibrose tubular (LIU et al., 2013) Atenua a fibrose tabulo-intersticial.
I
‘ rena mg/kg ratos
Sistema
Urinario 5 i - . ~ - ~
. Le_sao 50 (YOUSEF et al., In vivo Util na inversao da toxicidade do paracetamol, pela restauracao das
oxidativa nos ratos o : .
) 2010) atividades de enzimas antioxidantes.
rins ma/kg
(NOORAFSHAN In vivo Melhora os parametros estruturais dos tubulos seminiferos e o numero
100 mg/kg etal, 2011) (ratos) de células de Leydig (produz testosterona) nos testiculos, alterados
h pelo metronidazol.
Danos , — . . - A
oxidativos (FAROMBI et al., | Invivo Recupera as lesdes induzidas por di-n-butilftalato em parametros
_ ! 200 mg/kg R L. BT .
induzidos por 2007) (ratos) bioquimicos, espermatologicos e estrutura histologica do testiculo.
. toxinas (ex.: N Vi - - TT— iabilidade
Sistema edicamentos | 750 € 1500 (MATHURIA: vivo | Melhora a copta}gem de espe_rmatozmdes, a |mob|I|;agao e V|ab|I|d~a :
Reprodutor _ K VERMA. 2008 (ratos) | e as caracteristicas morfologicas dos espermatozoides em protegéo a
L , aflatoxina, mg/kg : ) flatoxi
feminino e . aflatoxina.
? pesticidas)
masculino 80 (GIANNESS! et Invivo | Protege contra os danos causados nas células de Leydig nos
al., 2008) (ratos) | testiculos pela ingestdo crbénica de &lcool: preserva a estrutura
mg/kg K mitocondrial e o tamanho das células.
In vivo
Tumores do 10 (HONG et al (ratos) e | Reduz o volume do tumor, da atividade de metaloproteinases
sistema 2006) v invitro | (importantes na progressao tumoral) e dos nédulos metastaticos em
reprodutor mg/ml (cultura | cancer da préstata.

celular)
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10 - 50 (NGG; In vitro : : . : .
QIANGSONG: | (cultura Llnelb:éﬁgétrazzrgsg:%de células cancerosas e induz apoptose de células
UM CUIHUAN, 2004) | celular) '
1-50 In vitro
Inflamacéao - (NONN; DUONG; Diminui as alteracdes pro-inflamatérias induzidas por citocinas em
prostatica UM PEEHL, 2007) | (Cultura | cgjylas epiteliais prostaticas normais.
celular)
Doencas In vitro
inflamatorias 0-20 (LEV-ARI et al., Cultura Inibe a atividade da COX-2, enzima pro-inflamatoria, em células
Sistema (ex.: _ uM 2005) E:eﬁjlgr) sinoviais de osteoartrite.
musculo- osteoartrite)
esquelético Danos (AVCl et al Invivo | Protege contra a lesdo de isquemia do musculo esquelético pela
o 100 mg/kg " (ratos) reducdo de citocinas pro-inflamatérias, com maior atividade
Isquemicos 2012) antioxidante.
In vitro
Cancer de Induz a apoptose em carcinoma de células basais humanas; indicacéo
pele 50 uM (JEE etal,, 1998) | (Cultura | nq prevencio ou terapia do cancer de pele.
celular)
Doencas da [~ Ferimento da o (BHAGAVATHUL | Invivo | Provoca cicatrizacdo rapida e producdo de colageno na pele, em
P pele A et al., 2009) (ratos) lesGes superficiais por escoriacao.
~ A JAGETIA; In vivo
Les&o cutanea
100 mg/kg RAJANIKANT, | (ratos) Acelera a cicatrizagao da ferida por excisao profunda com irradiagéo.

oxidativa

2012)
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Diabetes

(MAHESH,; In vivo
10,30e 80 MANOHARAN; | (ratos) Diminui os niveis de glicose no sangue e normaliza os marcadores de
mg/kg BALASUBASHINI peroxidacao lipidica.
, 2004)
(SURYANARAYA In vivo Controlla o~ estresse OXId'atIVO, |n|b.|ndo 0 aumgnto de (TBARS). e a
0,5% (ratos) carbonilacdo de proteinas e inverte atividades de enzimas
NA et al., 2007) o
antioxidantes alteradas por (STZ).
15e 30 (SHARMA;_ In vivo Atenua significativamente a disfungéo renal e o estresse oxidativo em
mg/kg KULKARN; ratos ratos diabéticos induzidos por (STZ)
CHOPRA, 2006) '
50, 150, ou (NA et al., 2011) In vivo Me_lhora a reS|st_enC|a a insulina muscular, aumentando a oxidacao de
250 mg/kg (ratos) acido graxo e glicose.
In vivo
(ratos) e o : o ~
150 ma/k (FARHANGKHO in Vitro Reduz os niveis de (eNOS) e (INOS) em associacdo com a reducéo
9’9 EE et al., 2006) de dano oxidativo ao (DNA) e a proteinas.
(cultura
celular)
(CHUENGSAMA |Invivo | Aumenta o nivel sérico de adiponectina e a diminui o nivel de leptina;
250 . 1
RN et al., 2014) | (human | melhora dos perfis metabdlicos.
mg/capsula 0)

Legenda: BDNF: Fator neurotréfico derivado do cérebro; COX-2: Ciclooxigenase-2; DNA: Acido Desoxirribonucleico; eNOS: Oxido nitrico sintase endotelial;
iINOS: Oxido nitrico sintase induzida; Fase G2\m: duplicacdo do DNA e divis&o celular da mitose; MDA: malondialdeido; MMP-2: Metaloproteinase -2; MMP-9:
Metaloproteinase -9; STZ: Estreptozotocina; SOD: Superdxido dismutase; TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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3.8 Toxicidade em modelos animais

A absorc¢do oral de qualquer farmaco € de grande relevancia e um ponto critico
na eficicia terapéutica. Com relacdo a seguranca na suplementacdo, em todos os
ensaios clinicos publicados, 0 uso da curcumina parece ser extremamente seguro,
mesmo em doses de até 8 g/dia (JURENKA, 2009; PINTAO; SILVA, 2008). A dose
oral sem qualquer efeito adverso seria de até 12 g/dia, segundo diversas
investigagdes (LAO et al., 2006; PULIDO-MORAN et al., 2016).

Tanto a C. longa como a curcumina sdo bem toleradas e apresentam baixa
toxicidade em ratos (2,5 g de p6 de C. longa ou 300 mg do seu extrato etandlico por
kg peso corporal, durante 3 semanas) e em seres humanos (500 mg de curcumina
por dia, durante 7 dias) (NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI, 2013). Qiu et al.
(2016) investigaram, especialmente, o efeito de superdosagem de curcumina em ratos
(100 mg de curcumina por kg de peso corporal, 5 dias por semana, durante 90 dias)
e indicaram que essa superdosagem, a longo prazo, poderia iniciar um estado de
desequilibrio organico, com diminui¢cdo do peso corporal dos animais e inducao de
lesdo hepatica, através do estimulo ao estresse oxidativo, distarbios inflamatoérios e
metabdlicos. Contudo, mesmo em dosagens mais elevadas, a curcumina pode
desempenhar papéis antioxidante e anti-inflamatério pronunciados na prote¢éo contra
lesBes hepaticas, indicando, assim, que a administracdo habitual dos curcuminoides

€ seqgura.

Ja Qureshi e colaboradores (2017) verificaram a toxicidade em camundongos
albinos, tanto machos como fémeas, utilizando a mesma dosagem de 100 mg por kg
de peso corpdreo. Os autores ndo observaram diferenca na mortalidade dos animais
e nem alteracdo no peso corporeo, em comparacao ao grupo controle. No entanto,
eles observaram um aumento significativo nos pesos dos 6érgéos vitais, como coracéo
e pulmdes, e reducdo nos niveis de glébulos vermelhos e brancos. Aggarwal e
colaboradores (2008) ndo encontraram efeitos toxicos e qualquer sinal de anomalia,
guando submeteram ratos albinos Wistar a doses de 100, 500 e 1000 mg/ kg de peso
corporal de curcuminoides. Deshpande e colaboradores (2015), por sua vez,
administraram 5% de acafrao por Kg de racao para camundongos Swiss, por 90 dias,

e perceberam uma diminuig&o significativa de peso corporal e necrose local no figado.

Com excecdo da curcumina, o metabolismo dos outros curcumindides, em

termos de absorcao, utilizagcéo e excre¢do, é muito pouco explorado. Entretanto, pela
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similaridade estrutural entre eles, pode-se esperar semelhancas metabdlicas.
Ressalta-se, porém, que a farmacocinética da curcumina ainda precisa de
esclarecimentos adicionais, afim de que doses possam ser recomendadas com
segurancga (LIJU; JEENA; KUTTAN, 2013; NOORAFSHAN; ASHKANI-ESFAHANI,
2013; SOLEIMANI; SAHEBKAR; HOSSEINZADEH, 2018).

3.9 Doencas inflamatérias intestinais (DIl) e curcumina

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) sGo compostas, principalmente, pela
Doenca de Crohn (DC), que pode acometer qualquer parte do trato gastrointestinal,
desde a boca até o anus e a colite ulcerativa idiopatica (CUI), que se restringe ao
intestino grosso e/ou reto. Ambas se caracterizam pela ativagdo imune cronica e
reincidente no trato gastrointestinal (HALPIN; FORD, 2012). A etiologia da DC e da
CUI permanece desconhecida, contudo, fatores ambientais, infecciosos, imunologicos
e fisiolégicos, juntamente com a suscetibilidade genética, podem ser os principais

responsaveis pela génese das DIl (MEDHI et al., 2008).

A prevaléncia e incidéncia das DIl vém aumentando em todo o mundo, em
especial nos paises em desenvolvimento, como o Brasil. Mais de 1 milh&o de pessoas
nos Estados Unidos e 2,5 milhdes de pessoas na Europa sao acometidas pela DC ou
CUI, gerando um custo efetivo de US$6 bilhdes e €4,6-5,6 bilhdes por ano,
respectivamente (KAPLAN, 2015; MALIK, 2015). No Brasil, ainda ndo ha dados
epidemioldgicos sobre a prevaléncia e incidéncia gerais das DIl, apenas estudos
pontuais em alguns estados, como Mato Grosso (DE SOUZA et al., 2008), Séo Paulo
(VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009), Minas Gerais (FARIA; DE ABREU; DA
CUNHA, 2004), Pernambuco (SALVIANO; BURGOS; SANTOS, 2007) e Alagoas (DE
BARROS; DA SILVA; LINS NETO, 2014).

A maioria desses trabalhos, com excecéo de Alagoas, indica maior prevaléncia
de CUI em relacdo a DC, porém, com um aumento progressivo desta ultima, que
apresentando maior incidéncia. No entanto, esses dados ndo permitem ainda criar um
panorama das DIl no pais. A baixa notificacdo pode ser a responsavel pelo Brasil
ainda ser considerado uma area de baixa endemicidade para esse transtorno, visto
gue o registro em prontuario de casos de diarreias (principal sintoma das DIl), de
etiologia bacteriana ou parasitaria, € considerado elevado (DE SOUZA; BELASCO,;
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DE AGUILAR-NASCIMENTO, 2008). Outros dados epidemiolégicos sobre as DI,
observados tanto internacionalmente, quanto no Brasil, indicam a maior prevaléncia
entre as mulheres, brancos e moradores da zona urbana (VICTORIA; SASSAK;
NUNES, 2009).

A terapia convencional das DIl envolve o uso de sulfasalazina, corticoides,
agentes imunossupressores, como a azatriopina, além de terapia bioldgica,
representada pelo anticorpo anti-TNFa (fator de necrose tumoral alfa), usados para o
controle da resposta imune aberrante e da inflamacédo (RUTGEERTS et al., 2009). Por
outro lado, os efeitos adversos associados ao uso prolongado destes farmacos e a
elevada taxa de recaidas limita de forma importante seu uso, durante as diversas
fases da doenca (sintomatica e ndo sintomatica) (BARNES; ADCOCK, 2009). Além
disso, estes farmacos exibem acdes benéficas limitadas. A longo prazo, entre 25% e
33% dos pacientes com CUI necessitardo de alguma intervencao cirdrgica, caso a
terapia medicamentosa ndo apresente sucesso, ou em casos de complicacdes
clinicas, como Uulceras, fistulas, estenoses ou abcessos, sendo estes ultimos muito
comuns na DC (ZHU; LI; LINGLONG, 2012) . Estes farmacos, quando usados por um
longo periodo de tempo, podem induzir efeitos colaterais graves, e, juntamente com o
elevado custo da terapia medicamentosa/cirirgica, estimulam investigacbes para

terapias alternativas ndo farmacoldgicas (FOK et al., 2012).

Diante disso e do crescente interesse no estudo do estresse oxidativo, levando
a disruptura da sinalizacéo redox e ao controle/dano molecular, como fator etioldgico
importante nas DIl (FANG et al., 2013; MOURA et al., 2015), a comunidade cientifica
vem comprovando que o desequilibrio redox esta presente em ambas as fases da
doenca, ou seja, fase aguda (sintomatica) a colite toxica ou fulminante se apresenta
com diarreia subita e violenta, febre acima de 40°C, dor abdominal, sinais de peritonite
como por exemplo: descompressao brusca presente e profunda toxemia. Os sinais e
sintomas sistémicos, mais comuns na colite ulcerativa grave, incluem mal-estar geral,
febre, anemia, anorexia e perda de peso. Manifestacfes extraintestinais da DII, em
particular, complicacdes articulares e cutaneas sdo mais comuns quando ha sintomas
sistémicos, e fase de remissdo (assintomatica) quando a ulceragédo é confinada ao
retossigmoide, as fezes podem ser normais ou duras e secas, mas a eliminacéo retal
de muco com leucdcitos e eritrocitos pode vir junto ou nos intervalos das evacuacoes.

Nesse caso sintomas sistémicos estao ausentes ou sdo leves. Caso as ulceracoes se
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estendam proximalmente, as fezes tornam-se mais amolecidas e o0 paciente pode
apresentar mais de 10 evacuacgdes por dia, em geral com célicas intensas e tenesmo
significativo, de dia e de noite. As fezes podem ser aquosas e conter muco ou com
frequéncia consistirem inteiramente em sangue e pus. (ACHITEI et al., 2013).
Adicionalmente, diversos estudos tém sugerido que a administracdo de antioxidantes,
de diferentes tipos, que também apresentam acgdo anti-inflamatoria, pode ser benéfica
no tratamento das DIl, uma vez que a inflamacéo pode ser também pode ser causada
pelo EO, como gerador desse desequilibrio oxidativo, levando ao aumento do dano
tecidual (LANGMEAD; RAMPTON, 2005; NG et al., 2014; RAHIMI; SHAMS-
ARDEKANI; ABDOLLAHI, 2010).

Desta forma, estudos sobre os efeitos da curcumina, como anti-inflamatario,
antioxidante, antitumoral, entre outros, foram realizados no contexto das DIl em
modelos animais, em ensaios in vitro e em ensaios clinicos, de forma isolada ou
combinada com medicamentos de uso tradicional na doenga, como a mesalasina, com
resultados promissores e sem evidéncia de efeitos adversos. O Quadro 2 lista os
principais efeitos atribuidos a curcumina, que estdo relacionados as atividades anti-

inflamatoria, antioxidante e anticancerigena.
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Quadro 2 - Efeitos da curcumina em situagdes clinicas, relacionados aos sistemas digestorio e hepatobiliar.

Dosagem e/ Modelo
Doencas ou Referéncia Efeito
concentragao
Fibrose hepatica 50 mg/kg (LIU et al., 2016) In vivo (ratos) Inibe o desenvolvimento de cirrose hepatica induzida pela tioacetamida.
In vivo Suprime a ativacdo de células dendriticas envolvidas na patogénese da
(ZHAO et al., , . . . -
100 mg/kg doenca inflamatéria intestinal, e restaura o equilibrio imunolégico no
2016) (camundon-go) . .
tratamento da colite experimental.
Doenca
inflamatdria . (HOLT; KATZ; In vivo Diminui o indice de atividade da doenca de Crohn (IADC) e taxas de
: : 550 mg/dia . ~ o
intestinal (doenca KIRSHOFF, 2005) | (camundon-go) | sedimentacéo de eritrécitos.
de Crohn, colite i
ulcerativa) 100 malk (YANG et al., In vivo Reduz a excrecéo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-12) e a
gx9 2017) (ratos) producéo de espécies reativas de oxigénio.
5, 25,50 e 100 | (GUGULOTHU et | Invivo . .
Atenua o processo inflamatorio.
mg/kg al., 2014) (ratos)
In vivo Reduz significativamente a perda de peso corporal, recuperou o
10-100 pmoliL (GUAN et al., (ratos) _compnm,e.nto do colon, dlm!nu_lu _IADC SCore microscopico, C|tocma~s pro-
2017) inflamatorias reguladas, diminui o estresse oxidativo e a reducdo na

expressao do MyD88, (TLR4) e (NF-kappa B p65).

2%
M/V

(UNO et al., 2006)

In vivo (ratos) e
in vitro (cultura
celular)

Diminui a expressdo de RNAm e da proteina Phex, através de um
mecanismo transcricional, inibicdo da mineralizacdo dos osteoblastos.
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10 uM (BINION et al., In vitro (cultura | Inibi a expressao de VCAM-1 em HIMECSs, através do bloqueio de Akt, p38
H 2009) celular) MAPK e NF-kappa B.
In vitro (cultura | Observada atividade bioldgica significativamente prolongada. Estudos de
10 m (GUAN et al., celular) perfusdo unidirecional demonstraram maior coeficiente de permeabilidade
g 2017) efetiva e constante de taxa de absorcdo para as nanoemulsdes (10-100
pmol/L) para a biodisponibilizagdo da curcumina.
(BELOQUI et al In vivo (ratos) Maiores valores de permeabilidade das monocamadas de células Caco-2
30 mg/g v guando comparadas (NC> SNEDDS> suspensao NLC e CC), diminuicao
2016) AP . ~
TNF-a, diminuigdo da inflamacéo.
(KONDAMUDI et | In vivo (ratos) Atenua os niveis de MPO e nitritos, IL-6 e TNF-a, comportando-se iguais
100 mg/kg
al., 2015) ao controle.
In vivo (ratos) Diminuiu o aparecimento de diarreia e a ruptura da arquitetura do célon,
50 mg/ kg (UKIL etal., 2003) diminui MPO, MDA, serina protease, NO, O2* e citocinas.
100 ma/k (ARAFA et al., In vivo (ratos) Atenua todos os parametros bioquimicos, MPO, GSH, TNF-a, GST, NO e
9’9 2009) MDA.
(MIDURA-KIELA | In vitro (cultura , ) ) ) s
50 uM etal., 2012) celular) Inibe IFN-y, genes CII-TA, MHC-II e a ligacdo do Statl.
In vivo (ratos) Diminui o peso e escore histologicos, inibe a producgéo de IL-10 e IFN-y'e
100 ma/k (ZHAOQO et al., GM-CSF, IL-12, p70, IL-15, IL-23 e TGF-B, inibe a fosforilacdo de JAKZ,
9’9 2016) STAT3 e STATE, as trés proteinas desta via foram altamente expressas
(SOCS1, SOCS3 e PIAS3).
In vivo (ratos) Diminui os niveis de HDL, FAC e niveis plasmaticos de IL-13, TNF-a, MPO
: (GOPU et al., oo e . -
4 g/dia 2015) e niveis de peroxidacéo lipidica; aumenta prostaglandinas colonicas E-2 e

IL-10 e restaura alteracdes histopatolégicas.
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In vivo (ratos)

Curcumina, Cur-OH e Cur-Br suprimem a producdo de NO e diminuem a

100 mg/kg (YANG et al.2017) expressao de iINOS, COX-2 e NF-Kappa .

In vivo (ratos) Os niveis de IL-10, IFN-y'e TGF-B 1 apresentaram-se aumentados, diminui
o indice de atividade da doencga, o peso e o indice do coOlon e o escore
(ZHAOQO et al., PR ~ : :

100 mg/kg 2016) histolégico; recuperacdo do comprimento do peso e comprimento do
coélon; as células CD8 (+) CD11c (+) diminuem no baco e a expressao do
complexo de histocompatibilidade principal foi inibida.

10% (SAREEN; JAIN; | Invitro (cultura | pequcdo significativa na gravidade e extensdo do dano coldnico,
M/ DHAR, 2016) celular) confirmada por estudo histopatoldgico.
(SONG et al In vivo (ratos) e | Diminuicdo dos niveis de D-lactato, DAO, MPO, ICAM-1, IL-1B e TNF-q,

20 mg/kg v in vitro (cultura | aumento dos niveis de IL-10 e SOD,; ativacdo da MAP Quinase 1, inibicdo

2010)
celular) da fosfo-p38 e NF-kappa B.
1, 10, e 100 (BAEK et al., In vitro (cultura | Inibe a ativacdo de mastocitos humanos mediada por PAR2 e PAR4,
pmol/L 2003) celular) blogueio da (ERK).
in vivo Melhora significativamente no grupo NCB-02, em termos de resposta
(SINGLA et al., o S - ~
72% 2014) (humanos) clinica, remisséo clinica, melhora endoscopica, em comparacao ao grupo
placebo.
(CAMACHO- in vivo (ratos)
50-100 mg/kg | BARQUERO et al., Diminui significativamente MPO, TNF-a, NO2, COX-2 e NOS e p38 MAPK.
2007)
(EPSTEIN et al.,, |invivo Reduz a ativagdo da MAPK p38,IL-13 e aumenta IL-10.
20 uM
2010) (humanos)
0.2% (COONEY et al., |Invivo (ratos) Diminui moléculas reguladoras (ERK, FN1, TNFSF12 e complexo PI3K)

2016)

pos- intervencao.
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50 ou 100 (ALVES JUNIOR | In vivo (ratos) Aumenta a quantidade de mucinas acidas no fluxo intestinal no célon.
mg/kg et al., 2017)
0.25 (SAREEN; JAIN; | In vivo (ratos) Reduz o dano colbnico, confirmado por estudo histopatologico.
<2 g DHAR, 2016)
(MOUZAOQUIL, In vivo (ratos)
25 mg/ k RAHIM; Diminui MPO, NO, MDA e apoptose celular no colon e figado
9 g DJERDJOURI, N Pop gado.
2012)
(YU et al., 2015) | In vivo (ratos) Diminui o numero de escores fecal, aumenta os niveis de serotonina,
40 mg/kg BDNF e pCREB; entretanto, diminui estes niveis no colon. Melhora
endoscopicamente a inducao e a remissao.
. (SALOMON et al., | Invivo Reduz TNF-a, a proliferacao de células T, anti-CD-3 e IL-8.
3 g/dia
2013) (humanos)
3 o/dia (SALOMON et al., | Invivo Aumentos superiores ao placebo para inducdo e remissdo clinica e
g 2015) (humanos) endoscopica em CUI leve a moderada, sem efeitos adversos aparentes.
5 (HANAI et al., In vivo Resultados superiores para inducdo e remisséo clinica.
g 2006) (humanos)
(LANG; In vivo Na analise de intencdo de tratar, resposta clinica e remisséo; pacientes
5mM SALOMON; BEN- | (humanos) tratados com curcumina em comparagao ao grupo placebo obtiveram
HORIN, 2016) resultados superiores ao grupo placebo.
(TODEN et al., In vivo (ratos) Melhora no indice de atividade da doenca (IAD) dose-dependente,
5,250u50 2017) aumento nas citocinas, incluindo IL-10 e IL-11, FOXP3.

mg/kg
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(HOLT; KATZ; In vivo Inibe a formagéo de IL-2, TNF-a, NFkB. Suprime CD4 (+), Infiltrados de
550 mg KIRSHOFF, 2005)) | (humanos) celulas T e ativagdo de NHkB, bem como diminui a atividade de MAPX
p38.
100 ma/k (YILDIRIM et al., | Invivo Diminui o peso e tamanho do célon nos grupos tratados com Curcuma e
9’9 2016) (camundongo) | sulfalasina; diminui a MPO em todos os grupos tratados.
(BILLEREY- In vivo (ratos) Aumento da sobrevida e prevencao da perda de peso BALB/c, inibicdo da
2% LARMONIER et proliferacéo de esplendcitos e estimulo da ConA, a inibicdo de CD4(+) em
al., 2008) BALB/c e SJL/J, IL-4 e IL-5 apenas em BALBI/c.
50 ou 100 (LIU et al., 2013) | In vivo (ratos) Diminui o IAD, escore histolégico e aumenta a atividade de fosfo-STAT3.
mg/kg MPO, IL-1B, expressao de TNF-a foram reduzidos.
(YANG et al., In vitro Diminui expressao colbénica de TRPV1 e pTRPVL1.
100 mg/kg 2017)
(cultura celular)
(TOPCU- In vitro Diminui a atividade da MPO e MDA.
100 mg/kg | TARLADACALISIR " ul
et al., 2013) (cultura celular)
504 (RACHMAWATI et | In vivo (ratos) Aumenta indicadores cinéticos, como Tmax, Cmax e AUC 0- «,
0 al., 2017)
(ZENG et al., In vivo (ratos) Reduz IAD, IDMC, escore histoldgico, MPO, expressdes do mRNA do NF-
100 mg/kg 2013) kappa B, mRNA da IL-27, proteina TLR4, NF-kappa B, proteina p65 e
proteina IL-27 p28.
100 e 200 (LUBBAD; In vivo (ratos) Diminui a expressao tecidual de NFkB, MDA, MPO e reduz os escores
mglkg ORIOWO; KHAN, histolégicos.

2009)
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5 o/dia (HANAI et al., In vivo Diminui a reincidéncia, IAC e IE.
g 2006) (humanos)
50 ou 200 (KADRI et al., In vivo (ratos) Reduz a inflamac&o da mucosa e o conteudo de MPO.
mg/kg 2017)
201 (MOTAWI; RIZK; | In vivo (ratos) Diminui os niveis de TNF-a, NO, MPO, hidroxiprolina, MMP-1, MMP-3,
0 SHEHATA, 2012) TIMP-1 e ferroxidase, tanto no soro com no tecido.
(OHNO et al., In vivo (ratos) e | Atenua a perda de peso, IAD, escore histologico, NF-Kappa-B, RNAm.
0.2% 2017) in vitro (cultura Aumenta a quantidade de bactérias butirato e o butirato fecal, células T
CD4 (+), Foxp3 (+), CD103 (+) e CD8 alfa (-).
celular)
0,5,2,00u (SUGIMOTO et al., | In vivo Melhora nos sinais histolégicos e histopatoldgicos do célon, diminui os
5,0% 2002) (camundongo) niveis de celulas T CD4 (+) NFKappa- e RNAm.
(MANUEL In vivo (ratos) Reduz o grau de leséo colbnica, o indice de infiltracdo de neutrofilos e a
50-100 mg/kg | SANCHEZ-CALVO secrecéo de citocinas Th1l; reduz na ativacdo de MAPKSs p38, JNK, nitritos
et al., 2009) superexpressao de COX-2 e iNOS; aumenta a producéao de IL-10.
(LARMONIER et | Invivo Atenua a expressao de LPS, PM
l., 2011
al, 2011) (ratos) e N, IL-2B, IL-8.
100 pg/g
In vitro
(cultura celular)
15, 30, e 60 (LI et al., 2015) In vivo (ratos) Diminui os niveis de TNF-a e MPO, MAPK p38, RNAmM.
mg/kg
500 m (SUSKIND et al., | Invivo Melhora no IAD.
g 2013) (humanos)
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(YOUSEF et al.,

In vivo (ratos)

Restaura as atividades das enzimas antioxidantes; protecdo da histologia

50 mg/kg 2010) do figado e normalizacdo das func¢Bes do figado por toxicidade do
paracetamol.
15 mg/kg E)YIEOMUISIEEEAEI: In vivo (ratos) Protege as alteracfes bioquimicas no figado induzidas por arsenito de
LesBes hepaticas RADWAN, 200é) sodio.
40 uM (MEI%/?AII\\'/IE'R; In vivo (ratos) Reduz o estresse oxidativo dependente do ferro e a toxicidade do ferro em
H KOWDLEY ’2008) células epiteliais de figado, sem bloquear a captacao de ferro.
Inflamac&o no 1M (LOGANES et al., | Invitro (cultura Reduz os niveis de [L-7.
epitélio intestinal 2017) cellular)
200 mg/kg (UNG et al., 2015) | In vivo (ratos) Aumenta a sobrevida, diminui a relacdo peso / comprimento do célon,

Cancer de célon

melhora a histologia col6nica.

Legenda: AUC 0- «: Area sobre a curva de 0 ao infinito; ClI-TA: Cromatina transativator classe Il € MHC-II: Complexo principal de histocompatibilidade I1;
Cmax : concentracdo maxima; ConA: Concanavalina A; COX-2: Ciclooxigenase-2; FN1: Fibronectina 1; Foxp3 (+):Familia de proteinas FOX 3; IAD: Indice

de atividade da doenca; IFT-y 1:

Interferom gamma 1; IL: interleucina;

iINOS: Oxido nitrico sintases induzida; JAK2: Janus quinase 2; LPS:

Lipopolissacarideo; PMN: Polimorfonucleares; MAPK p38: Proteinas quinases ativadas por mitégeno 38; MMP: Metaloproteina; MPO: Mieloperoxidase;
MyD88: fator de diferenciacao mieloide 88; NF-kappa B p65: Fator nuclear kappa B p65 Proteinas: NFKappa-3: Fator nuclear kappa B; NO: oxido nitrico;
PAR: Receptores Ativados por Proteases; Phex: Gene regulador de fosfato com homologias para endopeptidases no cromossomo X; PRL-3: fosfatase de
regenerac&o hepatica; RNAm: Acido ribonucleico mensageiro; SOCS: Supressores da sinalizag&o de citocinas; STAT3: transdugo e ativacio da transcrigdo
3; TGF-B 1: Fator de crescimento transformador beta 1; TLR4: Receptor toll-like 4; Tmax: temperatura maxima; TNFSF12: Superfamilia do fator de necrose
tumoral membro 12, (ligante); TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TNF-a: Fator de necrose tumoral; TRPV1: Potencial do receptor transitdrio vaniléide 1.




60

Como se pode observar no quadro 2, varios trabalhos foram encontrados com
DIl associada ao uso dos curcumindides. Trabalhos como o de Sareen e
colaboradores 2016, que investigou o tratamento da CUI, através do uso de
microesferas de quitosana com curcumina, tanto em animais como em meio de
cultura, mostram, histopatologicamente, uma reducédo na gravidade e extensdo do
dano, em comparacéao a oferta de curcumina ndo encapsulada. Ja em trabalhos como
o de Ulkil e colaboradores 2003, que investigou os efeitos protetores da curcumina na
DIl, os autores observaram, histopatologicamente, uma diminuicdo na ruptura da
arquitetura col6nica, em doses que variam entre 50 a 300 mg kg por dia, durante 10
dias, em doses mais elevadas, houve reducdo na infiltracdo de neutréfilos e
diminuicdo da peroxidacao lipidica, bem como da atividade da serina protease e dos
niveis de NO e O2*, associados a expressdo favoravel de citocinas Thl, Th2 e

diminuicdo do NF-Kappa B na mucosa colonica.

Camacho-Barquero e colaboradores 2007, com o uso de uma dosagem de 50
e 100 mg kg? por dia, administrada oralmente por gavagem, durante 14 dias,
perceberam uma atenuacéo do dano causando pela CUI e diminui¢cdo da atividade da
MPO e TNF-a, reducéo nos niveis de nitritos no célon, inducao da regulacdo negativa
da expressdo de COX-2, INOS e diminuicdo na ativacdo de p38 MAPK. Outros
estudos demonstraram que o uso de 15 a 60 mg kg diarios (LI et al., 2015) ou de 100
mg kg* (ARAFA et al., 2009), durante um periodo mais curto, de apenas 7 dias,
diminuiu os niveis de TNF-a, MPO e a expressao de p-38 MAPK. Esse marcador,

quando inibido, reduz a sinalizagéo para a liberacdo de TNF-a e mRNA.

Em trabalhos relacionados com a progressao do cancer colorretal (MCFADDEN
et al.,, 2016), que trabalhou com ratos administrados com uma dietas a base de
curcumina aumentou consideravelmente a sobrevida e diminuiu a relagao
peso/comprimento do cdolon, sendo que em 0,5% eliminou totalmente a carga tumoral.
Outros achados associam Curcuma a ginkgo biloba, no tratamento de ratos. Essa
associacdo diminuiu consideravelmente os niveis de MPO, metaloproteinases da
matriz, NO, hidroxiprolina e TNF-a (MOTAWI; RIZK; SHEHATA, 2012). Outros
achados demonstram que a terapéutica com curcuma, em pacientes portadores de
DIl, causa efeito positivo, mesmo associacdo com o tratamento medicamentoso

convencional, como no uso da curcumina associada a 5-ASA, nesses casos 0S
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pacientes obtiveram respostas clinica e endoscopica superiores ao grupo placebo,
guando utilizavam 3 g por dia. J4 quando associada ou ndo a mesalasina, houve uma
diminuicdo da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias. Nesse estudo, a combinagéo
de mesalamina com curcumina produziu resultados semelhantes aos observados com

curcumina administrada sozinha (LANG et al., 2015).

Um ensaio clinico randomizado, conduzido no Japédo, confirmou que a suplementacao
oral de 2 g/d de curcumina associada a terapéutica farmacoldgica foi mais efetiva na
reducao da colite ulcerativa do que o uso dos farmacos associados ao placebo (HANAI
et al., 2006). Mais recentemente, em 2016, outro grupo japonés, também em um
estudo randomizado, avaliou a acdo de 3 g/d de curcumina (cdpsula) por 1 més e
observou melhoras nos achados endoscépicos. Contudo, € importante frisar as
diversas limitacdes descritas pelos autores como, por exemplo, a dificuldade em
estabelecer uma dose efetiva, devido ao reduzido niumero de estudos com esse

polifenol e DIl (LANG et al., 2015).

Uma recente revisao publicada por Sreedhar e colaboradores, 2016, sobre o
potencial terapéutico da curcumina nas DII, confirma a intrinseca correlacao existente
entre a disfuncdo na barreira epitelial do intestino, estresse oxidativo e apoptose
(mediados pelos mediadores JNK — cJun N-terminal quinase e proteina p53 mutante),
e inflamacao (mediada pelo fator nuclear kappa B - NF-kB). Os autores trazem ainda
uma discussao acerca do papel da curcumina, através de diversas vias celulares, que
incluem inibicdo do NF-kB, regulagdo imunolégica, inibicdo de enzimas envolvidas
com a geracdo de EROs e ERNSs e inibicdo da peroxidagdo lipidica (Figura 12).
Estudos demostram que a curcumina pode inibir até 82% da peroxidacgao lipidica (PL).
Este dado demonstra o papel fundamental na supressao da inflamacéo e inibicdo de
PL importantes no controle da evolucdo de doencas cardiacas e cancer (PAWAR et
al., 2011; SHOME et al., 2016; SIVIERO et al., 2015). Estas publica¢gbes reforcam o
potencial terapéutico da curcumina para o tratamento das DII.
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Figura 12 — Alvos moleculares modulados pela curcumina.

QUINASES \ (
IFAK, | AAPK, | EGFRK, | PTK, | CITOCINAS INFLAMATORIAS
MAPK, | PKA, | PKB, | PhK, | LI, L IL-2, | 1L, | IL-6, [IL-8, |

Ca®PK, | ERK, | PAK, | JAK, | IL- IL-12, | IL-18, | MCP, | MIP, | TNF-a
1Rak, | PpBOC-TK ) \ )

FATORES DE TRANSCRICAO |
OUTROS | NFKB, | AP-1, | Notch-1, | STAT-1,

| UPa, | Bel-XL, | Bcl-2, | Hsp-70, | :
: ‘ STAT-3, | CREBBP, | EGR-1,
ICAM-1, | Cycin D1, | ELAM-1, | CURCUMINA A fﬁ_catenin iHIF_L l

_ 1AP-1, | MDRP, 1 DEF-40, 1953 | —  INf21PPARY, 1 ERE

RECEPTORES o o
|IR, | Fas R, | ER-a, | EPCR, | [ ENZIMAS FATORES DE CRESCIMENTO
H2R, | EGFR, | HER-2, | IL-8R, | | ATPase, | FPT, | COX-2, | GST, | | FGF, | HGF, | EGF, | PDGF, |
CXC4R, | AHR, | LDLR, | ITR, AR, t Telomerase , | 5-LOX, | GCL, | TGF-B1, | VEGF
DR-4, 1 DR-5 ) GICL, | MMP, | ODC, | iNOS, |
’ NQO-1, | Src-2, | TMMP-3, |
Desaturase

Legenda: PhK: Fosforilase quinase; Ca2+PK: fosfoquinase
Ca?~ERK: Quinases reguladas pelo sinal extracelular; PAK: Serina / treonina-proteina quinase; JAK:
Janus quinases; IL-1Rak: Gene da quinase associado ao receptor da interleucina-1; Pp60C-TK:
tirosina quinase Pp60C; FAK: Quinase de adesdo focal; AAPK: Grupo quinase Atipico; EGFR-K:
receptor de fator de crescimento epidérmico; PTK: proteina-tirosina-quinases; MAPK: Proteino-
quinases ativadas por mitdgeno; PKA: proteina quinase A; PKB: proteina quinase B;IL-1:interleucinas-
1; IL-2: interleucinas-2; IL-5: interleucinas-5; IL-6: interleucinas-6; IL-8: interleucinas-8; IL-12:
interleucinas-12; IL-18: interleucinas-18; TNF-a: fator de transcrigao tumoral-a; MIP: media do IP de
todos os sitios de todos os dentes; MCP: Proteina Quimioatraente de Mondécitos; NFkB: fator de
transcri¢c@o nuclear kappa b; AP-1: Proteina ativadora 1; Notch-1: Proteina homologa neurocirirgica
do locus 1; STAT-1: Transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1; STAT-3: Transdutor de sinal e
ativador de transcricdo 3; CREBBP: C- proteina de ligacdo ao estimulador b ; EGR-1: fator de
crescimento da epiderme-1; WT-1: Produto de gene supressor de tumor 1; B-catenin: Catenina- [3;
HIF-1: Fator Induzivel por Hipoxial;Nrf2:fator de transcricdo nuclear; PARY: Receptor nuclear
peroxissomo ativado por proliferador GAMMA; FGF: fator de Crescimento Derivado de Plaquetas;
HGF: fator de crescimento de hepatécito; EGF: fator de Crescimento Fibroblastico; PDGF: fator de
Crescimento Derivado de Plaquetas; TGFB1: Fator de transformacdo do crescimento beta; VEGF:
fator de crescimento endotelial vascular; ATPase: adenosinatrifosfatases; FPT: ferroportina; COX2:
Ciclo-oxigenase-2; GST:glutationa transferase; Telomerase: dicionar sequéncias especificas e
repetitivas de DNA; 5LOX: 5-lipoxigenase; GCL: Ligasa glutamato-cisteina; MMP: Metaloproteinase
matriz;, ODC: Ornitina decarboxilase; INOS: oOxido nitrico sintase induzivel; NQO1: quinona
oxidoredutase 1; Src-2: dominios homologos 2;Desaturase: remove dois &tomos de hidrogénio de um
acido graxo; IR: receptor de insulina; ERa: Receptor de estrogénio alfa; EPCR: Complexo endotelial
receptor proteina C; EGFR: Expressédo do receptor do fator de crescimento epitelial; HER2: Fator de
crescimento epidérmico humano Receptor-tipo 2; IL8R:receptor de interleucina 8; CXC4R: Receptor
de quimiocina C-X-C tipo 4; AHR: Receptor de hidrocarbonetos arilicos; LDLR: O receptor de
lipoproteina de baixa densidade; ITR,AR:;DR-4: Receptor de morte 4;DR-5: Receptor de morte 5;Upa:
Ativador do plasminogénio tipo uroquinase; Bcl-XL: Linfoma de células B extra grande; Bcl-2: Linfoma
de células B 2; Hsp-70: proteinas de choque térmico de 70 quilo Dalton; ICAM-1: Molécula de Adesao
Intercelular 1; Cycin D1: proteina que em humanos é codificada pelo gene; p53: proteina
citoplasmatica, de massa molecular 53 kDa.

Fonte: Adaptado de Shome et al, (2016).
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3.10 Justificativa

Um fator fundamental na escolha de Curcuma longa para uso como extrato
natural preventivo e terapéutico, em modelos animais de CUI quimicamente induzidos,
sua disponibilidade em termos de cultivo, inclusive no Brasil, sua seguranga como
medicamento e a inesgotavel busca por novas a¢des e pelo conhecimento de seus
mecanismos moleculares de a¢do (Quadros 1 e 2, Figura 12) (UNG et al., 2015). O
grupo de pesquisa do laboratério de eletroquimica e estresse oxidativo (LEEO) que
possui experiéncia nas 3 primeiras fases da Figura 13, em relacdo a curcumina
(CAMATARI et al., 2018), ja se tem estabelecidos, os modelos animais de colite
ulcerativa leve, moderada e grave (MOURA et al., 2016) e trabalha suplementacao
anti-oxidante (MOURA et al., 2016) (fase 4 da figura 13). A sequéncia natural seria a
utilizacdo da curcumina nos modelos animais ja estabelecidos (Fase 4), como
preparacao para a fase mais importante, a fase 5: ensaios clinicos (Figura 13). Nesse
contexto reside a importancia do presente trabalho. Além disto, existem muitas
indefinicdes na literatura, especialmente relacionadas as acdes extraintestinais da
curcuma. E fundamental conhecer sua atividade em 6rg&os importantes como o eixo

intestino-cérebro ou intestino-figado-cérebro, por exemplo.

Figura 13 — Evolucéo do processo metodolégico.

EXTRATOS IN
TOXIDADE EM NATURA
CELULAS NORMAIS EXTRATOS,
OU ALTERADAS COMPOSTOS
ISOLADOS

METODOS METODOS
QuimIcos Quimicos MODELO
(ESPECIES NAO (ESPECIES ANIMAL
BIOLOGICAS) BIOLOGICAS)

Fonte: De Araujo, O. R. P.

INDIVIDUOS NORMAIS E
EM PACIENTES
ACOMETIDOS COM
DOENCAS LIGADAS AO
DESBALANCO REDOX
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
4.1.1Reagentes

Os reagentes: albumina bovina sérica (PTn), epinefrina, tartarato duplo de
sodio e potassio tetra-hidratado (KNaCsH4Oe. 4 H20), acido 5,5-bisditionitro-2-
nitrobenzéico (DTNB), 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), catalase, reagente de
Folin-Ciocalteu e 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Brasil Ltda; Acido cloridrico (HCI); &cido tiobarbittrico (TBA), J.T. Baker; fosfato de
sédio monobéasico (NaH2PO4), fosfato de sodio dibasico (NazHPOa4), hidréxido de
sédio (NaOH), etanol (C2HsOH) da Vetec Quimica Fina LTDA; acido tricloroacético
25% (TCA) e ureia ((NH2)2CO), Dindmica Quimica Contemporanea LTDA ; peréxido
de hidrogénio (H202) da Synth; sédio dodecil sulfato (SDS), SSD (MW 36,000-40,000
Da) foi adquirido da MP Biomedicals®. LiChrolut®, RP-18 P foi obtido da Merck S.A.,
Rio de Janeiro, RJ. Brasil, os comprimidos do cocktail de inibidor de protease foram
provenientes da Roche Diagnéstica Brasil Ltda. O tampao RIPA (10X) foi obtido da
Cell Signaling Technology. O p6 de C. longa ( acafrao-da-terra) foi adquirido em marco
de 2015, da Cooperativa dos Produtores de Acafrdo de Mara Rosa e o extrato
farmacéutico (ExtFarC) foi obtido em abril de 2015, da FAGRON DO BRASIL; dieta
controle elaborada pela Rhoster (sdo paulo, Brasil), de acordo com a dieta padréo

para roedores proposta pelo American institute of nutrition, versdo AIN-93M.
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4.1.2 Equipamentos

Agitador magnético AP 55, Phoenix, biofreezer VIP Serie Sanyo,
espectrofotometro UV/vis Thermo Scientific, microscépio o6ptico (Nikon 600N)
acoplado a uma méaquina digital Nikon 4500, UO126, Promega Corporation (Madison,
WI, USA); GO6983 and SB203580, Merck Biosciences (Darmstadt, Germany), H89,
Biomol, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a deteccao UV-Vis
(Shimatzu, Serial no. L201550).

4.1.3 Preparagao dos extratos do pé de Curcuma longa

Esta parte do trabalho foi feita em conjunto com a Dra. Fabiana Camatari e
consta de sua tese de doutorado (CAMATARI, 2016).

Os extratos do po de C. longa, de cor amarela, foram preparados por meio da
técnica de extracdo em aparelho do tipo Soxhlet, como descrito por De Oliveira et al.
(2009), com modificacdes. Varios pacotes de 100 g foram abertos, misturados
mecanicamente e, dessa mistura, foram retiradas as respectivas massas.
Inicialmente, foram realizadas extracOes-teste para definir o melhor tempo de
extracdo, sendo comparadas extracdes por 6 horas e por tempo adequado até a
amostra tornar-se limpida. A extracao foi feita utilizando solvente apolar (hexano) e
solvente polar (metanol), em sequéncia. Foram pesados 20 g de p6 de C. longa,
colocados em um cartucho poroso apropriado de celulose na camara do extrator de
Soxhlet. Em seguida, foram medidos 150mL de hexano e colocados em um baldo de
fundo redondo, que foi acoplado ao extrator. A extragao foi seguida por 6h, a 68 °C.
O material extraido foi colocado em um rota-evaporador (Buchi equipamentos) a 68°C,
para eliminacdo do solvente, e o extrato foi entdo transferido para um vidro ambar e

armazenado sob refrigeracéo, dando origem ao extrato hexanico de C. longa (CH6).

Este mesmo procedimento foi repetido, utilizando o mesmo cartucho utilizado
para a extragdo com hexano, fazendo-se uso do metanol a 64,7°C por 6 h, dando
origem ao extrato metandlico de C. longa (CHM®6), apds adequada destilacdo do
solvente. Em procedimento semelhante, utilizando outra amostra de C. longa, foi
realizada extracdo, por tempo necessario até que a amostra torna-se limpida no
cartucho poroso, utilizando hexano, inicialmente por 6 h e, em seguida, metanol no

mesmo cartucho, dando origem ao extrato CHML no final do procedimento. O
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procedimento de extracao foi repetido realizando-se a extracdo apenas com metanol,
seguindo o mesmo procedimento, em temperatura de ebulicdo do metanol (64,7°C),
por 6 h e até que a amostra se tornasse limpida, dando origem aos extratos
metandlicos de C. longa, CM e CML.

Em seguida, apés definicdo do tempo de extracdo, as extracdes definitivas
foram feitas utilizando solvente apolar (hexano) e solventes polares: metanol e etanol.
O procedimento de extracdo foi realizado da mesma forma como anteriormente
descrito, utilizando-se 6 h de extracdo. Foram pesados 20 g de p6 de C. longa,
colocados em um cartucho poroso apropriado de celulose, na camara do extrator de
Soxhlet. Em seguida, foram medidos 150 mL de hexano e colocados em um balédo de
fundo redondo, que foi acoplado ao extrator. A extracao foi seguida por 6 h, a 68 °C.
O material extraido foi colocado em um rota-evaporador (Buchi) a 68 °C, para
eliminagdo do solvente; o extrato foi entdo transferido para um vidro ambar e
armazenado sob refrigeracéo, levando ao extrato hexanico de C. longa (CH). Esse
procedimento foi repetido, utilizando o mesmo cartucho utilizado para a extracdo com
hexano, fazendo-se uso do metanol a 64,7 °C por 6 h, dando origem ao extrato
metandlico de C. longa (CHM). Da mesma forma obteve-se o extrato metandlico (CM),
seguindo-se 0 mesmo procedimento, utilizando-se outra amostra com a mesma
guantidade e mesmo volume de solvente, porém, sem utilizar a etapa hexanica. O
extrato etandlico foi obtido da mesma forma, utilizando-se apenas etanol, em refluxo,
no processo de extracao, na temperatura de ebulicdo do etanol, a 78,4°C (CE). Os
extratos obtidos, juntamente com o extrato farmacéutico (ExtFarC) (CAMATARI et al.,
2016).

4.2 Métodos

4.2.1 — Fase experimental in vivo — Animais Saudaveis (Fase G1) e animais induzidos

a colite ulcerativa moderada (Fase G2).

Nas figuras 14 encontra-se representado o fluxograma da fase G1, 15
camundongos machos Swiss, com 8 semanas de nascidos, provenientes do Biotério
Central da UFAL, foram agrupados em gaiolas de polietileno (n=5), devidamente
randomizados de acordo com o peso corporal, com as seguintes denominacdes:

grupo controle (C), grupo p6 de acafréo (P0) e grupo extrato farmacéutico de acafréo
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(Ext). Os animais permaneceram no Biotério Setorial da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Alagoas (24 + 1 °C; ciclo claro/escuro de 12 h), por 30 dias
(estudo agudo) (Figura 15). Os animais do grupo controle foram submetidos a dieta
comercial AIN 93 (C), e os demais grupos receberam, dieta enriquecida com p6 de
acafréo (1 g/kg de peso da racdo) ou com extrato de acafrdo que contem 4X mais
curcuminoides em relacdo ao p6é de acafrao (250 mg/kg peso da racéo),

confeccionadas a partir da dieta controle, segundo o grupo de tratamento.

As dietas foram processadas pela RHOSTER® numa peletizadora a
temperatura média de 70-80°C e, em seguida, os peletes foram secos em estufa
ventilada por 2 h, a temperatura média de 65 °C. A composicao das dietas pode ser

visualizada no quadro 3.

Figura 14 — Fluxograma da fase experimental in vivo — Animais saudéaveis

(Fase G1).
G1
N=15

8 semanas
DIETA CONTROLE DIETA CONTROE
RHOSTER ACRESCIDA DE

AIN-93M C.Longa
Ext
250 mg/Kg
30 DIAS DE
SUPLEMENTAGAO
DANO OXIDATIVO:

ATIVIDADE REDOX:
H,0, — } I SOD

MDA CAT
INFLAMAGAO:
MPO

Legenda: CAT: catalase; C: controle; Ext: controle enriqguecido com Curcuma em extrato
farmacéutico; HO,: peroxido de hidrogénio; MDA: malondialdeido; SOD: superéxido
dismutase e P4: controle enriguecido com curcuma em po.

Fonte: DE ARAUJO, O. R.
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Nas figuras 16 encontra-se representado o fluxograma da fase G2, 18
camundongos machos Swiss, com 8 semanas de nascidos, provenientes do Biotério
Central da UFAL, foram agrupados em gaiolas de polietileno (n=6), devidamente
randomizados de acordo com o peso corporal, com as seguintes denominagodes:
grupo controle (C), grupo controle moderado (CM) e grupo extrato moderado (Ext_M).
Os animais permaneceram no Biotério Setorial da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Alagoas (24 + 1 °C; ciclo claro/escuro de 12 h), por 37 dias
(estudo agudo) (Figura 16). Os animais dos grupos controle e controle moderado
foram submetidos a dieta comercial AIN-93M (C) (RHOSTER ®) e os animais do grupo
Ext M receberam dieta enriquecida com extrato de acafrdo (250 mg/kg peso da

racao), confeccionada a partir da dieta controle.

As dietas foram processadas pela RHOSTER® numa peletizadora a
temperatura média de 70-80°C e, em seguida, os peletes foram secos em estufa
ventilada por 2 h, a temperatura média de 65 °C. A composicdo das dietas pode ser

visualizada no quadro 3.
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Figura 15 — Fluxograma da fase experimental in vivo — Animais com colite

ulcerativa moderada induzida por sulfato de so6dio dextrana (SSD a 3% - p/v)

(Fase G2). (/Q .
N

=18
8 semanas

30 DIAS DE _
SUPLEMENTACAO

DIETA CONTROLE DIETA CONTROLE
RHOSTERe ACRECIDA DE
C.LONGA

7 DIAS DE INDUGAO DA COLITE A 3% SSD

37 DIAS DE
EXPERIMENTO

DANO OXIDATIVO: AWDASDgDREDOX:
uzng pa— CAT
GSH
GSSG
GSH/GSSG

Legenda: C= controle; CM= controle moderado; Ext M= extrato de curcuma farmacéutico
moderado; SOD = superdxido dismutase; H.O, = perdxido de hidrogénio; CAT = catalase;
MDA = malondialdeido; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada; GSH/GSSG
= razdo entre a forma reduzida e a oxidada; MPO = mieloperoxidase; IL = interleucina; INF =
interferon gama e TNF = fator de necrose tumoral.

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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Quadro 3 — Composicao das dietas experimenteis baseadas na dieta AIN-

93M1L.

DIETA
DIETA
COMERCIAL
~ DIETA COMERCIAL
COMPOSICAO COM EXTRATO .
COMERCIAL R COM PO DE
FARMACEUTICO
CURCUMA
DE CURCUMA
Total de energia 0,003 kcall/kg 0,003 kcall/kg 0,003 kcall/kg
Proteina 25,14 kcal% 25,14 kcal% 25,14 kcal%
Carboidratos 61,93 kcal% 61,93 kcal% 61,93 kcal%
Lipidios 12,93 kcal% 12,93 kcal% 12,93 kcal%
Umidade (max) 10,29% 10,29% 10,29%
Proteina Bruta (min) 21,25% 21,25% 21,25%
Extrato Etéreo (min) 6,57% 6,57% 6,57%
Matéria Mineral (min) 8,35% 8,35% 8,35%
Célcio (max) 1,23% 1,23% 1,23%
Fésforo (min) 1,01% 1,01% 1,01%
Sadio 20 29 29
Lisina 0,829 0,82 ¢ 0,829
Metionina 0,39 0,39 0,39
Cistina 0,29 ¢ 0,29 ¢ 0,29 g
Extrato farmacéutico de - 250mg/kg -
curcuma (9/kQ),
contendo curcumina
P6 de curcuma (g/kg), - - 1g/kg
contento oS
curcuminoides

Fonte: 'Elaborada por RHOSTER®, sdo Paulo, Brasil.

4.2.2 Estimativa da ingestao alimentar

A ingestdo alimentar foi avaliada semanalmente durante todo o periodo
experimental. O calculo do consumo alimentar foi baseado na diferenca de peso entre
a racdo ofertada em gramas e a sobra desta em gramas; essa estimativa é feita sobre
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a média de consumo global do grupo com (n = 5) fase G1 ou (n = 6) fase G2, menos

0 seu rejeito global.

4.2.3 Glicemia de jejum

Apoés jejum noturno de 12 horas, os camundongos tiveram sua glicemia de
jejum aferida por meio da coleta de sangue via veia caudal, utilizando-se um
glicosimetro portatil, de acordo com as especificacbes do fabricante. Essa
mensuracao foi realizada no 1° e ultimo dia (31°) fase G1, e (37°) fase G2 do

experimento antes da eutanasia.

4.2.4 Eutanasia e coleta dos 6rgaos

Ao final dos periodos experimentais, fases G1 e G2, apds jejum noturno de 12
horas, os camundongos foram anestesiados (40mg/kg de tiopental), via
intraperitoneal, no quadrante inferior direito, e submetidos a coleta de sangue por
puncao cardiaca (eutanasia). Apés a realizacao da perfusdo ventricular com solugéo
de heparina a 2%, foram retirados o intestino grosso,lavado com soro fisiologico para
a retirada de possiveis resquicios de feses, o figado, o coracao e o cérebro, que foram
imersos em solucéo salina a 0,9 % e, posteriormente, pesados em balanca analitica,
para obtencéo e registro do peso absoluto/peso relativo. Em seguida, foram cortados
em pedacos e pesados com massa especifica, 25, 50 e 100 mg, e transferidos para
microtubos previamente etiquetados, para serem armazenados em freezer a -80 °C.
A porgéo final do intestino grosso foi separada e imediatamente armazenada em
solucéo de bouin (solugdo tampéao contendo 10% de formol), onde permaneceram por
24hs, quando foram tranferidas para recipientes contendo alcool 70%, para posterior

processamento histologico.

As carcacas foram colocadas em sacos plasticos escuros adequados, lacrados
e encaminhados para o descarte, o qual é realizado por equipe responsavel pela
coleta de lixo de material biol6gico e quimico na UFAL. Os materiais perfuro cortantes
foram armazenados em recipientes apropriados e levados para descarte no Hospital
Universitario Professor Alberto Antunes (HUPAA).

4.2.5 Preparacao dos extratos teciduais
Na preparacdo dos homogeneizados do intestino, figado, coracdo e cérebro
foram utilizados tampé&o RIPA (do inglés Radioimmunoprecipitation assay buffer) (pH

7,4) (em uma proporcao de 1:9, ou seja, o volume do solvente nove vezes a massa
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do tecido) e o cocktail de inibidor de protease (um comprimido para 50 mL de tampéao
RIPA), visando inibir a acdo de proteases intracelulares e preservar a integridade das
proteinas e outros componentes celulares. Os extratos de intestino, por sua vez, foram
obtidos, utilizando-se nitrogénio liquido, tendo como objetivo a desintegracdo do
tecido para facilitar a maceracao. Apés macerado, o po resultante foi transferido para
microtubos e o volume correspondente ao peso do 6rgao foi adicionado, isto significa
que o volume em mL sera 9X de acordo com o peso do 6rgdo em mg, sendo essa
solucéo posteriormente homogeneizada com o auxilio do vortex. Em seguida, todos
os extratos teciduais foram centrifugados a 12.000 rpm, durante 20 min, a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e por fim, aliquotado e armazenado a -80°C, para posteriores

analises bioquimicas.

4.3 Anédlise histoldgica

O segmento tecidual do intestino, fase G2, destinado as analises histologicas
foi submetido a uma sequéncia pré derminada de banhos com alcoois em
concentracdes diversas (70%, 80%, 90% e 100%), xilol e parafina. Em seguida, as
pecas histolégicas foram cortadas (5um) com auxilio de micrétomo e fixadas em

laminas de histologia.

As laminas foram entdo coradas com hematoxilina e eosina (HE), para
avaliacdo de alteragcbes na microarquitetura dos oOrgdos. Os cortes

foram fotografados em microscépio 6ptico.

4.4 Andlises bioquimicas

4.4.1 Dosagem de proteinas teciduais para as duas fases G1 e G2

Baseia-se no método proposto por Bradford et al. (1976). Para preparacéo das
amostras, realizaram-se diluicdes, com o objetivo de normalizar o conteudo proteico
de cada tecido, de 1:10 para o intestino e o cérebro, e de 1:20 para o coracéo e figado,
utilizando o tampao fosfato (PBS) (50 mM, pH 7,4). Em seguida, a solugéo preparada
foi agitada com o auxilio de vortex para homogeneizar. A partir disso, 20 uL da
amostra/padrdes da curva (BSA) (1 a 5 mg dL?) foram pipetados, em duplicata, nos
pocos da microplaca (visivel), seguida da adicdo de 200 puL de reagente de Bradford,
aguardando 5 min (protegido da luz). Apds esse tempo, a leitura foi feita em
espectrofotometro a 595 nm (BRADFORD et al., 1976).
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4.4.2 Determinacdo dos marcadores de capacidade antioxidante fases G1 e G2
4.4.3 - Superoxido dismutase (SOD)

Inicialmente, os extratos de intestino, coracdo, cérebro e figado foram diluidos,
para normalizar o contetdo enzimético, (1:20, 1:10, 1:10 e 1:80, respectivamente) com
tampéo PBS 50mM, pH 7,4. A atividade foi mensurada utilizando o Kit SOD Assay —
WST, de acordo com informac¢@es do fabricante. O método € baseado na inibicdo em
50% da reducédo do WST-1 formazan pela SOD, o qual é formado a partir da reacéo
entre 0 WST-1 e o Oz (Figura 18), detectada em 450nm. A atividade da SOD foi

expressa como percentual (%) de taxa de inibicdo mg proteina.

Figura 16 — Reacao entre o anion radical superéxido e o WST-1, formando o
WST-1 formazan.

+ +

Na | Na |
+ 803

- Na /©/ Na' SO; H/©/
20, + N-N o N<p + 20,
O4HS 7o, “0,S /
N= N;N

NO, NO,

WST-1 WST-1FORMAZAN

Fonte: De Araujo, O. R. P.

4.4.4 - Catalase (CAT), fases Gl e G2

A determinacdo da atividade da CAT foi realizada de acordo com o método
descrito previamente por Aebi 1984. A taxa de reducéo na absorvancia, a 240 nm, foi
utilizada como indice de decomposi¢céo do H202 pela CAT. Uma unidade de CAT foi
considerada como a quantidade de enzima necessaria para decompor 1 umol/min de
H202, a 37 °C. Primeiro, foram pipetados 7,5 yL dos homogenatos intestinal, cardiaco,
cerebral e hepatico (diluicdo de 1:30 para o coracgao e figado, com tampao PBS 20
mM, pH 7,0), em duplicata, seguido da adicdo de 187,5 pyL de tampao PBS (pH 7,0);
os demais tecidos n&do sofrem diluicdo. Posteriormente, a leitura foi realizada em
espectrofotdmetro a cada 15 s, durante 5 min, a um comprimento de onda de 240 nm,
sendo o resultado considerado o branco. Em seguida, 5 pyL de H202 (1 mol L) foram
adicionados, com a leitura sendo novamente realizada a cada 15 s, durante 5 min.

Todas os resultados foram expressos em U de CAT mg.
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Céalculo para a concentracao de catalase:

2,361 x 0,67 x (ABSi — ABSf)
ABSi x mg de proteina

Catalase U/mg proteina =

ABS i = Absorvancia inicial;

ABS f = Absorvancia final;

0,67 = fator de correcdo do método da cubeta em relacéo a placa, caminho oOptico;
mg de proteina = quantidade de proteina (em mg) pipetada no poco.

4.4.5 - Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada
(GSSG), fases G1 e G2

O conteudo de GSH total e GSSG foi avaliado a partir da técnica descrita
por Tripple e Rogers (2012), como modificacBes. Inicialmente, a
proteina total foi precipitada apds centrifugacdo do homogenato tecidual (1.400
rpm por 10 min a 20 ° C) com acido metafosforico 5% (g/v) na proporcédo de 1:1.

Na sequéncia, a GSH total e a GSSG foram medidas. Para obter GSH, o
sobrenadante do homogeneizado sem proteinas foi diluido (1:20 intestino e cérebro;
1: 200 figado e coracdo) em tampao de ensaio (PBS 0,1 M + EDTA 5 mM, pH 7,4).
Em seguida, 30 uL (c6lon) ou 150 puL (figado) foram transferidos para a microplaca de
leitura. Para o c6lon, completou-se o volume final (150 uL) com tampéo de ensaio. A
reagdo foi entdo iniciada adicionando-se 50 uL da mistura de reacgéo 1 (5,5'- dithiobis-
(acido 2-nitrobenzoico) — DTNB — 10 mM; e GR - 4.2 U.mL-1) e 50 uL da mistura de
reagado 2 (NADPH 1% g/v).

Para medida da GSSG, 50 uL do homogenato tecidual desproteinizado foi
diluido em tampé&o de ensaio (1:50) contendo 5 uL de N-etiimaleimida (NEM) e
centrifugado a 12.000 rpm por 20 min (20°C). Essa solugéo foi entdo incubada
por 50 min para completa complexacdo da NEM com a GSH. Para excluir esse
complexo (NEM-GSH), evitando assim a inativacao da glutationa redutase (GR) a ser
adicionada na reacdo, utilizou-se uma coluna de filtracdo. Em seguida,
200 pL desse eluente foi transferido para microplaca de leitura sendo entdo

adicionados 50 pL da mistura de reacdo 1 e 50 uL da mistura de reacéo 2.
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Em ambas as analises, a absorvancia foi medida em espectrofotdmetro,
comprimento de onda de 412 nm, em uma cinética de 3 min com leituras a cada
30 seg. As concentracdes foram entdo obtidas apds comparagdo dos resultados
obtidos apods realizagdo de curva de calibragdo padrdo com concentracdes
conhecidas de GSSG. Os resultados foram expressos em nM.mg Ptn-t. Para célculo

da GSH, utilizou-se a seguinte equacao:
GSH= GSH total — 2x GSSG

4.4.6 Avaliacdo da producao de espécies pré-oxidantes para as fases G1 e G2
4.4.6.1 - Perdxido de Hidrogénio (H202)

A concentracdo foi determinada por meio da adaptacdo do método
colorimétrico de Pick; Keisari, 1980. O principio da técnica consiste na oxidacdo do
vermelho de fenol pelo H202, mediada pela peroxidase de rabanete (Figura 19). A
concentragdo de H202foi expressa em nmol mg de proteina, de acordo com a curva
de calibragcdo previamente estabelecida. Inicialmente, os homogenatos do intestino,
coracao, cérebro e figado foram adicionados em microtubos contendo tampéo de

ensaio (tampao fosfato, dextrose e NaCl (1:25) (pH 7,0).

Em seguida, foram adicionados 5uL de vermelho de fenol (0,028 M) e 4,25 pL
de peroxidase de rabanete (PR) (1 KU/mL). Os microtubos com a solucédo foram entéo
incubados a 37°C, durante 30 min. Apds esse periodo, 200 yL das amostras foram
transferidas, em duplicata, para uma microplaca de leitura (visivel), contendo 25 uL
de hidroxido de sédio (1 M). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro, no
comprimento de onda de 610 nm. A concentragao de H20:2 foi expressa em nmol mg
de proteina, de acordo com a curva de calibracédo previamente estabelecida (Figura
19).

Figura 17 — Reacao entre o H202 e o vermelho de fenol.

Vermelho de Fenol Vermelho de Fenol oxidado

Legenda: PR: peroxidase de rabanete

Fonte: DE ARAUJO, O. R.



76

4.5 Determinacgao da atividade inflamatoria para as fases G1 e G2

4.5.1 Determinacédo dos niveis do fator de necrose tumoral alfa, interferon gama e
interleucina 6 e 10

A producgdo de citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes de amostras de
intestino, figado, coracdo e cérebro foi quantificada por Milliplex MAP Painel de
citocinas/ quimiocinas para camundongos (Merck Millipore®), seguindo as instrucées

do fabricante. Os resultados foram expressos em pg mg de Ptn.

4.5.2 - Mieloperoxidase (MPO)
A mensuracao, Figura 20, da atividade da MPO foi realizada por meio da

adaptacdo do método proposto por Bradley et al, (1982).

Resumidamente, 25 mg dos tecidos intestinal, renal e cerebral foram
homogeneizados, utilizando tampéo de ensaio (tampéo de fosfato de potassio - 50
mM, 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio e EDTA - 5 mM- pH 6,0). Em
seguida, as solu¢des foram centrifugadas a 4.000 rpm, por 15 min, a 4 °C. Ap0s essa
etapa, o sobrenadante foi retirado e centriftugado novamente a 12.000 rpm, por 15
min, a 4 °C. Posteriormente, 50 yL do sobrenadante foram transferidos em duplicata
para uma microplaca e adicionados 50 pL de solucdo de orto-dianisidina (0,68
mg/mL). A microplaca foi incubada a 37 °C por 15 min e, em seguida, foram
adicionados 50 pL de solugéo de H202 (0,3%). Uma nova incubacéo foi realizada (37
°C) e ap6s 10 min, a leitura foi feita em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda
de 460 nm. Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade de H202 (em umol)
decomposta por minuto. Os resultados foram expressos em U de MPO mg de proteina
1 (BRADLEY; CHRISTENSEN, 2018).

Figura 18 — Reacao entre o per6xido de hidrogénio e a orto-dianisidina.

H;CO H,CO HCO
2 Hzoz + HZN O O NHZ - HZN O O = O O NHZ h Hzo
OCHs OCH, OCH,
ORTO-DIANISIDINA DIANISIDINA OXIDADA

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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4.6 Determinacao de marcador de dano oxidativo para as fases G1 e G2

4.6.1- Malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA foram mensurados por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), acoplada a deteccédo por UV a 270 nm. Os parametros para o
sistema de HPLC usados foram os seguintes: coluna 5C18 (150 mm x 4,6 mm)
acoplado com pré-coluna (45 mm x 4,6 mm), fase moével composta por acetonitrila
HPLC/UV e tampéo Trizma (pH 7,4) (1:9).

A técnica é baseada no método adaptado por Vickie, Changchit e Chow (1990).
As amostras foram previamente preparadas, com 25 mg dos tecidos intestinal,
cardiaco, cerebral e hepatico homogeneizados com 400 pyL de tampao Trizma-Base
(pH 7,4), 40 pL de solucédo antioxidante de butil-hidroxitolueno (BHT) e 440 uL de
acetonitrila. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 3.500 rpm, por 10 min, a 4
°C e 0 sobrenadante foi filtrado por meio de um filtro com membrana durapore de 0,22
pm de poro. O volume de 20 uL do filtrado foi injetado no HPLC e a leitura realizada a
270 nm. A duracéo total da leitura é de 6 min, onde o tempo de retencdo do MDA é
em torno de 2'51”. Os valores de MDA foram avaliados a partir da curva padrao,
utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), que € um composto precursor de MDA,
e expressos em nM MDA.mg de tecido™, sendo posteriormente corrigidos para o peso
em miligrama (mg) do tecido analisado, obedecendo o fator de correcédo, de acordo

com a seguinte equagao:

MDA encontrado x 1000

MDA tecidual =
ectaua Peso do tecido (mg)

4.7 Analise estatistica

Para verificar a distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Variaveis parameétricas foram avaliadas usando a analise unidirecional emparelhada
de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey/teste de Bonferroni para as
comparacdes entre os grupos. Utilizou-se ainda o teste t para analise entre 2 grupos.
O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar as variaveis ndo-parameétricas e o
pos teste de Mann Whitney. Os resultados foram apresentados como média * erro
padrao (SEM) para aqueles com distribuicdo normal, e como mediana e intervalo

interquartil para os ndo-paramétricos. O valor p <0,05 foi considerado estatisticamente
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significativo. Foi utilizado GraphPad®Prism versao 5.0 para Windows (San Diego, CA,
EUA).

4.8 Submisséao do projeto

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UFAL, vinculado
ao Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude (ANS/MS/Brasil), tendo sido
aprovado sob o numero do processo 45/2016, Anexo 1, baseado em normas
internacionais (Declaracao 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 dados serdo discutidos em trés etapas: analise quimica do extrato
farmacéutico e do pé de Curcuma longa; 12 fase experimental (G1) (Figura 14),
guando os testes de desequilibrio redox foram realizados em animais saudaveis; e 22
fase experimental (G2), quando houve a indugao da colite ulcerativa moderada e a

utilizacao do extrato farmacéutico da Curcuma longa, administrado por via oral (dieta).

5.1 Etapa 1: Identificacdo e quantificacdo dos curcumindides por CLAE-UV dos
extratos de Curcuma longa, esta parte do trabalho foi feita em conjunto com a Dra.
Fabiana Camatari e consta de sua tese de doutorado (CAMATARI, 2016).

A andlise do perfil quimico foi necesséaria para relacionar as atividades aos
compostos presentes nos extratos. Os extratos de Curcuma longa metanolico (CM),
extrato de Curcuma longa fracdo Hexanica e metanolica (CHM), extrato de Curcuma
longa etandlico (CE) e extrato farmacéutico de Curcuma longa (ExtFarC), todos
obtidos ap6s 6 h de refluxo e por tempo suficiente até a amostra se tornar limpida,
foram analisados via espectrofotometria e observou-se a formacgéo de um pico com
banda larga e intensa, que apresentou comprimento de onda em torno de 425 nm,
caracteristica dos curcumindides (CAMATARI et al., 2016). Esta caracteristica &
atribuida as transic6es que ocorrem entre orbitais de fronteira, elétrons (17) ligantes e
antiligantes (%), m — ", de acordo com a literatura (VAN NONG et al., 2016),

semelhante ao espectro no UV-Vis da curcumina, também apresentado na Figura 21.

O espectro do extrato da fracdo hexanica/metanolica (CHM) apresentou banda
com menor intensidade nesse comprimento de onda. O extrato da fracdo etandlica
(CE) apresentou maior absorvancia em 425 nm, em relagdo aos extratos fracao
hexanica/metandlica e fracdo metandlica (CM), sugerindo uma maior concentracao
dos constituintes, indicando que a extracdo dos curcuminoides com etanol é mais
eficiente. O extrato farmacéutico (ExtFarC) apresentou absorvancia similar a fracéo
etandlica, mesmo possuindo concentracéo inferior aos demais extratos analisados,
indicando uma maior concentracdo de curcumindides neste extrato, em relacdo aos
outros extratos estudados (CAMATARI et al., 2016).
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Figura 19 — Espectros de absorcao no UV-Vis dos extratos de Curcumalonga

e da curcumina.
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Fonte: Camatari et al, 2016.

Nas Figuras 22 sdo apresentados os cromatogramas obtidos a partir de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos padrdes, referentes aos extratos
derivados do p6 de C. longa Figura 23 a 27. Os picos mostrados nos cromatogramas
foram identificados por meio de comparacdo com padrbes auténticos mostrados na
Figura 18. Os extratos analisados foram identificados trés curcumindides: a
bisdesmetoxicurcumina, que apareceu com tempo de retencdo de 19 min, a
desmetoxicurcumina, em 22 min, e a curcumina, em 26 min Figura 22. Em relacao a
composicdo em curcumindides, observa-se que os extratos CM, CHM e CE
apresentaram os trés curcumindides Figuras 23, 24 e 26 respectivamente; o extrato
CH continha somente desmetoxicurcumina e curcumina Figura 25, enquanto o

ExtFarC apresentou apenas curcumina na sua composicao Figura 27.
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Figura 20 - Cromatograma dos curcumindides padrbes: (A)

bisdesmetoxicurcumina, (B) desmetoxicurcumina e (C) curcumina, em 425

nm.
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Figura 21 — Cromatograma do extrato fracdo metandlica de Curcuma longa

(CM). Picos correspondem a: 1, bisdesmetoxicurcumina; 2,

desmetoxicurcumina; 3, curcumina, em 425 nm.
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Figura 22 - Cromatograma do extrato fracdo hexénica/metandlica de

Curcuma
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Figura 23 — Cromatograma do extrato fracdo hexanica de Curcuma longa (CH).

Picos correspondente a: 2 desmetoxicurcumina; 3 curcumina, em 425 nm.
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Figura 24 — Cromatograma do extrato fracdo etandlica de Curcuma longa (CE).
Picos correspondem a :1 bisdesmetoxicurcumina; 2 desmetoxicurcumina; 3

curcumina, em 425 nm.
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Figura 25 — Cromatograma CLAE-UV do extrato farmacéutico de Curcuma

Longa (ExtFarC). Pico corresponde: 3 curcumina, em 425 nm.
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O Quadro 4 lista a quantidade destes compostos nos extratos. Nos extratos
CM, CHM e CE, a curcumina esta presente em maior quantidade (247,43 - 265,20
mg/g de extrato), seguido pela bisdesmetoxicurcumina (100,80 - 109,71 mg/g) e, em
menores quantidades, a desmetoxicurcumina (66,11 mg/g de extrato). O extrato CH
apresentou as menores quantidades de desmetoxicurcumina e curcumina, em 3,40 e
47,35 mg/g de extrato, respectivamente. A partir destes resultados, pode-se confirmar
gue metanol e etanol sdo mais eficientes na extracdo dos trés curcuminoides que o
hexano. O extrato farmacéutico mostrou em sua composiCao a presenca majoritaria
de curcumina, 654,47 mg/g de extrato, apresentando, assim, maior conteudo de
curcumina (total de curcuminoides presentes) que os extratos CE, CM, CHM e CH,

obtidos do pé da C. longa.
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Quadro 4 — Quantificacdo dos extratos de C. longa por CLAE, com deteccéao
a425nm.

Equacéo CM CHM CH CE ExtFarC
da (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (Mg/g)
COMPOSTO regressao
linear
pela area
y =
68755[c] —
82526
R2 0,9999

BISDESMETOXICURCUMINA 102,48 | 109,71 ND 100,80 ND

y:
80287[c] —
75831
R2 0,9997

y:
54110[c] —
85570
R2 0,9998

DESMETOXICURCUMINA 66,11 | 68,72 3,40 69,10 ND

CURCUMINA 249,12 | 247,43 | 47,35 | 265,20 | 654,47

TOTAL DE CURCUMINOIDES 417,71 | 425,86 | 50,75 | 435,10 | 654,47

Legenda: [c] concentracdo do curcuminoides em mg/g de extrato. ND N&o detectado.

5.2 Avaliacdo da biometria e dosagem glicémica

Com relacédo a avaliacdo de ganho de peso corporal realizada na fase 1 (Figura
26) percebe-se que ndo houve diferencas nos pesos intergrupos (Figura 28A), e
intragrupos (Figura 28B), nem no ganho de peso (Figura 28C) ou ingestao alimentar
(Figura 28D), comparativamente ao inicio e ao final do tratamento, indicando que n&o
houve influéncia da curcuma (extrato farmacéutico e pd) sobre a evolucado ponderal

dos animais.
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Figura 26 — Peso corporal (A e B), ganho de peso (C) e ingestdao semanal de

racdo (D) dos animais saudaveis (n=5), fase G1 de acordo com grupo e o periodo

de tratamento.
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Legenda: C — grupo controle; Ext — grupo tratado com extrato farmacéutico de curcuma; e Po

— grupo tratado com p6 de curcuma.

Fonte: De Araujo, O. R. P.

Nessa fase também foi avaliada a influéncia da curcuma (pé e extrato) sobre a

glicemia dos animais.

Percebe-se que ndo houve diferencas nas glicemias

intergrupos, no 1° e 30° dia tratamento (Figura 29A). Por outro lado, ao realizar a

comparacao intra grupos (1° vs 30° dia experimental), verifica-se que o grupo Po

apresentou uma elevacéao significativa em sua glicemia (Figura 29B), indicando um

potencial hiperglicEmico do tratamento.
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Figura 27— Glicemia de jejum dos animais saudaveis (n= 5), fase G1 de

acordo com grupo e o periodo de tratamento.
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Legenda: C — grupo controle; Ext — grupo tratado com extrato farmacéutico de curcuma; e Pé
— grupo tratado com p6 de curcuma. * p<0,05 segundo teste t

Fonte: De Araujo, O. R. P.

Diferentemente desses achados, alguns estudos indicam um efeito
hipoglicemiante da curcumina em grupos isolados, observado especialmente em
modelos animais induzidos ao diabetes (WONGEAKIN et al., 2009). Esses dados
sugerem que esta reducdo dos niveis de glicose promovida pela curcumina pode
ocorrer apenas quando a glicemia se encontra acima dos valores metabolicamente
normais. Contudo, é importante salientar, que no grupo P4 foi utilizada a forma em pé
da curcuma, que apresenta outros componentes que podem estar influenciando
negativamente nesse controle, uma vez que ndo houve mudanca na ingestdo ou

ganho de peso em nenhum dos grupos.

A Tabela 1 traz a avaliacdo dos pesos absolutos e relativos dos 6rgaos,
segundo o grupo de tratamento. Percebe-se que ndo houve alteracdes nesses
parametros.
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Tabela 1- Pesos absoluto e relativo do cdélon, figado, coracao, cérebro e baco

dos animais saudaveis, fase G1 segundo o grupo estudado (média = EP) (G1).

GRUPO CONTROLE  GRUPO EXTRATO GRUPO PO
(n=5) (n=5) (n=5)
COLON (g) 0,354 + 0,046 0,340 + 0,012 0,371 + 0,023
RAZAO 0,009 + 0,0007 0,009 + 0,0004 0,010+ 0,0004
COLON/PESO
CORPORAL
FIGADO (g) 1,482+ 0,135 1,316 + 0,073 1,424 + 0,064
RAZAO 0,039 + 0,001 0,037 + 0,001 0,040 + 0,001
FIGADO/PESO
CORPORAL
CORACAO (g) 0,200 + 0,010 0,212 + 0,013 0,186 + 0,016
RAZAO 0,005 + 0,0003 0,006 + 0,0002 0,005 + 0,0004
CORACAO/PESO
CORPORAL
CEREBRO (g) ' 0,292 + 0,008 0,289 + 0,012 0,298 + 0,024
RAZAO 0,008 + 0,0008 0,008 + 0,0003 0,008 + 0,0007
CEREBRO/PESO
CORPORAL
BACO (g) 0,454 + 0,083 0,576 + 0,030 0,604 + 0,042
RAZAO 0,012 + 0,002 0,016 + 0,0008 0,016 + 0,001
BACO/PESO
CORPORAL

Legenda: C — grupo controle; Ext — grupo tratado com extrato farmacéutico de curcuma; e P6

— grupo tratado com p6 de curcuma fase G1.

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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O perfil oxidativo dos animais, na fase G1 em diferentes tecidos foi obtido a

partir da analise de alguns marcadores de dano oxidativo — MDA e H202 — e de defesa

antioxidante enziméatica — SOD e CAT.

Optou-se por esses marcadores, pois todos sdo encontrados nos tecidos
analisados e representam de forma geral o equilibrio/desequilibrio redox, sendo
utilizados na grande maioria das pesquisas que investigam estresse nitroxidativo em

diversas condi¢des clinicas e patologicas. Além disso, apresentam metodologias
padronizadas no presente grupo de pesquisa.

A defesa antioxidante foi analisada através da mensuracdo dos niveis das
enzimas SOD e catalase. Como mencionado anteriormente, a SOD é responsavel
pela conversao de O2*em H20z2; nesse contexto, situacdes fisioldégicas ou patologicas

gue elevam a formacao de O2* aumentam os requerimentos desta enzima.
Os dados referentes a andlise redox colénica podem ser observados na Figura
30.

Figura 28 — Marcadores redox coldnicos, segundo o grupo de tratamento:

controle (C); extrato farmacéutico de curcuma (Ext); e p6 de curcuma (P6),

fase G1, (n=15).
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Legenda: SOD (A): superéxido dismutase; H.O: (B): perdxido de hidrogénio; CAT (C):
catalase e MDA (D): malondialdeido; fase G1.

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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De acordo com os biomarcadores analisados, ndo se observa alteragdo no
perfil redox intestinal, indicando que, nos animais saudaveis, a ingestao de extrato
farmacéutico ou pdé de curcuma ndo apresentou efeitos protetores ou adversos, no
equilibrio redox do érgao (Figura 30). A curcuma longa ou curcumina vem sendo
amplamente utilizada no restabelecimento da saude intestinal em diversos modelos
animais de colite ulcerativa induzida, polipose, cancer, dentre outros (SINGH; KHAR,
2006; UKIL et al.,, 2003). Seus efeitos benéficos, especialmente sobre o perfil
inflamatdrio é amplamente observado nesses estudos. Com tudo, diferentemente do
adotado nesta pesquisa, ndo € comum na literatura cientifica a avaliacdo desta
substancia em animais saudaveis, impossibilitando, dessa forma, a comparacéo dos

resultados.

Além do intestino, também foram analisados os marcadores do desequilibrio
redox hepético (Figura 31). Assim como no intestino, ndo foram observadas mudancas

nos biomarcadores no tecido hepatico.

Figura 29 — Marcadores redox hepaticos segundo o grupo de tratamento:
controle (C); extrato farmacéutico de curcuma (Ext); e p6 de curcuma (P90);

fase G, (n=05).
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Legenda: SOD (A): superéxido dismutase; H.O. (B): peréxido de hidrogénio; CAT (C):
catalase; e MDA (D): malondialdeido; fase G1.

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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O efeito protetor da curcuma no dano hepatico causado por isquemia-
reperfuséo, toxicidade de diversas etiologias, etc., tem sido amplamente confirmado
na literatura (BAVARSAD et al.,, 2018; UCHIO et al., 2017). Dentre suas ag¢bes
benéficas destacam-se a inibicdo do estresse oxidativo e inflamacgédo, regulacdo do
reticulo endoplasmaético e a protecéo enzimatica (LEE et al., 2017; JOSHI et al., 2017;
UCHIO et al., 2017). Por outro lado, como discutido para o tecido intestinal, ndo ha
disponibilidade de pesquisas que avaliem o efeito da curcuma/curcumina em figados

de animais saudaveis. Mostrando, mais uma vez, o pioneirismo deste estudo.
O desequilibrio redox também foi investigado no tecido cardiaco (Figura 32).

Figura 30 — Marcadores redox cardiacos, segundo o grupo de tratamento:

controle (C); extrato farmacéutico de curcuma (Ext); e p6 de curcuma (P0);

fase G1, (n=15).
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Legenda: SOD (A): superoxido dismutase; H».O, (B): peroxido de hidrogénio; CAT (C):
catalase e MDA (D): malondialdeido; fase G1.

* p<0,05 segundo o teste de tukey
Fonte: De Araujo, O. R. P.

Como pode ser observado as Figuras A, C e D ndo apresentaram diferencas
significativas, j& na Figura 32B, o grupo Ext apresentou uma melhor resposta
antioxidante, quando comparado ao grupo P06, sugerindo um efeito cardioprotetor do
extrato farmacéutico de Curcuma longa. O resultado cardioprotetor da curcumina,
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devido ao efeito supressor do estresse oxidativo e a melhora da funcao ventricular, ja
foi observado anteriormente em individuos com insuficiéncia cardiaca (Li et al., 2011).
Zang et al. (2013) também observaram, tanto em modelos in vivo como in vitro, que
apos o estresse induzido por palmitato juntamente com o consumo de uma dieta
hiperlipidica, o tratamento com curcumina atenuou significativamente a hipertrofia

cardiaca, apoptose e fibrose associada a lesao.

Ainda no estudo de Boonla et al. (2014), a curcumina atenuou 0 aumento da
presséao arterial sistolica e a disfuncao endotelial, além de melhorar o remodelamento
vascular, em um modelo experimental de hipertenséo renovascular (BOONLA et al.,
2014). Estes efeitos benéficos foram observados gracas a melhoria do estado
hemodindmico, minimizacdo de alteracdo estrutural vascular (diminuicdo na
deposicao de colageno e elastina), reducdo na expressao da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e dos niveis da matriz metaloproteinase-2 e 9 (MMPs 2 e 9), além

da reducdo de biomarcadores de estresse oxidativo (MDA e proteinas carboniladas).

O tecido cerebral também apresentou alteracdes no seu perfil redox, como
pode ser visto na Figura 33. Segundo esses achados, a suplementacdo com extrato
farmacéutico de curcuma apresentou efeito protetor sobre a peroxidacao lipidica,
avaliada neste estudo através nos niveis de MDA (Figura 33D). No entanto, por nédo
alterar atividade das enzimas CAT e SOD, ou os niveis de H202, infere-se que o efeito
antioxidante desse tratamento pode ter ocorrido através do aumento da atividade da
GPx ou dos niveis de GSH, ou ainda por sequestro de ERONS, uma vez que todas
essas acdes podem resultar no efeito protetor as macromoléculas (KADRI et al., 2018;
YULIANI; MUSTOFA; PARTADIREDJA, 2018).
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Figura 31 — Marcadores redox cerebral, segundo o grupo de tratamento:

controle (C); extrato farmacéutico de curcuma (Ext); e p6 de curcuma (P9),

fase G1, (n=15).
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Legenda: SOD (A): superéxido dismutase; H2O- (B): peréxido de hidrogénio; CAT (C):

catalase e MDA (D): malondialdeido; fase G1.

** n<0,01 segundo o teste de tukey

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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6 CONCLUSAO DA FASE G1

e A formulagéo rica em curcumindides que apresentou melhor acdo sobre o
equilibrio redox sisttmico em animais saudaveis foi a forma de Extrato
farmacéutico de curcuma (ExtFarC), uma vez que reduziu a formagédo de MDA
cerebral e da espécie H202 cardiaco, enquanto a formulacdo p6 apresentou

uma elevacao no estado glicémico destes animais.

e Nao foram observados efeitos adversos redox em nenhuma das preparagdes
estudadas.

e A partir desses resultados, a forma (ExtFarC) foi escolhida para dar
continuidade ao trabalho (fase G2 — animais com colite ulcerativa moderada,

induzida por sulfato de sodio dextrana — DSS).
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7 RESULTADOS FASE G2
7.1 Andlise histolégica coldnica.

Compreende-se, através da analise da Figura 34, que o SSD a 3% (p/v)
conseguiu induzir a colite moderada uma vez que promoveu mudancgas histolégicas
caracteristicas da CUI, tais como: destruicdo das criptas de Lieberkihn (setas verdes
pontilhadas) e das células de Paneth (setas pretas pontilhadas), bem como
estreitamento e separacdo da lamina prépria (setas amarelas pontilhadas). Apesar do
tratamento com o extrato farmacéutico de curcuma nao ter evitado essas alteracoes
(Figura 34C), percebe-se que nos grupos tratados as lesdes/alteracbes estao
presentes juntamente com areas inalteradas, indicando a protecdo parcial do
tratamento. Esses achados corroboram com os encontrados no trabalho de Ung et al.
(2015), que identificaram uma melhora histolégica na arquitetura do colén de animais
tratados com Curcuma longa emulsificada em carboximetil-celulose. Do mesmo modo,
Beloqui et al. (2016), utilizando nano emulsédo de Curcuma longa, encontraram uma
reducdo do edema submucoso, alteracdo das estruturas da mucosa e infiltracdo

leucocitaria, levando a uma melhora significativa ao dano histolégico do colon.
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Figura 32 — Avaliacado histoldgica colénica através da coloragdo com hematoxilina e eosina dos grupos: controle (C)
(A), colite moderada (CM) (B) (colite moderada induzida por sulfato de so6dio dextrana — SSD 3%), e colite moderada
tratado com extrato de Curcuma longa (Ext_M) (C): aumento de 50x — Al, B1 e C1; e aumento de 100x — A2, B2, C2).

Legenda: Setas pretas continuas — células de Paneth integras; setas pretas pontilhadas — destruicdo das células de Paneth; setas verdes
continuas — criptas de Lieberkiihn integras; setas verdes pontilhadas — destruicdo das criptas de Lieberkihn; setas amarelas continuas — lamina
prépria integra; setas amarelas pontilhadas — lamina prépria separadas;

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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7.2 Avaliacdo da do peso corporal, ganho de peso, ingestdo semanal da dieta
e dosagem glicémica

De acordo com a avaliacdo de ganho de peso corporal realizado na fase, G2
(Figura 35) percebe-se que ndo houve diferencas nos pesos intergrupos (Figura
35A), entretanto o CM no 1° dia de inducéo e no 38° dia da eutanasia apresentou um
ganho de peso em comparacdo ao pré-tratamento, intragrupos (Figura 35B), e 0
Ext_M no 1° dia apresentou ganho de peso em comparacédo ao pré-tratamento. Com
relacdo ao ganho de peso (Figura 35C) ou ingestdo alimentar (Figura 35D) néo
houve diferenca entre os grupos (comparativamente ao inicio e ao final do
tratamento, indicando que n&o houve influéncia da curcuma (Ext_M) sobre a
evolugao ponderal dos animais, mas a colite induzida no grupo CM elevou a um
aumento no peso dos animais no 1° e 30° dia e 0 Ext._ M um aumento no 1° um

possivel indicativo de dano colbnico.

Figura 33 — Peso corporal (A e B), ganho de peso (C) e ingestdo semanal

(D) dos animais de acordo com grupo e o periodo de tratamento, fase G2.
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Legenda: C: grupo controle; CM: grupo controle moderado; Ext_M: grupo tratado com
extrato farmacéutico de curcuma moderado; FO: fase pré-tratamento; F1: fase de

tratamento e F2: fase de inducdo da doenca; fase G2.

** p<0,05 segundo teste t
Fonte: De Araujo, O. R. P.
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Na FO, fase esta de pré-tratamento onde os animais ainda ndo receberam
as dietas da fase de tratamento, ndo houve diferenca entre os grupos; contudo,
na F1, fase de tratamento animais receberam as dietas comerciais e modificada,
o grupo CM apresentou elevacao significante do peso corporal em comparacao
com o grupo C (p<0,0001) (Figura 36B). Como ambos o0s grupos receberam a
mesma racdo, ndo h4, a principio, explicacao fisioldgica para essa alteracao.
Por outro lado, ap6s a inducédo da colite, a glicemia desse grupo se normalizou,
F2, fase essa onde ocorreu a inducédo da colite ulcerativa pelo sulfato de sodio
dextrana, ficando semelhante estatisticamente ao grupo C (Figura 36B). Ainda
nessa fase, o que chama a atencdo € o aumento nos niveis glicémicos dos
animais do grupo Ext_M, comparativamente ao grupo C (p<0,0001) e ao grupo
C_M (p<0,01) (Figura 36B).

Analisando a Figura 36B, é possivel identificar que o grupo C permaneceu
sem alteracdes na glicemia durante todo o periodo experimental. Ja o grupo CM
apresentou uma elevacao nos seus niveis glicémicos na F1 em relacéo ao inicio do
experimento, mas que voltou aos niveis basais na F2, apds a indu¢ao da colite. Por
outro lado, o grupo Ext_ M demonstrou uma elevacéo glicemia ao fim do periodo
experimental F2, indicando que a inducao a colite associada ao consumo do extrato
farmacéutico induziu efeitos hiperglicémicos importantes, diferente do encontrado na
literatura, onde a curcumina apresenta efeito hipoglicemiante, quando administrada
em extrato etandlico, incorporada a carboximetillisina, em suspensao aquosa, ou até
mesmo administrada na racdo ( SHARMA, et al., 2006; HUSSEIN; ABU-ZINADAH,
2010).

Esses dados em conjunto mostram que na presenca da colite ulcerativa o
extrato farmacéutico apresentou uma acao hiperglicémica, diferente do que
aconteceu com os animais saudaveis (fase G1), quando a suplementacdo n&o
alterou a glicemia dos animais. Esses achados chamam a atencéo, uma vez que a
Curcuma longa é conhecida por seu poder hipoglicémico quando utilizado em

modelos animais diabéticos.

De acordo com a revisao sistematica conduzida por Zhang et al. (2013), a
curcuma teria poder hipoglicemiante devido aos seus efeitos sobre a reducdo nos

niveis de TNF-a e AGL além de inibir o NF-kB, peroxidacao lipidica e atividades de
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enzimas lisossdbmicas (N-acetil-d-glicosaminidase, -d-glucuronidase, - d-
galactosidase). Adicionalmente, a curcumina tem a capacidade de inducédo da
ativacdo do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-Y),
elevacdo dos niveis plasmaticos de insulina e da atividade da lipoproteina lipase
(LPL). A curcumina também esta envolvida na ativacdo de enzimas no figado como
a glicogénio sintetase, que estdo associadas a glicdlise, ao processo metabdlico
glicogénico e lipidico e a ativagéo do fator nuclear fator 2 relacionado ao eritréide-2
(Nrf2) (ZHANG et al., 2013).

Figura 34 — Glicemia de jejum dos animais da fase G2 de acordo com
grupo e o periodo de tratamento.
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Legenda: C: grupo controle; CM: grupo controle moderado e Ext_M: grupo tratado com
extrato farmacéutico de curcuma moderado; FO: fase pré-tratamento; F1: fase de tratamento

e F2: fase de inducdo da doenca; fase G2, (n= 6).

** p<0,05; *** p<0,01 segundo teste t

Fonte: De Araujo, O. R. P.

A Tabela 2 traz a avaliacdo dos pesos absolutos e relativos dos o6rgéaos,
segundo o grupo de tratamento. Percebe-se que ndo houve alteracbes nesses

parametros, semelhantemente aos achados nos animais saudaveis.
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Tabela 2 — Pesos absoluto e relativo do colon, figado, coracéo, cérebro e bago,

segundo o grupo estudado (média + EP); fase G2.

GRUPO GRUPO COLITE =~ GRUPO EXTRATO
CONTROLE MODERADA MODERADO

(N=6) (N=6) (N=6)
COLON (G) 0,283 + 0,020 0,308 + 0,015 0,426 + 0,100
RAZAO 0,008 + 0,0005 0,009 + 0,0002 0,013 + 0,002
COLON/PESO
CORPORAL
FIGADO (G) 1,538 + 0,056 1,569 + 0,038 1,537 + 0,082
RAZAO 0,048 + 0,003 0,046 + 0,0005 0,048 + 0,001
FIGADO/PESO
CORPORAL
CORACAO (G) | 0,178 + 0,007 0,162 + 0,006 0,1802 + 0,005
RAZAO 0,005 + 0,0002 0,004 + 0,0001 0,005 + 0,0001
CORACAO/PES
O CORPORAL
CEREBRO (G) | 0,2717 + 0,009 0,295 + 0,002 0,284 + 0,005

RAZAO
CEREBRO/PES
O CORPORAL

BACO
RAZAO
BACO/PESO
CORPORAL

0,007 = 0,0003

0,194+ 0,026
0,005 * 0,0007

0,008 * 0,0001

0,295 + 0,066
0,008 = 0,001

0,009 * 0,0003

0,295 * 0,066
0,009 = 0,001

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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7.3 Perfil inflamatdrio tecidual dos animais segundo as citocinas: TNF-a, INF-

Y, IL-6, e IL-10 e a enzima MPO

O perfil inflamatorio no célon dos animais da fase G2 pode ser visto na Figura
35.

Figura 35 — Perfil inflamatério coldénico, segundo os grupos de tratamento:
controle (C), colite moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de

sédio dextrana — SSD 3%), e colite moderada tratado com extrato de

Curcuma longa (Ext_M).
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Legenda: INF-y: interferon gama,; IL: interleucina; MPO: mieloperoxidase; TNF-a: fator de

necrose tumoral alfa. * p<0,05; *** p<0,001 - segundo teste de tukey.

Fonte: De Araujo, O. R. P.
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Analisando a Figura 35, percebe-se que a colite moderada induziu ao
processo proé-inflamatoério (Figura 35A, B e C) e o tratamento restaurou os niveis das
3 citocinas analisadas ao padréo normal. esses achados diferem do encontrado por
outro estudo do presente grupo. Moura et al. (2016) ndo conseguiram encontrar
alteragbes nos niveis de TNF-a e INF-y nos animais com colite. Contudo, é
importante salientar que no referido trabalho, a colite induzida foi leve,
diferentemente deste trabalho, em que a colite induzida foi na sua forma moderada.
Por outro lado, esses resultados foram semelhantes aos de Governa et al. (2018),
em um estudo in vitro, que observou que a Curcuma longa foi capaz de reduzir
diversas citocinas, como TNF-a, IL-8 e IL-6. Resultados semelhantes em relagéo IL-
6 e TNF-a foi encontrado por Kondamudi et al. (2015), em um modelo experimental
de colite induzida por dinitroclorobenzeno (DNCB) tratada com deidrozingerona

(DHZ) via oral (100 mg/kg por 8 dias), um meio-anélogo sintético da curcumina.

Por outro lado, ndo houve influéncia da colite nem do tratamento com extrato
farmacéutico de curcuma nos niveis de IL-10 (Figura 35D) — citocina anti-inflamatoria
— e de MPO (Figura 35E). A nao influéncia da curcuma sobre os niveis da IL-10
diferem dos achados por McCann et al. (2014), em seu trabalho in vitro, que observou
que quanto maior o contetdo de curcumina nos extratos em que as linhagens
celulares eram incubadas, maiores o0s niveis dessa citocina. A dieta contendo 2% de
curcumina também foi capaz de melhorar a expressdo de mRNA e IL-10, em ratos
com colite induzida por &cido trinitrobenzeno sulfénico (JIAN et al., 2004). Do mesmo
modo, Gopu et al., (2015) que trabalharam com ratos induzidos a colite por acido
acético, com uma dosagem de 50 mg/kg por dia de curcuma, durante um periodo de

2 semanas, verificaram um aumento nos niveis de IL-10 colbnico.

Os resultados de MPO deste trabalho também diferem do encontrado pelo
estudo por Gopu et al., (2015). Como principais achados, eles observaram que a
Curcuma longa reduziu os niveis colonicos de MPO. Uma reducdo na MPO também
foi confirmada por Kondamudi et al. (2015).

O perfil inflamatorio no figado dos animais da fase G2 pode ser visto na Figura
36.
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Figura 36 — Perfil inflamatorio hepatico, segundo o grupo de tratamento:
controle (C), colite moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de

sédio dextrana — SSD 3%), e colite moderada tratado com extrato de

Curcuma longa (Ext_M), fase G2, (n=6).
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Legenda: INF-y: interferon gama,; IL: interleucina; MPO: mieloperoxidase; TNF-a.: fator de
necrose tumoral alfa. * A p<0,05 segundo teste de Dunn’s; * D p<0,05 segundo teste de

tukey.

Fonte: De Araujo, O. R. P.

Percebe-se que a colite moderada, independente do tratamento ou ndo com

curcuma, reduziu significativamente a protecéo contra a inflamacéo do figado, uma
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vez que os niveis de IL-10 (Figura 36D) estdo mais baixos nos grupos CM e Ext_M
vs grupo C (p<0,05), indicando uma maior propensao desses animais a injuria
hepética, muito provavelmente pela conexao existente entre figado e intestino, que
ao ser rompida (vide alteracdes histologicas observadas no grupo doente - Figura
34) permitiu a ativacdo de mediadores inflamatérios e oxidantes no tecido hepatico.
Por sua vez, o tratamento com curcuma, conseguiu melhorar os niveis de TNF-a,
(Figura 38A) provavelmente para compensar a diminuigcdo do IL-10. Assim como
neste trabalho, Anji et al. (1999) também observaram baixos niveis de IL-10 em ratos
com doenca do figado gorduroso néao alcoolico (DFGNA), comparativamente aos
animais sem essa desordem hepética, assim como tambem Baixos niveis hepéticos
de IL-10 foram observados em coelhos com DFGNA (FOUSEKIS; THEOPISTOS;
KATSANOS, 2018).

A associacdo de disturbios hepéticos a DIl ndo esta clara. A atribuicdo de
fatores imunoldgicos, genéticos e ambientais pode contribuir para a patogenia e
correlacédo entre DIl e manifestac6es hepatobiliares (ROJAS-FERIA et al., 2013). A
associacdo mais comum das doencas no eixo intestino-figado € a colangite

esclerosante primaria (CEP), particularmente na CUI.

Em outra pesquisa realizada pelo presente grupo de trabalho, foram
investigadas alteracdes hepaticas induzidas pela colite. Os autores ndo encontraram
relacdo entre a colite leve induzida por SSD (2% p/v) e aumento da atividade
inflamatoria hepatica (investigada através dos niveis de TNF-a, INF-y e IL-10)
(MOURA et al. 2016).

Nenhuma alteracdo nos niveis de MPO hepatico foi identificada (Figura 36E).

Diversas hipéteses foram propostas para a elucidacdo da associacdo entre
distarbios hepéticos e DIl, como bacteremia portal crénica, alteracées na microbiota
intestinal, infec¢des virais cronicas ndo reconhecidas e anormalidades genéticas

(lacos de imunorregulacao ou transporte de bile).

O perfil inflamatdrio no cérebro dos animais da fase G2, pode ser visto na
Figura 39.
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Figura 37 — Perfil inflamatério cardiaco, segundo o grupo de tratamento:
controle (C), colite moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de
sédio dextrana — SSD 3%), e colite moderada tratado com extrato de Curcuma

longa (Ext_M), fase G2, (n= 6).
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Legenda: INF-y: interferon gama,; IL: interleucina; MPO: mieloperoxidase; TNF-a.: fator de

necrose tumoral alfa. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 - segundo teste de Tukey.

Fonte: De Araujo, O. R. P.

O grupo tratado com extrato de Curcuma, no coracgdo, apresentou menores
niveis de IL-10, Figura 39D, indicando um maior risco inflamatorio nesses animais;
entretanto ndo houve mudangas em nenhuma das citocinas pro-inflamatorias, nem

aumento da MPO.
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A IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, secretada por células T reguladoras e
macrofagos, tem como uma de suas fungdes limitar a resposta imune. Defeitos como
perda de funcdo da IL-10 ou do seu receptor, ou até mesmo baixa secrecdo desta
citocina, levam a uma resposta inflamatoria aumentada por auséncia da regulacéo
(GONZALEZ-LAMA et al., 2015). No tecido cardiaco, sua avaliacdo € considerada
limitada, porém j& esta comprovada a acdo do hormdnio de crescimento e do
tratamento com esteroides em relacdo ao incremento de IL-10 no coracéo.
Interessantemente, em um modelo murino de faléncia cardiaca, o tratamento com
IL-10 humano recombinante aumentou significativamente a sobrevivéncia desse
grupo, em comparacdo com aquele que ndo recebeu essa citocina. Essa maior
sobrevivéncia deveu-se a atenuacao das lesdes cardiacas e supressao das citocinas

pro-inflamatérias TNF-a e II-2 (LACRAZ et al., 1995).

Mais recentemente, Kaur, Sharma e Singal (2019) avaliaram a funcao
cardiaca em ratos apos inducdo de infarto no miocardio. Esses autores concluiram

gue menores niveis de IL-10 se correlacionaram com diminui¢cdo na funcéo cardiaca.

Diante disso, percebe-se que nos amimais com colite a suplementacdo com
extrato farmacéutico ndo apresentou resultados favoraveis, devendo ser melhor

avaliado em estudos futuros.



107

Figura 38 — Perfil inflamatorio cerebral, segundo o grupo de tratamento:
controle (C), colite moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de
sédio dextrana — SSD 3%), e colite moderada tratado com extrato de

Curcuma longa (Ext_M), fase G2, (n=6).
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Legenda: INF-y = interferon gama; IL = interleucina; MPO = mieloperoxidase; TNF-o = fator

de necrose tumoral alfa.* p<0,05 segundo teste de Tukey.

Fonte: DE ARAUJO, O. R.
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A Figura 40 indica que a colite moderada ndo exerceu qualquer acao
inflamatdria no tecido cerebral. Por sua vez, o grupo tratado com extrato de curcuma
apresentou tanto acao pro-inflamatoria, aumentando os niveis de INF-y (Figura 40B),
vs grupos C e CM, e IL-6 (Figura 40C), vs grupo C como antinflamatoria, elevando

os niveis de IL-10 (Figura 40D), vs grupos C e CM.

As interacdes entre o cérebro e o sistema imunoldgico revelaram conexdes
bidirecionais entre os sistemas neural e neuroenddcrino e o sistema imunologico. O
sistema nervoso central (SNC) regula o sistema imunolégico por meio das vias
neuronais e neuroenddcrinas e, desta forma, o sistema imunoldgico sinaliza o
cérebro por meio das rotas neurais e humorais (MARQUES; CIZZA; STERNBERG,
2007).

As citocinas sdo produzidas na periferia por uma variedade de células do
sistema imunol6gico, como 0s mondcitos, macrofagos, células T ativadas, células B,
célula natural killer (NK) e fibroblastos; sdo também produzidas por outros tipos
celulares, como células musculares lisas, células endoteliais, fibroblastos,
gueratindcitos, células musculares cardiacas e glandulas sudoriparas écrinas. Além
do mais, as citocinas sdo também produzidas no SNC por microglia, astrécitos,
células endoteliais vasculares e fibroblastos. No sistema nervoso periférico, as
citocinas coordenam componentes complexos da resposta imunoldgica, incluindo as
respostas inatas e adaptativas. As citocinas da resposta inata (defesas celulares
imediatas ndo-especificas) (TNF, IL-12, INF e IL-1) sdo produzidas por macréfagos
e células NK; estas auxiliam na ativagdo de neutrofilos, células NK e macréfagos.
Posteriormente, na resposta adaptativa, a producdo de IL-1, IL-2, IL-6,
principalmente por linfécitos T, auxilia na ativacdo de células T, células B,
macrofagos, neutrofilos e eosindfilos. Esses aspectos da resposta inflamatéria
fornecem anticorpos e defesas celulares imediatas ndo-especificas (inatas) e,
posteriormente, especificas (adaptativas) contra infeccdes e outros ataques. No
cérebro, as citocinas sdo responsaveis pela ativacdo neuroendoécrina e neuronal
(GALIC; RIAZI; PITTMAN, 2013).

As citocinas regulam o crescimento e a proliferacdo das células gliais,
modulam a atividade dos peptideos opidides endégenos e ativam o eixo hipotalamo-

pituitaria-adrenal (HPA). A producao central de citocinas pode ser desencadeada
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pelo estresse, exercicio fisico, Iisquemia, processos neurovegetativos,
autoimunidade e infecgdo. E interessante que, enquanto as citocinas periféricas
medeiam a resposta inflamatdria, as citocinas cerebrais podem ser ativadas na
auséncia de inflamacéo local. Portanto, a expressédo de citocinas no cérebro ndo é
necessariamente uma indicacao de inflamacao. As citocinas anti-inflamatorias (IL-4,
IL-10, IL-13, TGF-B) reduzem a resposta inflamatéria por meio da diminuicdo das
citocinas pro-inflamatorias e da supressao da ativagdo de mondcitos (GALIC; RIAZI;
PITTMAN, 2013; MARQUES; CIZZA; STERNBERG, 2007).

A IL-10, citocina antinflamatéria, protege o cérebro contra doencas
degenerativas, como o Alzheimer, o que seria um fator interessante na administracao

de curcuma, haja vista 0 aumento dessa citocinas nos animais tratados com Ext_M.

Por outro lado, o tecido cerebral (Figura 40E) apresentou um aumento
significativo na atividade da MPO no grupo Ext_ M comparativamente ao grupo C e
ao grupo CM (P<0,05). Cabe ressaltar que a MPO possui papel fundamental na
producdo de EROS e pode ter participacdo na imunomodulacgéo, pois seu principal
produto, o acido hipocloroso (HOCI), esta envolvido na sinalizacdo da apoptose em

varios tipos de células, inclusive nas células do sistema imune, como nos neutrofilos.

7.5 Perfil oxidativo obtido a partir da andalise de dano oxidativo (MDA),
producdo de espécie pré-oxidante (H202) e de defesa antioxidante enzimatica
(SOD e CAT), e ndo enziméatica (GSH, GSSG e Razdo GSH/GSSG).
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Figura 39 — Marcadores redox no coldn, segundo o grupo de tratamento:
controle (C), colite moderada (CM) (colite moderada induzida por sulfato de
sédio dextrana — SSD 3%), e colite moderada tratado com extrato de

Curcuma longa (Ext_M), fase G2, (n=6).
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Sobre o desequilibrio redox, observa-se no intestino dos grupos com colite
moderada, tratado ou ndo com Curcuma, menores niveis de GSSG (Figura 41E) e,
consequentemente, uma maior razdo GSH/GSSH (Figura 41F). Esses resultados,
em conjunto com a ndo modificacdo nos niveis de MDA (Figura 41G), que revela que
nao houve danos as membranas lipidicas (salvaguardando as limita¢cées do método),
indicam que a reducédo da glutationa oxidada, com melhora significativa na razao
GSH/GSSG, pode ter sido um mecanismo compensatdrio encontrado pelo intestino,
de otimizacdo desse sistema antioxidante, afim de manter os niveis de peréxido
normais e, consequentemente, de radicais hidroxila, visto que a doenca causou

reducdo na catalase.

Em modelos animais de colite, os niveis de GSH estdo normalmente
reduzidos(RISE;PRABHU;GURUVAYOORAPPAN,2012;PRABHU;GURUVAYOOR
APPAN, 2014; RABELO SOCCA et al., 2014), diferentemente dos achados deste
trabalho. Contudo, vale salientar que em bidpsias col6nicas ja foram observados
desde reducao (TSUNADA et al., 2003), até auséncia de alteracBes nos niveis de
GSH (KRUIDENIER et al., 2003), assim como aumento nos niveis de GSSG
(TSUNADA et al., 2003).

Adicionalmente, ndo se observam mudancas nos niveis de SOD e da MPO
em nenhum dos grupos. Diferentemente dos achados de Arafa et al., (2009) — que
induziram a colite com SSD a 3% em ratos e usaram 100 mg/kg de curcumina por 7
dias — e Mouzaoui, Rahim e Djerdjouri (2012) — que induziram a colite através de
TNF-a e tratarem os animais com Curcuma e aminoguanidina por 30 min, este
trabalho nao identificou alteragcdo na peroxidacdo causada pela colite, tampouco

melhoras nos niveis MDA nos animais tratados com Curcuma longa.
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Figura 40 — Marcadores redox no tecido hepéatico, segundo o grupo de
tratamento: controle (C), colite moderada (CM) (colite moderada induzida
por sulfato de sddio dextrana — SSD 3%), e colite moderada tratado com

extrato de Curcuma longa (Ext_M), fase G2, (n= 6).
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Os animais do grupo CM apresentaram no tecido hepatico uma menor
atividade da SOD (Figura 42A) vs grupo C que nao refletiu em uma maior
concentracdo de peroxido (Figura 42B), muito provavelmente porque nesses
animais, assim como no intestino, também aconteceu uma elevacdo na enzima
catalase (Figura 42C) e uma menor concentracdo de GSSG (Figura 42E), que,

porém, nao resultou em uma melhora na razdo GSH/GSSG (Figura 42F).

Por conta dessas mudancas, esses animais apresentaram uma maior
destruicdo de membranas lipidicas (maiores niveis de MDA) (Figura 42G),
confirmando a alteracdo redox, diferente de Mouzaoui, Rahim e Djerdjouri (2012),
qgue investigaram o tratamento a base de Curcuma e aminoguanidina, ofertado a
ratos com colite imunomediada e obtveram resultados diferentes do exposto,
percebendo uma diminuicdo em marcadores de estresse oxidativo, como o MDA
formado no tecido hepatico. Por outro lado, os animais tratados com o extrato
farmacéutica da curcuma apresentaram maiores niveis de catalase (vs grupos C e
CM) (Figura 42C), também sem alteracdo na concentracdo de peroxido.
Adicionalmente, diferentemente do grupo doente, a Curcuma conseguiu melhorar a
razdo GSH/GSSG (Figura 42F), porém essa melhora foi incapaz de proteger o figado
contra a peroxidacao lipidica, estimados pelos niveis de MDA (Figura 42C) sendo

inclusive mais intensa nesse grupo que no grupo doente sem tratamento (CM).

N&o se observaram mudancas nos niveis de MPO hepaticas. O figado esta
exposto a toxinas e produtos da microbiota autéctone através do eixo com o intestino
estabelecido pela veia porta. Desta forma, auxilia na manutencdo da homeostase
desse eixo figado-intestino. O figado possui células do sistema imunoldégico como
macrofagos, linfocitos e Natural Keller, células estas que tém papel fundamental na

resposta inflamatoria ou em lesdes cronicas como EO (GARCOVICH et al., 2012).
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Figura 41 — Marcadores redox no tecido cardiaco, segundo o grupo de
tratamento: controle (C), colite moderada (CM) (colite moderada induzida
por sulfato de sddio dextrana — SSD 3%), e colite moderada tratado com

extrato de Curcuma longa (Ext_M), fase G2, (n= 6).
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Os animais do grupo CM néo apresentaram qualquer alteracao redox cardiaca
(Figura 43). Por outro lado, o grupo tratado com Curcuma apresentou maiores niveis
de catalase (vs grupos C e CM) (Figura 43C). Essa elevacéo foi capaz de manter os
niveis de peroxido normais (Figura 43B). No entanto ao combinar essas mudancas
com as elevacdes de GSSG (Figura 43E) e do MDA, (Figura 43G) concluimos que o
extrato farmacéutico de curcuma ndo apresentou efeitos favoraveis ao coracgéo,
mesmo sem ter sido identificada mudanca na razdo GSH/GSSG. No estresse
oxidativo intenso e continuado ocorre queda dos niveis de GSH, que é resultante do
aumento da formacdo de seu estado oxidado GSSG apoOs varios ciclos e
subsequente degradagdo no meio extracelular, da S-glutationilagéo proteica e da
geragao excessiva de adutos advindos da reacdo anterior com compostos com
caracteristicas eletrofilicas, que conjuntamente acarretam uma reducdo da razéo
GSH/GSSG (GIUSTARINI et al., 2015).

N&o foram observadas mudancas para os demais marcadores redox. A agcéo
do extrato da curcuma sobre o perfil redox cardiaco em animais com colite precisa

ser melhor investigada.
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Figura 42 — Marcadores redox no tecido cerebral, segundo o grupo de
tratamento: controle (C), colite moderada (CM) (colite moderada induzida
por sulfato de sddio dextrana — SSD 3%), e colite moderada tratado com

extrato de Curcuma longa (Ext_M), fase G2, (n= 6).
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Os animais do grupo CM no tecido cerebral apresentaram uma reducédo na
atividade da catalase (Figura 44C). Essa reducéo néo refletiu em qualquer mudanca
nos niveis de peroxido (Figura 44B) ou de peroxidacao lipidica (Figura 44G). Por
outro lado, o grupo tratado com Curcuma, apresentou maiores niveis de SOD (Figura
44A) e, consequentemente, de peréxido de hidrogénio (vs grupos C e CM). Em
contrapartida, a curcuma foi habil em restaurar os niveis de catalase (Figura 44C),
reduziu os niveis de GSSG (Figura 44E) e aumentar significativamente a razéo
GSH/GSSG (Figura 44F). Essas aclOes benéficas da Curcuma no cérebro,
provavelmente foram as responsaveis pela manutencdo dos niveis de MDA dentro
da normalidade. Diferente do trabalho de Morrone et al. (2016), que investigou a
suplementacdo de curcumina em fémeas de ratas ovariectomizados, 0s autores
administraram doses de 50 ou 100 mg / kg ao dia durante um periodo de 30 dias e

perceberam uma atenuacdo no dano oxidativo e aumento da GSH.
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8 CONCLUSAO DA FASE 2

e A colite moderada induzida pelo SSD foi capaz de induzir mudancas
histoldgicas caracteristicas da CUI. Apesar do tratamento com curcuma néo
ter evitado essas alteracbes, compreende-se que nos grupos tratados as
lesGes/alteracbes estdo presentes juntamente com areas inalteradas,

indicando a protecao parcial do tratamento;

e O grupo (CM) apresentou ganho de peso durante todo o periodo experimental.
Por outro lado, os animais suplementados com extrato farmacéutico de
curcuma apresentaram um maior ganho de peso na F1, sendo este

normalizado na F2;

s O grupo (Ext_M) apresentou um efeito hiperglicEmico ao final do experimento,
enquanto o grupo (CM) teve uma elevagao na glicemia na fase F1 que se

manteve constante até o final do tratamento, fase F2;

e A colite moderada induziu ao processo inflamatoério no intestino e o tratamento
normalizou os niveis das citocinas analisadas, quanto ao desequilibrio redox,
observa-se no intestino que nos grupos com colite moderada, CM e Ext_M,

nao apresentaram dano as membranas lipidicas.

s A colite moderada, independente do tratamento com curcuma, reduziu
significativamente a prote¢éo contra a inflamacédo no figado, indicando uma
maior propensao desses animais a injuria hepatica, muito provavelmente pela
conexdo existente entre figado e intestino. Por sua vez, o tratamento com
curcuma, conseguiu melhorar os niveis de TNF-a, provavelmente para
compensar a diminuigdo do IL10. Por conta das mudancgas no perfil redox,
esses animais apresentaram uma maior destruicdo de membranas lipidicas
tanto o grupo tratado com CM como o Ext_M sendo que neste ultimo o dano
foi mais intenso que no CM indicando uma possivel potencializa¢do da colite

ulcerativa em conjunto com a dieta enriquecida com curcuma.

¢ No tecido cardiaco o grupo tratado com extrato de curcuma apresentou um
maior risco inflamatdério do que o CM, o0 mesmo ocorreu com o perfil redox
desses animais que apresentaram um maior dano em comparacédo ao CM,

sendo desta forma desfavoravel seus efeitos para o tecido cardiaco. A acéo
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dessa substancia sobre o perfil redox em animais com colite precisa ser

melhor investigada sobre a manifestacdo cardiaca.

O grupo tratado com extrato de curcuma apresentou tanto acdo pro-
inflamatoria como antinflamatdria, no que diz respeito ao desequilibrio redox
0s animais tratados com Ext M apresentaram acdes benéficas como a
manutencao dos niveis de MDA dentro da normalidade. Corroborando com os
resultados de MDA da fase G1, vale ressaltar que diferente da 12 fase na 22
frase experimental os animais estavam doentes, e por isso, com alteracdes

inflamardrias/oxidativas sistémicas derivadas da patologia.

Por fim, esses dados em conjunto confirmam a necessidade de uma
avaliagdo oOrgdo-ampliada em estudos que visem o tratamento n&o-
farmacoldgico, isto €, uma dietoterapia com antioxidantes e antinflamatoria
naturais, no tratamento da colite ulcerativa, uma vez que esta doenca se
caracteriza pelas diversas manifestacdes extraintestinais. Além disso, a
coexisténcia de outras patologias pode interferir na eficacia do tratamento, em
virtude do aumento do requerimento dessa substancia, de acordo com suas

acOes antioxidantes e/ou antinflamatorias.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Analisar o grupo induzido a colite ulcerativa grave com 5% por SSD, nos
parametros histoldgicos, inflamatérios e no perfil redox, suplementados com
Curcuma longa na forma de extrato farmacéutico, e comparar esses resultados com

a indugéo a colite ulcerativa moderada a 3% por SSD.
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