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RESUMO

O epitélio da mucosa célica representa a mais perfeita barreira morfofuncional
do corpo humano. Uma Unica camada de células separa a luz do célon rica em
bactérias e antigenos do meio interno estéril. Estudos ja mostraram em modelos
experimentais de colite de exclusao que o aumento na producao de radicais livres de
oxigénio pelas células da mucosa colica desprovida de transito intestinal ocasiona
ruptura das diferentes linhas de defesa da barreira mucosa possibilitando o
desenvolvimento da colite. O estresse oxidativo danifica as proteinas existentes nas
juncoes intercelulares. E possivel que o emprego de substancias antioxidantes
possa proteger a barreira epitelial do estresse oxidativo decorrente da exclusao
intestinal. A curcumina, substancia extraida do rizoma da Curcuma longa, pela sua
notavel acdo antioxidante, vem sendo utilizada para o tratamento de diferentes
enfermidades decorrentes do processo inflamatério tecidual. Todavia, os efeitos da
curcumina ainda ndo foram estudados em modelos experimentais ou pacientes com
colite de exclusdo. Objetivo: Avaliar os efeitos do extrato oleoso de Curcuma longa
(curcumina) no conteudo tecidual das proteinas das junc¢des de oclusédo e de adesao
intercelular. Métodos: Trinta e seis ratos Wistar foram submetidos a derivacao do
transito por colostomia proximal e fistula mucosa distal. Os animais foram divididos
em 3 grupos experimentais os quais receberem enemas diarios com solugao
fisiologica 0,9%, extrato oleoso de Curcuma longa na concentracao de 50 mg/kg/dia
ou 200 mg/kg/dia. Cada grupo experimental foi dividido em 2 subgrupos, segundo a
eutanasia ser realizada apos 2 ou 4 semanas de intervencao. O diagnéstico de colite
foi estabelecido por estudo histolégico com a técnica da hematoxilina-eosina e o
infiltrado neutrofilico pela expressao tecidual de mieloperoxidase. As proteinas
claudina-3, ocludina, E-caderina, B-catenina e mieloperoxidase na mucosa sem
transito intestinal foram identificadas por imunoistoquimica utilizando-se anticorpos
primarios monoclonais especificos para cada proteina com a técnica da
estreptavidina-biotina-peroxidase. O conteudo tecidual das proteinas nas glandulas
célicas foi mensurado por analise de imagem assistida por computador. O valor final
encontrado para o conteudo tecidual das diferentes proteinas foi expresso pelos
valores médios encontrados na leitura de trés campos histolégicos distintos. Para
analise dos resultados utilizou-se o teste t de Student e o teste ANOVA, adotando-se
nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados: A intervengcdo com extrato oleoso
de Curcuma longa reduz o processo inflamatério e diminui a infiltracdo neutrofilica
da mucosa célica desprovida de transito fecal, principalmente quando se utiliza
concentragcdes mais elevadas da substancia por maior periodo de intervencao. A
aplicacado preventiva de enemas com exirato oleoso de curcumina preserva o
conteudo tecidual das proteinas claudina-3, ocludina, E-caderina e B-catenina e
reduz o conteudo de mieloperoxidase nas glandulas da mucosa desprovida de
transito intestinal, principalmente quando se intervém com concentracées maiores
da substancia e por tempo de intervencao mais prolongado. Conclusao: A aplicacao
de enemas com extrato oleoso de Curcuma longa reduz o processo inflamatério na
mucosa colica desprovida de transito fecal e aumenta o conteddo das principais
proteinas componentes dos sistemas de adesao intercelular tornando-se uma
estratégia terapéutica promissora para o tratamento da colite de excluséao.



ABSTRACT

The epithelium of the colonic mucosa is the most perfect human body morpho-
functional barrier. A single layer of cells separates the colonic lumen, which is rich in
bacterias and antigens from sterile internal submucosa. Studies have shown in
experimental models of diversion colitis the increased production of oxygen free
radicals by the colonic mucosa cells devoided of fecal stream causes rupture of
different protection lines of colonic mucosa barrier enabling the development of
colitis. Oxidative stress can damage the proteins existing in intercellular junctions. It
is possible that the use of antioxidants can protect the epithelial barrier of oxidative
stress resulting from diversion of the fecal stream. Curcumin, a substance extracted
from the rhizome of Curcuma longa, for its antioxidant properties, has been used to
treat different diseases resulting from tissue inflammation. However, the effects of
curcumin have not been studied in experimental models or patients with diversion
colitis. Objective: To evaluate the effects of the oil extract of Curcuma longa
(curcumin) in tissue content of proteins of tight and adherents junctions. Methods:
Thirty-six Wistar rats were underwent to diversion of the fecal stream by proximal
colostomy and distal mucous fistula. The animals were divided into 3 experimental
groups according have received daily enemas with saline, oil extract of Curcuma
longa at a concentration of 50 mg / kg / day or 200 mg / kg / day. Each experimental
group was divided into two subgroups, according the euthanasia was performed after
2 or 4 later. The diagnosis of colitis was established by histological study with the
technique of hematoxylin-eosin and the neutrophil infiltrate by tissue expression of
myeloperoxidase. The claudin-3 protein, occludin, E-cadherin, B-catenin and
myeloperoxidase in glands of the intestinal mucosal were identified by
immunohistochemistry using specific monoclonal primary antibodies for each protein
with the technique of streptavidin-biotin-peroxidase. Tissue content of proteins in the
colonic glands was measured by computer-assisted image analysis. The final value
of the tissue content of different protein was expressed by the meam e values found
in the reading of three distinct histological fields. To analyze the results we used the
Mann-Whitney, Student t test and ANOVA test, adopting a significance level of 5% (p
<0.05). Results: The intervention with oil extract of Curcuma longa reduces
inflammation and the neutrophil infiltrate of the colonic mucosa devoid from the fecal
stream, especially when using higher concentrations of the substance by greater
intervention period. The preventive application enemas oil extract of curcumin
preserves the tissue content of claudin-3 protein, occludin, E-cadherin, B-catenin and
reduces the content of myeloperoxidase in mucous glands devoid from the fecal
stream, particularly when were used greater concentrations of substance and
prolonged time of intervention. Conclusion: The use of enemas with oil extract of
Curcuma longa reduces inflammation in the colon mucosa devoid of the fecal stream
and increases the content of the main protein components of intercellular adhesion
systems making it a promising therapeutic strategy for the treatment of diversion
colitis.
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1 INTRODUCAO

Colite de exclusdo (CE) é uma doencga inflamatéria que acomete segmentos do
intestino grosso desprovidos de transito intestinal (GLOTZER et al., 1981). Estudos sugerem
que a etiopatogenia da enfermidade se encontra relacionada a deficiéncia do suprimento de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principal substrato energético das células
constituintes do epitélio célico (BOSSHARDT; ABEL, 1984; AGARWAL; SCHIMMEL, 1989;
HARIG et al., 1989; FERGUSON; SIEGEL, 1991; GERAGHTY; TALBOT, 1991; HAQUE;
WEST, 1992; MORTENSEN; CLAUSEN, 1996; COOK; SELLIN, 1998). E essa provavel
origem etiopatogénica é reforcada por estudos clinicos e experimentais cujos resultados
indicaram que o fornecimento de solugdes nutricionais ricos em AGGC, reestabeleceu o
transito fecal ou o transplante autdlogo de fezes para o célon excluso de transito fecal
regridem as alteracbes inflamatoérias caracteristicas da CE (HARIG et al., 1989;
GUILLEMOT et al., 1991; BUTZNER et al, 1996; SCHEPPACH et al., 1997;
EGGENBERGER; FARID, 2001; OLIVEIRA NETO; AGUILAR-NASCIMENTO, 2004;
NASRRI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010; PACHECO et al., 2012; KABIR et al., 2014;
GUNDLING et al.,, 2015). Também se demonstrou que a inibicdo experimental da
metabolizacdo dos AGCC nas células do epitélio colico, pelo bloqueio da B-oxidagdo dos
AGCC leva ao desenvolvimento da CE, referendando a importancia dessas substancias
para a obtengéo de energia pelas células epiteliais (ROEDIGER; NANCE, 1986).

Os mecanismos moleculares pelos quais a deficiéncia no suprimento de AGCC leva
ao surgimento da CE ainda sao controversos. Estudos histolégicos avaliando o epitélio
mucoso de doentes portadores de CE mostraram que existe ruptura da barreira mucosa
colica com a formacao de Ulceras aftoides epiteliais e infiltracdo inflamatéria nas camadas
mucosa e submucosa da parede intestinal (LUSK et al., 1984; MURRAY et al., 1987;
KOMOROWSKI, 1990; GERAGHTY; TALBOT, 1991; HAQUE; EISEN; WEST, 1993;
GERAGHTY; CHARLES, 1994; GRANT et al., 1997; FRISBIE et al., 2000; SOUZA et al.,
2008; SOUSA, 2009).

O epitélio do célon é uma das mais perfeitas barreiras funcionais do corpo humano
separando o interior do lumen intestinal, que concentra grande concentragéo bacteriana, do
meio interno estéril (PEREIRA et al., 2013; CHAIM, 2014; CHAIM et al., 2014; BONASSA,
2015; BONASGSA et al., 2015). Essa barreira mucosa € formada por uma série de estruturas

celulares que conferem protecado mecanica e por células de defesa do sistema imune que
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constituem uma barreira funcional imunolégica. Esses dois sistemas atuando em conjunto
sao responsaveis pela separagdo entre os meios interno e externo. As estruturas celulares
que formam a barreira de protecdo mecanica sado constituidas por diferentes linhas de
defesa, principalmente representadas pela camada de muco que recobre o epitélio, as
membranas citoplasmaticas das células epiteliais, 0 complexo sistema de juncdes
intercelulares e a membrana basal (MARTINEZ, 2010; MARTINEZ et al., 2010b). A protecéo
funcional, por sua vez, é conferida por células do sistema imune representadas por
neutréfilos, eosindéfilos, basofilos, linfécitos e macrofagos, bem com por citocinas e
anticorpos abundantes na parede do intestino grosso, considerado o maior sistema linféide
do corpo humano. Ja se demonstrou que os mecanismos de protecdo mecéanica encontram-
se danificados na CE (SOUZA et al., 2008; SOUSA, 2009; NONOSE, 2009; NONOSE et al.,
2009; MARTINEZ et al.,, 2010a; MARTINEZ et al., 2010b; KADRI, 2010; FABRIS, 2011;
MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013; CHAIM, 2014; CHAIM et al., 2014; BONASSA,
2015; BONASSA et al., 2015).

Em uma sequéncia de estudos realizados no Laboratério de Investigacdo Médica
(LIM) da Universidade Sao Francisco demonstrou-se que as células da mucosa colica
desprovidas do suprimento normal de AGCC, sofrem alteragdo nas reagdes bioquimicas
celulares necessarias para producao de energia, tendo como consequéncia a produgao de
maior quantidade de radicais livres de oxigénio (RLO) (MARTINEZ et al., 2010b). Os RLO
sao substancias téxicas para as células e tecidos que para neutraliza-los, possuem sistemas
antioxidantes especificos (PRAVDA, 2005). Todavia, quando a produg¢éo de RLO excede a
capacidade dos sistemas antioxidantes em neutraliza-los existe o desenvolvimento de uma
condicao patolégica conhecida como estresse oxidativo. No estresse oxidativo, 0 excesso
de RLO produzido reage com constituintes células epiteliais, danificando-os e ocasionando
quebra dos diferentes mecanismos estruturais de protecdo mecénica da mucosa célica
(PRAVDA, 2005; MARTINEZ et al, 2010b). Esses estudos mostraram que os RLO sao
capazes de reduzir e modificar a producao de mucinas que recobrem a mucosa (NONOSE
et al, 2009; MARTINEZ et al, 2010b), danificar as membranas citoplasmaticas (MARQUES
et al., 2010), romper as jung¢des aderentes intercelulares, principalmente formadas pelas
proteinas E-caderina (KADRI, 2010; KADRI et al., 2013) e B-catenina (FABRIS, 2011;
MARTINEZ et al.,, 2012) e jungbes de oclusdo constituidas pelas proteinas claudina e
ocludina (CARVALHO, 2013; FERREIRA, 2013; MARTINEZ et al., 2015). Todas essas
alteracoes mostraram-se relacionadas ao desenvolvimento da CE e aos maiores niveis
teciduais de RLO.
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As evidéncias de que os RLO sao as moléculas responsaveis pelos danos a barreira
de protecdo mecénica descritos na CE ficaram reforgadas por estudos mostrando que a
aplicagado topica de substancias, naturais ou sintéticas, com atividade antioxidante na
mucosa exclusa de transito intestinal, além de diminuirem a producédo de RLO, relacionava-
se a melhora das alteracdes inflamatérias da mucosa coélica (CALTABIANO, 2010;
CALTABIANO et al., 2011; CUNHA et al., 2011; MARTINEZ et al., 2013; ALVARENGA et al.,
2014; CHAIM, 2014; CHAIM et al.,, 2014; BONASSA, 2015; BONASSA et al., 2015).
Corroborando com esses achados, outros estudos mostraram que a aplicagcdo de enemas
ricos em AGCC, restabelecendo o fornecimento do substrato energético habitual, reduzia a
producdo de RLO pelas células do epitélio célico e melhorava as alteragdes inflamatorias
caracteristicas da CE (LAMEIRO et al.,, 2011; OLIVEIRA et al.,, 2010; PACHECO et al.,
2012). Recentemente, esses achados foram tema de um editorial publicado em periddico
internacional especializado em doencas digestivas, referendando a importancia da
manutengdo do adequado suprimento energético a mucosa célica para evitar o
desenvolvimento das doengas inflamatorias intestinais (DIl) (HARTY, 2013).

Uma série de substancias naturais vem sendo testadas para o tratamento das
diferentes formas de colite. De um modo geral, essas substancias possuem efeitos anti-
inflamatérios e antioxidantes que atuam contra a inflamagéao epitelial (CUNHA et al., 2011;
MARTINEZ et al.,, 2013; PEREIRA et al.,, 2013; CHAIM, 2014; CHAIM et al., 2014;
BONASSA, 2015; BONASSA et al.,, 2015). Dentre as principais substancias naturais
utilizadas para o tratamento das colites, a curcumina, principio ativo existente no rizoma da
Curcuma longa, vem se mostrando promissora (BRUMATTI et al.,, 2014). Uma série de
estudos experimentais confirmaram os beneficios da administragdo de curcumina em
modelos experimentais de colite induzida pelos &cidosacético, dinitrobenzenosulfénico
(DNBS), trinitrobenzenosulfénico (TNBS) e sulfato de dextran sodico (DSS) (SUGIMOTO et
al., 2002; SALH et al., 2003; UKIL et al., 2003; JIAN et al., 2005; JIANG et al., 2006; ZHANG
et al., 2006a; CAMACHO-BARQUERO et al., 2007; DEGUCHI et al., 2007; BILLEREY-
LARMONIER et al., 2008; ARAFA et al., 2009; LUBBAD; ORIOWO; KHAN, 2009a; TOPCU-
TARLADACALISIR et al., 2013). Estudos clinicos, também mostraram os efeitos benéficos
da curcumina em portadores de DII, em particular da colite ulcerativa (HANAI et al., 2006;
LAHIFF; MOSS, 2011; LARMONIER et al., 2011; TAYLOR; LEONARD, 2011; ALI; SHAKIR,;
MORTON, 2012; BALIGA et al., 2012; SAREEN; JAIN; PANDIT, 2013; SINGLA et al., 2014;
VECCHI BRUMATTI et al., 2014). Varios sdo os mecanismos propostos para a agao da
curcumina na colite experimental, mas os efeitos antioxidantes da substancia merecem lugar
de destaque (BALIGA et al., 2012; BORRA et al., 2014; CARL et al., 2014).
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Apesar de varios autores terem avaliado a eficicia terapéutica da curcumina em
modelos de colite quimicamente induzida, no melhor do nosso conhecimento, os efeitos da
substancia ainda nao foram estudados em modelos experimentais de CE. Nao se conhece
os efeitos da curcumina nas alteracoes inflamatérias da mucosa célica exclusa de transito
intestinal. Da mesma forma, a acdo da curcumina na manutengdo da integridade dos
diferentes sistemas de defesa que formam a barreira mecanica da mucosa célica, também é
desconhecida. Os efeitos da aplicacdo topica de enemas contendo curcumina na
preservacao da integridade das proteinas que formam as juncées de adesédo e ocluséao
celular, principais componentes da barreira mucosa célica, nunca foram avaliados.

Quando se demonstrou em modelos de CE que o estresse oxidativo é capaz de
danificar proteinas constituintes das jungdes intercelulares, e que a curcumina possui
notavel agdo anti-inflamatdria e antioxidante, torna-se interessante avaliar a capacidade da
substancia em preservar a integridade das juncdes intercelulares. Caso a curcumina evite a
degradagao das principais proteinas componentes dessas jungdes, mantendo a integridade
epitelial e evitando o surgimento da CE, seu baixo custo e facil biodisponibilidade poderiam
torna-la alternativa interessante para o tratamento da doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O epitélio cdlico

A mucosa coélica € formada por um epitélio colunar simples. O que torna fascinante a
arquitetura do epitélio € que ela constitui-se na mais perfeita barreira morfofuncional dos
seres humanos. Formado por uma simples camada de células especializadas, justapostas e
firmemente aderidas umas as outras, separa o conteudo intraluminal, rico em bactérias e
antigenos, do meio interno estéril (SOUSA et al., 2008; SOUSA, 2009).

O epitélio do intestino grosso apresenta algumas peculiaridades. Possui maior
nuamero de células caliciformes quando comparado ao do intestino delgado. O maior numero
de células caliciformes na mucosa coélica esta relacionado a maior necessidade de produgao
de muco que, além de possuir uma agao lubrificante, forma, por sua agao bactericida, o
primeiro mecanismo de defesa da mucosa intestinal (NONOSE, 2009; NONOSE et al.,
2009). As células epiteliais formam glandulas lineares e contiguas separadas uma das
outras pela lamina prépria estrutura composta por tecido conjuntivo frouxo infiltrado por
muitas células de defesa e capilares. As glandulas célicas, conhecidas como glandulas de
Lieberkihn, em sua porgcao proximal sdo formadas por células especializadas, responsaveis
pela fungao absortiva de agua e ions existentes na luz do 6rgao. A regidao mais profunda das
glandulas, também conhecida como zona germinativa ou proliferativa, possui células
imaturas e células tronco intestinais, responsaveis pela substituicio das células
descamadas da superficie apical.

As células epiteliais situam-se sobre a camada muscular da mucosa, estrutura
formada por pequena quantidade de fibras musculares. A camada muscular da mucosa
serve de apoio para as células epiteliais possibilitando a manutencdo das caracteristicas
estruturais da mucosa intestinal. A camada submucosa localiza-se logo abaixo da muscular
da mucosa, sendo formada por uma espessa camada de tecido conjuntivo que da suporte a
camada mucosa e apresenta um rico plexo de vasos sanguineos e linfaticos. Na camada
submucosa esta localizado o plexo nervoso submucoso (plexo de Meissner). Além de
participar da peristalse intestinal a submucosa permite que a mucosa do c6lon deslize sobre
ela durante os movimentos intestinais. Abaixo da submucosa existem duas camadas
musculares, a mais interna circular ao eixo do intestino e a externa paralela a ele. Entre as

duas camadas musculares encontra-se o segundo plexo nervoso da parede intestinal, plexo
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de Auerbach, responsavel maior pelo peristaltismo intestinal. A camada mais externa da
parede do coélon é a serosa que representa o peritdnio visceral do intestino grosso. A Fig.1
mostra esquematicamente as diferentes camadas que compde a parede do intestino grosso
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Figura 1 - llustracdo explicativa das camadas da parede colica

Para que exista o desenvolvimento de qualquer forma de colite, seja ela decorrente
de agressoes bioldgicas, quimicas ou fisicas existe necessidade de que ocorra ruptura da
mucosa intestinal, possibilitando a invasdo bacteriana da submucosa com a consequente

resposta inflamatéria que caracteriza a doenga.

2.2 Mecanismos de juncao intercelular

A adesado celular é uma caracteristica primaria da arquitetura do epitélio do trato
gastrointestinal. O tecido que reveste o tubo digestivo é formado por uma Unica camada de
células epiteliais com fungdes absortivas, intimamente aderidas entre si, e a lamina basal
(ALBERTS et al., 2004). As células epiteliais da mucosa célica unem-se umas as outras por
sistemas de adesfes célula-célula, as quais suportam grande parte do estresse mecanico
sobre a parede intestinal. Para manter esse mecanismo, filamentos protéicos de actina que

formam o citoesqueleto celular, atravessam o citoplasma de cada célula epitelial unindo-se a



23

juncdes especializadas localizadas na membrana plasmatica. Esse mecanismo é composto
por numerosas moléculas de adesao celular (CAM). As CAM podem ser moléculas de
adesdo entre duas células vizinhas ou entre uma célula e a lamina basal. Na mucosa do
colon essas moléculas sdo dependentes de calcio (Ca*™) e podem ser destruidas quando se
expbe o epitélio a substancias quelantes do Ca*™, como o etileno-diamino-tetra-acético, ou
ao estresse oxidativo (BABBS, 1992). As CAM da familia das integrinas sdo responsaveis
por manter as células epiteliais firmemente aderidas a lamina basal, enquanto as juncées
celulares e os desmossomos respondem pelo sistema de adeséo intercelular (ALBERTS et
al., 2004; LODISH et al., 2004).

As jungdes intercelulares especializadas localizam-se em pontos onde existe contato
entre duas células ou entre uma célula e a matriz extracelular. Para que as células
funcionem de maneira integrada num arranjo compacto, sao necessarias estruturas de
adesao especializadas, formadas por CAM agrupadas (LODISH et al., 2004). Ha trés grupos
funcionais de jungbes intercelulares: jun¢des de oclusdo, jungdes aderentes e jungdes
comunicantes (Fig. 2).

Jungao de |
oclusio Membrana
citoplasmatica
lungio | Cintuﬁu-‘{ -
aderente . de ades3o g 1 g o
Eage_1 Fimamentos proteicos F"uru.:
intercelular Espaco - Conexdes

Membranas — = intercelular Membrana
citoplasmaticas citoplasmatica lungBas
adjacentes Comunicantes

Figura 2 - llustracao explicativa das jungdes intercelulares

(Reproduzido e traduzido de MC Graw-Hill Company, Inc.)

Disponivel:http://www.apsubiology.org/anatomy/2010/2010_Exam_Reviews/Exam_1_Review/Ch03_The_Cell_and_Membrane
_Structure.htm)

As juncbes de oclusao tém como principal funcdo selar, hermeticamente, as
membranas entre duas células com intuito de evitar que ions e pequenas moléculas migrem
de um lado para outro do espaco intercelular (LODISH et al., 2004). Ao mesmo tempo,
permitem a passagem de nutrientes selecionados através do epitélio para o fluido
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extracelular. As jungdes de oclusdo sao formadas, principalmente pelas proteinas claudinas
(1-24), ocludinas e tricelulinas (Fig. 3).
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Figura 3- llustracédo explicativa das juncdes de oclusédo intercelular

(Modificada de GUNZEL; FROMM, 2012)
Disponivel: http:/klinphys.charite.de/for721/f_summary_e.htm)

A familia das claudinas representa as principais proteinas constituintes das juncées
de oclusao, ja se descrevendo 24 subtipos diferentes nos tecidos de mamiferos (ALBERTS
et al., 2004). A maioria dos subtipos de claudinas tem importancia capital nos mecanismos
de adesao celular, enquanto outros se relacionam mais a regulacédo do transito de moléculas
entre as células. Na mucosa do trato gastrointestinal as claudinas 1, 2, 3 e 23 sdo as mais
importantes. No célon, as claudinas 1 e 3 parecem ser as principais subclasses envolvidas
nos mecanismos de adesao celular. Estudos demonstraram que o estresse oxidativo pode
ocasionar a ruptura das pontes intercelulares de claudina por um mecanismo tirosinoquinase
dependente (ALBERTS et al., 2004; LODISH et al., 2004; HAORAH et al., 2007). Estudos
analisando a mucosa inflamada de doentes com DIl ou em modelos experimentais de colite
quimicamente induzida encontraram reduc¢do do conteudo tecidual de claudina, o que além
de facilitar a infiltragao bacteriana permitia a migragéo neutrofilica pelo espago intercelular
(HANBY et al., 1996; GASSLER et al., 2001; KUCHARZIK et al., 2001).

A funcao da proteina ocludina ainda é pouco compreendida. Estudos mostraram nas
jungdes intercelulares existe menor contetdo tecidual de ocludina quando comparado ao de
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claudina. Todavia, a formagao do complexo claudina-ocludina é fundamental para manter a
integridade das jungdes de oclusdo entre as células, assim como nos mecanismos de
diferenciagao celular (SAITOU et al., 2000). Ja se demonstrou que 0 aumento na produgao
de citocinas e RLO na mucosa inflamada é reduz a expressdo tecidual de ocludina
interferindo na capacidade de barreira celular. Essa reducdo é considerada um dos
mecanismos encontrados nas DIl (RAO et al., 1997; MANKERTZ et al., 2000; CHAPMAN;
WATERS; MILLER, 2002; RAO et al., 2002).

As jungdes comunicantes, geralmente formadas por uma proteina denominada
conexina, controlam a passagem de moléculas, ions, proteinas, impulsos elétricos ou
quimicos de uma célula a outra, estabelecendo uma complexa rede de comunicagao entre
um grupo de células epiteliais justapostas (Fig. 4). Através dos poros das juncdes
comunicantes existe a passagem de ions e pequenas moléculas entre duas células vizinhas
(LODISH, et al., 2004). E possivel que essas juncdes possuam importancia nos mecanismos
de comunicagdo entre as células, bem como na regulagdo do metabolismo celular,
sinalizacdo e funcionamento das células epiteliais normais e em condigbes patologicas.

Estudos mostraram que a proteina conexina, um dos mais importantes constituintes das

jungdes comunicantes pode ser danificada por RLO sob condi¢cdes de estresse oxidativo

R, 1@(
Conexinas

tecidual (LE et al., 2014).

k. Alteragio da

Jungdes comunicantes ﬁermeabilidade

Figura 4 — Acao do radical OH’, potente RLO, sobre a proteina conexina nas juncdes
comunicantes provocando alteragdes da permeabilidade intercelular.
(Modificada de SPRAY, 2005)

Disponivel: http://home.apu.edu/~jsimons/Bio101/cytology.htm

As jungbes aderentes conectam o citoesqueleto interno de uma célula a outra,
através de um complexo protéico formado pelas proteinas das familias das caderinas, As

cateninas, vinculinas e o-actina. As juncbées aderentes também se comunicam com
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proteinas das vias de sinalizagdo intracelulares capacitando-as a participarem dos
mecanismos de sinaliza¢ao existentes no interior das células (ALBERTS et al., 2004).

As caderinas sao as principais proteinas constituintes das jungdes aderentes.
Pertencem a familia das CAM dependentes de Ca™ e desempenham papel fundamental na
diferenciagédo tecidual, polarizagdo e estratificacdo epitelial (DUBAND, THIERRY, 1990;
ALBERTS et al., 2004; LODISH et al., 2004). J&4 se descreveram mais de 40 tipos de
caderinas segundo o tecido onde sdo encontradas, porém as mais comuns sao as caderinas
E (epitelial), P (trofoblasto) e N (sistema nervoso). A E-caderina, é principal molécula de
ades&o celular encontrada no epitélio célico (GUMBINER; MCREA, 1993). E uma proteina
transmembrana com peso molecular de 120 (kDa), transcrita a partir do gene cdhf,
localizado no braco longo do cromossomo 16 (16922.1) que, caracteristicamente, possui
duplo dominio funcional, um extracelular e outro citoplasmatico (ALBERTS et al., 2004;
LODISH et al.,, 2004). O dominio citoplasmatico da E-caderina se une a uma ou mais
proteinas de ancoramento intracelular, enquanto o dominio extracelular interage com o
dominio extracelular de outra molécula homéloga, proveniente da célula vizinha, por um
mecanismo dependente do Ca*™ (Fig. 5). Os ions Ca™ se posicionam entre cada molécula
de E-caderina, mantendo as proteinas juntas com intuito de constituir um mecanismo de
adesao mais rigido. A E-caderina atua como proteina de adesdo transmembrana ligando,
indiretamente, a actina do citoesqueleto de duas células vizinhas. No dominio citoplasmatico
a E-caderina interage com filamentos de actina de forma indireta, por meio de um grupo de
proteinas de ancoramento denominadas cateninas, localizadas no citoplasma celular,
paralelas ao folheto interno da membrana plasmatica (Fig.6). No epitélio célico normal o
maior contingente da proteina E-caderina se expressa nas juncdes de aderéncia situadas
logo abaixo das jun¢des de oclusdo na superficie apical das células. Estudos utilizando
técnicas imunoistoquimicas demonstraram que a E-caderina é encontrada, principalmente,
nas membranas das células epiteliais especializadas voltadas para a luz intestinal
(NAGAFUCHI, TAKEICHI, 1988; DORUDI et al., 1993; JANKOWSKI; BEDFORD; KIM, 1997;
JANKOWSKI et al., 1998).
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Membrana celular alfa-catenina
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) B-catenina
B-catenina

Figura 5 - Conexao entre duas moléculas da proteina E-caderina no espaco intercelular
(dominio intercelular) (Modificada de PECINA-SLAUS, 2010)

Disponivel: http://www.cancerci.com/content/3/1/17/figure/F2
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Figura 6 - Proteinas P-120, B-catenina, a-catenina conectadas a proteina actina no

citoplasma (dominio intracelular) e & proteina E-caderina no espaco intercelular.

Disponivel: http://www.wormbook.org/chapters/www_cadherinsuperfam/cadherinsuperfam.html

Para que ocorra o ancoramento entre a E-caderina e a actina do citoesqueleto
celular, proteinas da familia das cateninas (a-catenina, p-catenina, y-catenina e p120) séao

imprescindiveis. As cateninas comunicam o dominio citoplasmatico da E-caderina com a
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actina celular por meio de interagcbes entre as diferentes isoformas da proteina
(NAGAFUCHI, TAKEICHI, 1988; OZAWA RINGWALD; KEMLER, 1990; DEMETTER et al.,
2000). A B-catenina é uma proteina codificada pelo gene ctnnb1 localizado no brago longo
do cromossomo 8 (89g32) com peso molecular de 88 kDa. A isoforma B-catenina apresenta
dupla fungdo nas células, pois além de contribuir para mecanismos de adesao intercelular
tem importancia no sistema de sinalizagdo celular mediado pela via de sinalizacdo Wnt
(ALBERTS et al.,, 2004). Quando existe dano as pontes de E-caderina no espaco
intercelular, ocorre acumulo de B-catenina livre no citoplasma celular. O maior contingente
citoplasmatico faz com que a B-catenina migre para o interior do ndcleo celular induzindo a
transcricdo de genes-alvo relacionados a divisdo celular (MORIN et al., 1997). Assim, a B-
catenina além ser componente fundamental das juncdes aderentes participa da via de
sinalizacdo Wnt, responsavel pela indu¢do da divisdo celular (Fig.7). Provavelmente, essa
dupla funcdo tenha importancia relevante nos mecanismos de renovacao das células do
epitélio cdlico, constantemente substituidas durante o processo inflamatério. Estudo e
modelo de CE demonstrou que com a constante necessidade de renovagao das células
epiteliais danificadas por RLO existe maior expressao tecidual de B-catenina na zona
proliferativa das criptas colicas, justamente o local onde se localizam as células tronco
multipontentes, principais responsaveis pelo processo de divisdo celular (MARTINEZ et al.,
2012).
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Figura 7 - A: Juncao de adeséo celular integra. Conteudo intracelular de B-catenina
normal. B; Quebra da juncéo de adesdo com aumento do conteldo citoplasmatico de
B-catenina e migracao para o interior do nucleo estimulando a transcri¢do de genes
de resposta da via Wnt.

(Modificado: Tannishtha, Hans, 2005)

Disponivel: http://www.nature.com/nature/journal/v434/n7035/full/nature03319.html

Varios mecanismos sao capazes de destruir as juncbes aderentes no epitélio colico.
Dentre esses mecanismos o estresse oxidativo possui lugar de destaque (PARRISH et
al.,1999). Estudos mostraram que exposicdo da mucosa célica a altas concentracbes de
RLO pode oxidar o ion Ca*™ que mantém unidas as moléculas de E-caderina situadas entre
duas células. Quando existe ruptura das moléculas de E-caderina, pela oxidacdo do Ca™
intercelular, ocorre aumento do conteudo citoplasmatico da B-catenina e,
consequentemente, inducdo da divisdo celular (SCHMEHL et al., 2000; MEYER et al.,
2001). Os RLO também podem dissociar as jungdes entre as proteinas E-caderina e a -
catenina no citosol celular, por um mecanismo tirosino-quinase dependente, o que também
pode ocasionar acumulo citoplasmatico da p-catenina induzindo a divisdo celular
(KATSUBE; TSUJI; ONODA, 2007). Todavia, essa possibilidade é dificil de ser estudada
nos modelos de colite quimicamente induzida, pois a ruptura das jung¢des aderentes pode
ocorrer pela exposicdo das mesmas diretamente aos agentes indutores da colite (TNBS,

acido acético, DSS).
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Recentemente investigou-se experimentalmente a relacdo entre estresse oxidativo
tecidual e o conteludo e padrdo de expressao das proteinas E-caderina e B-catenina em
modelo experimental de CE (KADRI, 2010; MARTINEZ, 2010; FABRIS, 2011; MARTINEZ et
al., 2012; KADRI et al., 2013). Constatou-se que o conteudo de ambas as proteinas reduz
na superficie epitelial do célon excluso e que a expressao da proteina B-catenina
(responsavel pela inducdo da expressdo de genes relacionando a divisdo celular)
aumentava na regiao proliferativa das criptas coélicas, responsaveis pela reposicao celular do
epitélio danificado.

2.3 Colite de exclusao

A CE caracteriza-se pela presenca de processo inflamatorio localizado na mucosa
intestinal, de segmentos do célon ou reto desprovidos de transito fecal. Foi descrita em 1981
e a partir de entdo, com o aumento da incidéncia do céncer colorretal (CCR), DII,
diverticulite e com o aumento da violéncia nos grandes centros, vém sendo diagnosticada
com maior frequéncia (GLOTZER et al., 1981; KELI et al., 1997; EDWARDS; GEORGE;
WARREN, 1999). E provavel que a verdadeira incidéncia da CE se encontre subestimada
ao constatar-se que o transito intestinal somente é restabelecido entre 35,5% a 50% dos
enfermos submetidos a colostomia temporaria, condenando os restantes a conviverem pelo
resto de suas vidas com o estoma e os limitantes sintomas da CE (ROIG et al., 2011;
HODGSON et al., 2015). Naqueles pacientes cujo transito & restabelecido, a média de
tempo para a reconstituicao intestinal € de oito meses, tempo mais do que necessario para o
surgimento da CE (HABR-GAMA et al., 1997). A CE é diagnosticada em 91% dos pacientes
submetidos a exame endoscopico sistematico do célon excluso apds trés meses da
confecgdo do estoma e, em 52% deles, apresenta-se com intensidade leve, 40% moderada
e em 8% grave limitando, consideravelmente, a qualidade de vida (WHELAN et al., 1994).

O quadro clinico encontra-se diretamente relacionado a extensdo do segmento
excluso de transito e ao tempo de exclusao fecal. Estima-se que, em média, 95% dos
doentes desenvolvam sintomas apds 36 meses da derivacdo (DAVID et al., 2009). Nos
casos iniciais, a CE pode evoluir de forma pouco sintomatica, contudo, clinicamente, a
maioria dos doentes queixa-se da eliminacdo de sangue e muco pelo célon excluso, dor

abdominal e tenesmo (LU et al., 1995).
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O exame endoscoOpico mostra mucosa célica hiperemiada, congesta, edemaciada,
friavel com apagamento dos vasos sanguineos da submucosa. Nos casos graves
encontram-se Ulceras aftdides indistinguiveis daquelas encontradas na retocolite ulcerativa
inespecifica. Tais aspectos tornam o diagndstico diferencial problematico, sobretudo nos
pacientes submetidos ao desvio de transito por complicagbes das DIl (GERAGHTY,
TALBOT, 1991).

Microscopicamente a parede coélica dos portadores de CE mostra uma variedade de
aspectos histolégicos, porém sem nenhuma alteracao caracteristica (SOUZA, 2009; SOUZA
et al., 2008). Na maioria deles, observa-se infiltrado inflamatério crénico acompanhado ou
nao de alteragcdes da morfologia das glandulas célicas. Existem alteracées na superficie
epitelial onde as células encontram-se afastadas, formando solu¢des de continuidade no
espaco intercelular. O indice de apoptose nas células da superficie apical é maior quando
comparado ao da mucosa provida de transito fecal. Detectam-se abscessos nas criptas
intestinais nos locais que recobrem areas com hiperplasia linféide nodular, considerada a
alteragao histolégica mais caracteristica (Fig.8) (MURRAY et al., 1987; YEONG et al.,1991).
O desenvolvimento de displasias nas criptas pode ser encontrado, mas, curiosamente, de
modo distinto ao que ocorre nos portadores de retocolite ulcerativa, o desenvolvimento de
neoplasias epiteliais nos segmentos exclusos de transito, por doengas distintas das DIl ou
CCR, é incomum (SOUSA et al., 2008; SOUZA et al., 2009). Uma das possiveis explicacdes
para esse menor risco, relaciona-se ao fato de que nos portadores de CE a agresséao a
mucosa por agentes quimicos e bioldgicos € menor devido a exclusao fecal.
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Figura 8- Segmento da parede cdlica obtido um paciente com CE. Existe
perda epitelial na superficie mucosa (seta vermelha), infiltrado inflamatério
(seta amarela), congestdo vascular (seta branca) e hiperplasia linféide
nodular (seta preta). (H.E. 100x).

O Laborat6rio de Investigacdo Médica da Universidade Sao Francisco, ha mais de 10
anos vem estudando as principais alteracées histoldégicas em modelo experimental de CE
(SOUZA, 2008; SOUZA et al., 2009). Os resultados dessa linha de pesquisa vém mostrando
que a exclusao do transito fecal, ocasiona alteragdes histolégicas nas diferentes camadas
que compde a parede célica. No célon excluso de transito, demonstrou-se reducao
significativa da altura das glandulas célicas, aumento da espessura das camadas muscular
da mucosa e submucosa, maior grau de inflamagcao e formagéo de ulceragbes epiteliais.
Todas essas alteragbes mostravam-se relacionadas ao tempo de exclusao fecal (SOUZA,
2008; SOUZA et al, 2009). Posteriormente, com o objetivo de verificar se a derivagdo do
transito fecal interferia no contelddo e padrao de expressao da camada de muco que recobre
o epitélio intestinal e que representa sua primeira linha de defesa, avaliou-se a populagao de
células caliciformes e o padrao histoquimico da expressao dos principais tipos e subtipos de
mucinas, comparando segmentos com e sem transito fecal. Constatou-se, comparando o
numero de células caliciformes presentes nas glandulas célicas em segmentos com e sem
transito fecal, que ocorria reducdo significativa da populagdo dessas células no célon
desprovido de transito fecal (MELLO et al., 2012). A diminuicdo no nudmero de células

caliciformes reduzia conteudo e modificava o padrdo de expressdo de mucinas neutras e
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acidas nas glandulas intestinais (NONOSE, 2009; NONOSE et al., 2009). Essa redugao se
dava principalmente a custa das mucinas &cidas (NONOSE et al., 2009). Posteriormente,
com o objetivo de avaliar, isoladamente, os subtipos de mucinas acidas (sialomucinas e
sulfomucinas), comparando segmentos providos e desprovidos de transito fecal, mostrou-se
que havia redugéao significativa na quantidade de ambos os subtipos nos segmentos sem
transito, existindo predominio das sulfomucinas e desaparecimento das sialomucinas
(MARTINEZ et al., 2010a). Cabe destacar que este padréo de expressdo das mucinas na
CE é diametralmente oposto ao encontrado na colite ulcerativa e no CCR, onde existe
predominio de sialomucinas. E possivel que essa diferenca possa ser considerada como um
aspecto peculiar da CE (KELI et al.,, 1997). O resultado desse estudo sugeriu que a
modificacdo no padrdo de expressdo tecidual dos subtipos de mucinas acidas -
desaparecimento das sialomucinas - pudesse ser considerada um marcador histoquimico
promissor para o diagnéstico histolégico da CE (MARTINEZ et al., 2010a).

Os mecanismos etiopatogénicos da CE ainda ndo se encontram totalmente
esclarecidos. Estudos vém demonstrando, a semelhanga do que ocorre na retocolite
ulcerativa, a importancia dos AGCC na prevengao e tratamento da CE (NEUT et al., 1995;
MORTENSEN, CLAUSEN, 1996; SCHEPPACH et al., 1997; KIELY et al., 2001). Os AGCC
sao formados a partir da fermentagéo de fibras vegetais dietéticas por bactérias existentes
na luz intestinal. Representam a principal fonte energética para as células epiteliais da
mucosa célica. Assim sendo, a nutrigdo da mucosa ocorre, principalmente, pela absorcao e
metabolizacdo dos AGCC provenientes da luz intestinal. Como fonte energética a mucosa
intestinal os AGCC possuem papel mais importante que o substrato fornecido a partir do
suprimento sanguineo, respondendo por 80% de todo combustivel energético fornecido a
mucosa intestinal (ROEDIGER, 1990). A derivacao do transito intestinal impede a passagem
dos AGCC para o segmento excluso, fazendo com que as células epiteliais ndo possam
dispor de seu principal substrato nutritivo. Com isso, as células passam a usar a glutamina,
como fonte energética alternativa, oferecida pela circulacdo sistémica (VELAZQUEZ et
al.,1997). Todavia, o suprimento sanguineo parece ser incapaz de assegurar todo substrato
energético necessario, ocasionando alteragdes importantes no metabolismo bioquimico para
obtencao de energia (fosforilagdo oxidativa). Essa alteracao metabdlica aumenta a formacgao
de RLO e radicais livres de nitrogénio, substancias toxicas e determinantes da agressao
inflamatéria tecidual. A melhora clinica e histologica da CE, apds restabelecimento do
transito intestinal ou administracdo de enemas com AGCC no segmento excluso, reforgca
essa evidéncia (OLIVEIRA-NETO e AGUILAR-NASCIMENTO, 2004; NASSRI et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2010; PACHECO et al., 2012).
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Dentre os AGCC, o butirato representa o substrato energético mais importante. No
colon distal, sua absorcdo ocorre predominantemente por difusdo passiva possuindo
importante papel na prevencdo de algumas formas de colite. Os AGCC estimulam o
crescimento normal das células do epitélio cdlico, influenciam a motilidade, aumentam o
fluxo sanguineo mucoso e favorecem a cicatrizagdo de lesées da parede intestinal. J& se
demonstrou a influéncia dos AGCC na melhora das alteracdes histolégicas em modelos
experimentais de CE (OLIVEIRA-NETO E AGUILAR-NASCIMENTO, 2004; NASSRI et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2010; PACHECO et al., 2012). Todos esses aspectos reforcam a
importancia dos AGCC no tratamento e prevengédo das DII. E possivel que a reconstrugdo
do transito intestinal, restabelecendo o fornecimento de AGCC, restitua 0os mecanismos
habituais de obtencdo energética pelas células, diminuindo a formacdo de RLO e,
consequentemente, o dano infamatério a mucosa célica (MARTINEZ, 2010). Os AGCC
parecem também exercer papel protetor no desenvolvimento de neoplasias pois, em virtude
de sua agao antioxidante, reduz o dano ao DNA das células epiteliais (SERIL et al., 2003).

Recentemente foi proposto que o mecanismo inicial responsavel pela lesdo do
epitélio colico em doentes com retocolite ulcerativa encontra-se relacionado a produgédo de
niveis elevados de RLO pela propria célula epitelial da mucosa célica com alteragbes de seu
metabolismo energético celular (PRAVDA, 2005). Esta possibilidade foi confirmada quando
se mostrou que nos segmentos exclusos de transito fecal, existe aumento significativo da
producdo de RLO (MARTINEZ et al.,, 2010b). O estresse oxidativo resultante piora a
inflamagao na parede célica e relaciona-se a quebra das moléculas de adesao intercelular
celular, ocasionando redugao no conteudo das proteinas das jun¢des de oclusao (claudina e
ocludina) e das juncdes aderentes (E-caderina e B-catenina) nas glandulas célicas (FABRIS,
2011; MARTINEZ et al., 2012; KADRI, 2010; KADRI et al., 2013; MARTINEZ et al., 2014).
Todas essas evidéncias sugerem que o estresse oxidativo provoca ruptura dos diferentes
mecanismos de defesa morfolégica que compdem a barreira mucosa célica. A semelhanca
do que ocorre na CE, outros estudos também encontraram alteracdes nas proteinas de
adesao celular em portadores de retocolite ulcerativa (MEES et al., 2009). A melhora das
alteragbes histolégicas da mucosa exclusa de transito apds a administragdo tdpica de
substancias com agao antioxidante € uma evidéncia consideravel para a agdo dos RLO
sobre os sistemas de adeséao intercelular (CALTABIANO, 2010; CALTABIANO et al., 2011;
CUNHA et al., 2011; MARTINEZ et al., 2013).
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2.4 Colite e estresse oxidativo

A literatura atual vem dando importancia crescente ao papel dos RLO na etiopatogenia
de diversas inflamatérias e neoplasicas (SHAMI; MOREIRA, 2004). Nos ultimos anos
demonstrou-se, de maneira inequivoca, que os RLO estéo relacionados a etiopatogenia das
DIl representadas, principalmente, pela retocolite ulcerativa (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
PRAVDA, 2005; BERRA; MENK, 2006; MOEINIAN et al., 2014; PIECHOTA-POLANCZYK;
FICHNA, 2014). A relacdo entre RLO e DIl vem despertando cada vez mais curiosidade,
fazendo com que cada vez mais estudos avaliem o papel dos RLO nas etapas iniciais da
agressao a mucosa intestinal em portadores dessas enfermidades (SHEENAN;
BRYNJOLFSSON, 1960; BONDY; LE BEL, 1993; CADENAS; DAVIES, 2000; CETINKAYA
et al., 2005; SIES, 2014).

Os RLO séo constantemente formados durante o metabolismo energético das células
vivas. Habitualmente, a célula possui defesas antioxidantes naturais, enzimaticas e nao
enzimaticas, que atuam contra a toxicidade desses radicais sendo responsaveis pela
manutencao do equilibrio entre a producao e eliminagdo dos agentes oxidantes (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; BERRA; MENK, 2006). Todavia, em certas condi¢cdes, quer pela
diminuicdo da capacidade antioxidante do organismo, quer pelo aumento exagerado na
producao de RLO, ocorre desequilibrio determinando o aparecimento de fenémeno conhecido
como estresse oxidativo (MARTINEZ et al., 2010b). Ja se demonstrou que 0s sistemas
antioxidantes existentes na mucosa do co6lon sao deficientes, quando comparado ao de outros
orgaos e tecidos, determinando maior vulnerabilidade ao estresse oxidativo (THAM; WITHIN;
COHEN, 2002). A possibilidade de a colite ser ocasionada por RLO ja é conhecida ha varios
anos, quando se verificou que a infusdo de peréxido de hidrogénio (H.O.), um potente
formador de RLO, no interior do célon e reto, é seguida por grave quadro de colite,
histologicamente muito semelhante a retocolite ulcerativa e a CE (HOFFMANN et al., 2003;
MARQUES et al., 2010).

Teorias relacionando a etiopatogenia da retocolite ulcerativa a distarbios imunol6gicos
foram propostas, contudo, todas falharam em explicar, claramente, os mecanismos iniciais
envolvidos na agressao inicial ao epitélio célico (HENDRICKSON; GOKHALE; CHO, 2002).
Essas teorias nado apresentaram bases experimentais concretas para esclarecer o
mecanismo inicial de agressdo ao epitelial e ndo foram capazes de explicar todos os
aspectos histolégicos e bioquimicos desencadeantes da doenca. Apesar do infiltrado

inflamatério celular ter sido encontrado na maioria dos portadores de retocolite ulcerativa,
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ndo existia uma teoria capaz de explicar satisfatoriamente o mecanismo de quebra da
eficiente barreira epitelial, que possibilitaria a migragdo de bactérias para o interior da
camada submucosa e a consequente deflagragdo da resposta inflamatéria. Diante destas
evidéncias, em 2005, foi proposta a Teoria por Indugao de Radicais (Radlical Induction Theory)
para explicar os fenbmenos iniciais que precedem a infiltragao inflamatéria da mucosa
intestinal em portadores de retocolite ulcerativa (PRAVDA, 2005). Segundo o autor, a
agressao inicial a mucosa desencadeadora da doenca € atribuida a producdo aumentada de
RLO, pela prépria célula epitelial da mucosa com modificagdes em seu metabolismo
energético. Essa producdao aumentada de RLO, aliada as deficiéncias do sistema antioxidante
intracelular do célon, possibilita a formacdo exagerada do radical hidroxil OH". O radical OH
em excesso, difundindo-se pelo interior da célula, ocasiona lesdo das diferentes linhas de
defesa da barreira, permitindo a migracéo de antigenos e bactérias existentes no interior da
luz intestinal para a intimidade da submucosa estéril (PRAVDA, 2005). Na tentativa de
combater a infiltragao bacteriana, leucocitos migram para o interior da parede intestinal, dando
origem ao processo inflamatério encontrado na doenca. Enzimas citoliticas liberadas pelo
processo inflamatorio, aliadas a maior producdo de RLO decorrentes da infiltragao neutrofilica
alterariam, ainda mais, a permeabilidade seletiva (MILLAR et al., 1996; SHERIDAN et al.,
1996). Contudo, o proprio autor em seu artigo original, chamou a atencao para a dificuldade
em demonstrar, com os modelos experimentais de colite habitualmente utilizados, as etapas
iniciais de sua teoria (PRAVDA, 2005). Até entdo, nenhum modelo adotado para o estudo da
retocolite ulcerativa era capaz de reproduzir, com fidelidade, as etapas iniciais da agressao a
mucosa colica. A maioria deles partia da agressao quimica ao epitélio mucoso, nao levando
em conta a possibilidade de que a formagao aumentada de RLO, pela prépria célula epitelial
com metabolismo energético alterado, pudesse estar relacionada a agressao inicial. Nesses
modelos a lesdo da mucosa célica é provocada pela infusdo de substancias quimicas que
destroem a barreira epitelial (HOFFMANN et al., 2003). Desse modo, modelos que empregam
a infusdo de acido acético, H,O,, sulfato de dextrana (DSS), acido trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS) séao limitados na sua capacidade de reproduzir a etapa inicial (producao aumentada
de RLO pelas células epiteliais) que antecedem a infiltracdo leucocitaria. Todos esses
modelos ndo consideram evidéncias recentes de que a agressao inicial surge a partir de
disturbios metabdlicos da propria célula epitelial, representando, portanto, apenas etapas
subsequentes da etiopatogenia da retocolite ulcerativa. Da mesma forma, por destruirem os
mecanismos de adesao celular ndo permitem verificar se poderiam danificar as proteinas

constituintes da barreira epitelial célica.
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Em 2008, foi proposto um modelo de colite baseado na supressao do fornecimento de
AGCC a mucosa colica (SOUSA et al., 2008). Neste modelo a agressao ao epitélio colico era
provocada apenas pela exclusdo fecal, sem a instilagdo de qualquer agente lesivo
(MARTINEZ et al., 2010b). Os resultados encontrados mostraram que a derivagao do transito
fecal aumentava significativamente a producdo tecidual de RLO. O estresse oxidativo
resultante estava relacionado as alteracdes histolégicas caracteristicas da CE e semelhantes

as encontradas em formas leves de retocolite ulcerativa.

2.5 Colite de exclusao e estresse oxidativo

Apesar de serem consideradas entidades clinicamente distintas, a CE e a retocolite
ulcerativa apresentam varios aspectos semelhantes quando se consideram a
sintomatologia, aspectos endoscépicos, histolégicos e as propostas terapéuticas. O
denominador comum de ambas é o intenso processo inflamatério na mucosa célica que
piora com o passar do tempo. A CE vem sendo considerada como uma sindrome de
deficiéncia nutricional das células epiteliais. Reforca essa possibilidade, resultados de
estudos experimentais demonstrando que a interferéncia no metabolismo normal dos
colondcitos, pelo uso dos inibidores da (-oxidagdo dos AGCC, pode ser um dos eventos
iniciais no aparecimento da colite e que os RLO se encontram relacionados a colite
experimental (AGARWAL; SCHIMMEL, 1989; CHRISTL et al., 1996). As semelhancgas se
tornam mais claras ao se constatar que a infusdo de agentes nutrientes como o butirato ou
antioxidantes como o acido 5-aminosalicilico (5-ASA) e a n-acetilcisteina (NAC) é estratégia
terapéutica eficaz no tratamento de ambas as enfermidades (TRIANTAFILLIDIS et al., 1991;
TRIPODI; GORCEY; BURAKOFF, 1992; LIU et al., 2001; CALTABIANO, 2010;
CALTABIANO et al., 2011; MARTINEZ et al, 2013). Da mesma forma, quando se utilizou o
sucralfato, substancia que também possui acdo antioxidante e cicatrizante tecidual verificou-se
melhora das alteragdes histolégicas na CE experimental (PEREIRA et al., 2013; CHAIM, 2014;
CHAIM et al., 2014; BONASSA, 2015; BONASSA et al, 2015). Recentemente demonstrou-se
que a aplicacdo de enemas com sucralfato, além de reduzir a infiltragdo neutrofilica na
mucosa do colon excluso, diminui os niveis de estresse oxidativo tecidual (MARTINEZ et al.,
2015b). Essas evidéncias sugerem, no minimo, a existéncia de bases etiopatogénicas
semelhantes entre CE e colite ulcerativa. Contudo, estudos experimentais e em seres
humanos geralmente limitam-se a andlise qualitativa e quantitativa das alteracdes
histolégicas encontradas na CE, ou a eficicia de varias substancias no tratamento da
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doenga. Nao levam em conta que as alteragdes histolégicas que se desenvolvem na CE,
modificagdes da barreira de muco que recobre o epitélio cdlico e a ruptura das proteinas das
jungdes de oclusdo e de aderéncia possam estar relacionadas aos maiores niveis de
estresse oxidativo. Diante dessa evidéncia, aventou-se a possibilidade de avaliar a agéao de
varias substancias antioxidantes com intuito de verificar se elas poderiam, diminuindo o
estresse oxidativo tecidual, preservar a integridade da barreira epitelial e,
consequentemente, evitar o desenvolvimento da CE.

Inicialmente foram testadas duas substancias sintéticas, o 5-ASA e a NAC em
modelo experimental de CE. Constatou-se que a aplicagcdo de enemas com ambas as
substancias reduziam os niveis de dano oxidativo e melhoravam, significativamente, o grau
de inflamagéao tecidual (CALTABIANO, 2010; CALTABIANO et al, 2011; MARTINEZ et al.,
2013). A melhora da inflamagédo estava relacionada a concentragdo utilizada das
substancias, bem como ao tempo de intervencao. Contudo, o uso do 5-ASA e da NAC
apresenta como principais limitagées seu custo e efeitos colaterais (CALTABIANO et al.,
2011). Com o objetivo de testar substancias com menor custo e efeitos colaterais avaliaram-
se os efeitos antioxidantes de extratos naturais. Inicialmente estudaram-se os efeitos da
aplicacao por enemas contendo extrato aquoso de llex paraguariensis. Verificou-se que a
substancia apresentava efeitos terapéuticos reduzindo os niveis teciduais de estresse
oxidativo e melhorando as alteragées histologicas (CUNHA et al., 2011).

Recentemente, uma série de estudos vem demonstrando que a curcumina,
substancia obtida a partir do processamento do rizoma da Curcuma longa, por sua
destacada agao antioxidante e anti-inflamatéria vem sendo utilizada tanto em modelos de
colite quimicamente induzida, quanto em portadores de DII. Esses estudos vém mostrando
resultados promissores (KUMAR et al., 2012; LIU et al.,, 2013; SAREEN et al., 2014;
SINGLA et al., 2014; VECCHI BRUMATTI et al., 2014; LANGHORST et al., 2015). E
possivel que a agado antioxidante da substancia possa neutralizar a maior produgao de RLO
pelas células da mucosa célica exclusa de transito intestinal, preservando a integridade dos
mecanismos de defesa da barreira epitelial célica e, em particular, das moléculas de adesao
celular. Entretanto, a curcumina ainda nao foi testada em modelos de CE.
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2.6 Curcuma longa (curcumina)

A Curcuma longa (Curcuma longa L.) € uma planta herbacea, perene, pertencente a
ordem das Zingiberales e da familia Zingiberaceae (MAY et al., 2005). A planta é originaria
do sudeste da Asia (india e Indonésia), tendo sido introduzida no Brasil na década de 80
(ALMEIDA, 2006). A planta atinge em média 120 a 150 centimetros de altura em condigoes
favoraveis de clima e solo. As folhas sdo grandes e emanam um perfume agradavel quando
amassadas. Possuem peciolos tdo compridos quanto os limbos, que reunidos em sua base
formam o pseudocaule. O rizoma é a regido mais importante e de interesse comercial da
planta, pois é dela que se extraem diferentes substancias com propriedades farmacolégicas
(Fig.9) (ALMEIDA, 2006). O rizoma externamente apresenta uma coloracao esbranquigada
ou acinzentada e internamente uma coloracdo amarelada (as vezes alaranjada) intensa. Do
rizoma saem as folhas com ramificagdes laterais compridas e as hastes florais (Fig. 10).

O cultivo da Curcuma longa é relativamente facil de ser feito. Depois de adaptada ao
local, a cultura da planta se alastra facilmente, pois o rizoma principal emite numerosos
rizomas laterais. A Curcuma longa uma planta muito resistente e dificil de ser destruida. A
colheita deve ocorrer na época em que a planta perde a parte aérea, depois da floragao.
Nesta fase, os rizomas apresentam pigmentos amarelos intensos. A planta reproduz-se por
pedacos dos rizomas que apresentam gemas (olhos) com plantio em solo argiloso, fértil e de
facil drenagem. A Curcuma longa também é conhecida popularmente com outros nomes
sendo os mais utilizados agafrdo-da-india, agafroa, tumérico, mangarataia, batatinha
amarela, gengibre dourado e gengibre amarelo.

Figura 9- Curcuma longa: caule folhas, rizoma e seu extrato



40

Figura 10 - Plantacdo de Curcuma longa no Brasil

O principal composto obtido do extrato obtido do rizoma da Curcuma longa T. é
conhecido como curcumina ou diferuloilmetano. O pigmento, de formula quimica 1E,6E) -
1,7-bis-(4-idrossi-3-metossifenil)-epta-1,6-dien-3,5-dione é um pé amarelo-alaranjado, de
sabor amargo e aroma picante, insolivel em agua em seu estado natural e responsavel pela
coloragédo amrelada da raiz (Fig.11). A curcumina foi inicialmente identificada por Lampe e
Milobedzka em 1910 (JURENKA, 2009). Na realidade sao trés os pigmentos presentes no
extrato da raiz da planta: curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina, nas
proporgoes de 60%, 22% e 18%, respectivamente (ALMEIDA, 2006). O extrato da planta
possui uma concentracao 18 vezes maior dos compostos naturais quando comparado aos
encontrados na raiz da planta nativa. A curcumina, o pigmento presente em maior
quantidade, é comumente usada como corante para comida sendo um dos ingredientes
contidos no p6 de curry, especiaria muito utilizada na culinaria indiana. O extrato do rizoma
ainda apresenta 0leos volateis (tumerone, atlantone e zigiberone) e resinas (JURENKA,
2009).

H

Bisdesmetoxicurcumina DesmetoXxicurcumina Curcumina

Figura 11 - Férmulas quimicas estruturais dos principais pigmentos encontrados no extrato
de Curcuma longa.
O quadro 1 mostra as principais substancias encontradas no extrato de Curcuma longa.
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Quadro 1- Principais substancias encontradas no extrato de Curcuma longa
(quantidade por 100g do extrato)

Calorias 354
Lipidios 109

Gordura saturada 3,19

Gordura poliinsaturada 2,29

Gordura monoinsaturada 1,79
Colesterol 0
Sddio 38mg
Potassio 2.525mg
Caélcio 183mg
Magnésio 193mg
Carboidratos 659
Fibras dietéticas 219
Proteinas 89
Acucar 3,29
Acido ascérbico 25,9 mg
Ferro 41,4 mg
Vitamina B6 1,8 mg

O incentivo a utilizagdo da curcumina como substancia com propriedades medicinais,
€ apoiado quase que exclusivamente por sua secular utilizagdo como medicamento natural
com propriedades anti-inflamatérias pela medicina Ayurvédica (FOLTZ-GRAY, 2005;
JURENKA, 2009). Diversas propriedades medicinais tém sido atribuidas ao extrato da
Curcuma longa. Na india, a planta tem sido usada ha séculos, como medicamento para o
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tratamento de dermatites, doencas dispépticas, doencas musculares e artrite (CHANDRA,
GUPTA, 1972; ALMEIDA, 2006; JURENKA, 2008). Na China, a curcumina é utilizada como
analgésico, antifisético, antiespasmédico e vermifugo (JURENKA, 2009). Na Europa, a
curcumina ja foi utilizada no tratamento da dispepsia, uveite anterior crbnica e na
erradicacao da Helicobacter pylori (KOOSIRIRAT et al., 2010). Nos Estados Unidos, a
curcumina é liberada pelo FDA e vem sendo estudada com interesse crescente em
pesquisas sobre o mal de Alzheimer, déficit de memdria em animais de experimentagéo,
artrite experimentalmente induzida, osteoartrite, diabetes e, principalmente, cancer do figado
e colorretal (SHAKIBAEI et al., 2013; XU et al, 2013; AHMED; GILANI, 2014;
CHUENGSAMARN et al., 2014; MOURTAS et al., 2014; NEERATI; DEVDE; GANGI, 2014;
NONOSE, 2011; NONOSE et al, 2014; PANAHI et al., 2014; WANG et al., 2014; ZANG et
al., 2014; ZHAO et al., 2014). O diferuloilmetano, principio ativo da curcumina, € um polifenol
natural isolado do rizoma da planta Curcuma longa que apresenta importante acao
antioxidante por remver RLO formados durante a resposta inflamatéria. Nos dltimos anos,
extensas pesquisas in vitro e in vivo vém sugerindo que por essa acgao antioxidante a
substancia possui efeito anticarcinogénico sendo capaz de reduzir o dano oxidativo ao DNA
celular e, consequentemente o desenvolvimento de mutagbes, bem como reduzir a
expressao nuclear de B-catenina e citocinas pré-inflamatérias (FU et al., 2008; MANDAL et
al., 2009; SAMUHASANEETO et al., 2009; VILLEGAS; SANCHEZ-FIDALGO; DE LA
LASTRA, 2011; MURAKAMI et al., 2013). A Figura 12 ilustra as principais enfermidades

onde a curcumina mostrou efeitos terapéuticos benéficos.
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Figura 12 - Potenciais efeitos terapéuticos da curcumina (Modificado de AGGARWAL,;
SUNG, 2008)

Disponivel: http://www.homeoterapica.com.br/noticias.php?noticia=7

Sugimoto et al., (2002), foram os primeiros autores a avaliarem em camundongos 0s
efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes da curcumina em modelo de colite induzida por
TNBS. Os autores verificaram que a administragdo oral de curcumina preveniu e melhorou
as alteracbes inflamatérias na colite experimental, sugerindo que a substancia poderia
apresentar potencial efeito terapéutico para o tratamento de doentes com DII. A partir deste
estudo pioneiro, uma série de autores avaliaram os efeitos da curcumina isolada ou
associada a outras substancias com potencial anti-inflamatério em diferentes modelos
experimentais de colite quimicamente induzida (SALH et al., 2003; UKIL et al., 2003; JIANG
et al., 2006; ZHANG et al., 2006a; ZHANG et al., 2006b; CAMACHO-BARQUERO et al.,
2007; DEGUCHI et al., 2007; MARTELLI et al., 2007; VENKATARANGANNA et al., 2007;
BILLEREY-LARMONIER et al., 2008; LARMONIER et al., 2008; ARAFA et al., 2009;
LUBBAD; ORIOWO; KHAN, 2009a; LUBBAD; ORIOWO; KHAN, 2009b; NONES et al., 2009;
YADAV et al., 2009; UNG et al., 2010; LARMONIER et al., 2011; VILLEGAS; SANCHEZ-
FIDALGO; DE LA LASTRA, 2011; MIDURA-KIELA et al., 2012; MOUZAOUI; RAHIM;
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DJERDJOURI, 2012; LIU et al., 2013; TOPCU-TARLADACALISIR et al., 2013; YANG et al.,
2013; ZENG et al., 2013).

Esses estudos de uma maneira geral mostraram a curcumina apresenta multiplos
mecanismos de acdo. A substancia apresenta um eficiente mecanismo antioxidante, tanto
removendo do tecido RLO produzidos em excesso (scavenging free radicals) quanto
aumentando e estimulando a acdo dos sistemas antoixidantes teciduais. A curcumina
interfere em multiplas vias de sinalizacao celular, particularmente as vias da quinases.
Reduz a produgédo tecidual de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B), inibe a infiltragéo
neutrofilica, reduzindo a atividade da mieloperoxidase (MPO) nos tecidos. Da mesma forma
reduz a atividade da COX-1, COX-2, PGE-2, PCR, TNF-a, IFN-y, iNOS e, principalmente,
inibe o fator de transcricdo NF-kB (BALIGA et al., 2012). Estudos ainda mostram que a
curcumina é capaz de modular proteinas relacionadas aos mecanismos de adesao celular
(GUPTA et al., 2013). Nas ultimas décadas estudos clinicos também vém mostrando que a
administragdo de curcumina associada as drogas habitualmente empregadas para o
tratamento das DIl (mesalazina ou sulfasalazina) € eficaz, bem tolerada e capaz de ajudar
na manutencdo de uma remissao clinica sustentada, prevenindo recidivas da doenga e
reduzindo seus indices de atividade (BALIGA et al., 2012). Um recente estudo duplo cego e
randomizado avaliou os efeitos a aplicagdo de enemas contendo curcumina associada a
administragéo oral do acido 5-ASA, em doentes com colite ulcerativa distal com atividade
moderada. Os resultados mostraram que houve remissdo clinica do quadro inflamatério
apos oito semanas em 43,4% do grupo tratado com a associagdo e em apenas 22,7% dos
doentes do grupo controle que receberam clisteres com SF 0,9% e acido 5-ASA por via oral.
Verificaram uma melhora endoscépica em 52,2% dos doentes do grupo da curcumina
comparada com 36,4% do grupo controle. O grupo tratado com curcumina apresentou
melhor evolugdo em termos de resposta clinica (92,9% vs. 50%), remissao clinica (71,4%
vs. 31,3%) melhora endoscopica (85,7% vs. 50%). Os autores concluem que a utilizagao de
enemas contendo curcumina resulta em grande melhora nos indices de atividade da doenga
em portadores de colite distal moderada (SINGLA et al., 2014).

Apesar de se demonstrar os beneficios da aplicagao de enemas com curcumina em
modelos experimentais de colite quimicamente induzida e em portadores de DIl, nenhum
estudo avaliou os efeitos tépicos da substancia em modelos experimentais ou em doentes
portadores de CE. Da mesma forma, apesar de ja ter sido demonstrado os efeitos da
curcumina em modular a expressao tecidual das proteinas E-caderina e B-catenina em
doentes com cancer de mama e colorretal a acdo da substancia ndo foi avaliada em
modelos de CE (JAISWAL et al., 2002; PRASAD et al., 2009; MUKHERJEE et al., 2014).
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Quando se considera que estresse oxidativo tecidual consequente a maior producdo de
RLO pelas células sem suprimento de AGCC é um dos mecanismos etiopatogénicos da CE
por determinar a quebra das proteinas constituintes dos sistemas de jungdes intercelulares
(E-caderina, B-catenina, claudina-3 e ocludina), é possivel que os efeitos antioxidantes da
curcumina possam evitar a ruptura desses sistemas e preservar o contetdo tecidual dessas
proteinas no epitélio célico. Todavia, essa possibilidade, no melhor do nosso conhecimento,
ainda nao foi estudada.

2.7 Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma proteina (enzima) catidénica, com peso molecular de
144kD, formada por dois dimeros idénticos ligados entre si por pontes de bissulfeto, sendo
cada dimero composto de uma subunidade de cadeia leve e uma pesada, com grupos heme
funcionalmente idénticos. E a principal proteina constituinte dos granulos azurdlilos dos
neutréfilos (85%-90% e o restante em mondcitos). Apos o recrutamento de neutréfilos para
um foco de invasao bacteriana a MPO é prontamente liberada apds ativacdo por agonistas
distintos da degranulacao neutrofilica. A MPO, por meio de reagdes com o H,O,, forma RLO
e outras substancias oxidantes difusiveis com atividade bactericida.

A enzima possui papel fundamental na produgcado de RLO e existem evidéncias de
que alguns metabdlitos gerados a partir de reagdes quimicas catalizadas pela MPO possam
estar envolvidos em mecanismos de sinalizagdo celular. Dentre os principais produtos
formados a partir da reagdo da MPO encontra-se o RLO oxigénio singlete, um tipo de radical
importante no combate a patégenos intracelulares. Por aumentar a producdo de RLO nos
tecidos a enzima pode provocar estresse oxidativo tecidual aumentando a intensidade da
lesdo tecidual (MARTINEZ et al., 2015b).

A dosagem tecidual da MPO ¢é utilizada como um marcador especifico para a
avaliacao da presenca de infiltrado neutrofilico nos tecidos inflamados (LONGATTI et al.,
2010; MARTINEZ, 2015b). Seus valores traduzem indiretamente a atividade do processo
inflamatério. A medida do conteudo tecidual da MPO vem sendo utilizada em varios
trabalhos clinicos e experimentais, que estudaram a intensidade do processo inflamatoério,
bem como a agao de diferentes substancias na melhora do indice de atividade inflamatéria
de doentes ou modelos experimentais de colite (LONGATTI et al., 2010). Existem varios
métodos descritos para a avaliacao dos niveis teciduais de MPO, todavia, a maioria deles,
deriva do método descrito por Bradley, Christensen e Rothstein (1982). Neste estudo optou-
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se por avaliar a expressao tecidual da MPO por meio de técnica imunoistoquimica. Achou-
se interessante avaliar o local da parede célica onde existia predominio do infiltrado
neutrofilico, o0 que ndo poderia ser feito utilizando-se um ensaio bioquimico. Outros motivos
para escolha do método imuno-istoquimico foi a familiaridade adquirida com a técnica, bem
como a possibilidade de quantificar-se seu conteldo tecidual por morfometria
computadorizada (MARTINEZ et al., 2015b).
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3 OBJETIVOS

1. Avaliar, em modelo experimental de CE, os efeitos da aplicagdo tdpica do extrato
oleoso de Curcuma longa no conteudo tecidual das proteinas claudina-3, ocludina, E-
caderina e B-catenina nas glandulas da mucosa célica exclusa de transito fecal;

2. Verificar se existe relagdo entre a concentragédo utilizada do extrato oleoso de
Curcuma longa e o conteudo tecidual das proteinas claudina-3, ocludina, E-caderina, B-
catenina e MPO nas glandulas da mucosa coélica desprovida de transito intestinal;

3. Verificar a influéncia do tempo de intervencao tépica com extrato oleoso de
Curcuma longa nas alteragdes inflamatérias e no infiltrado neutrofilico em modelo
experimental de CE.

4. Avaliar o potencial efeito terapéutico da aplicagdo topica de extrato oleoso de
Curcuma longa no tratamento da CE experimental.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Aspectos éticos

Este estudo obedeceu as recomendacgdes da lei Federal N°. 11.794 e as orientagdes
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O Projeto de Pesquisa recebeu a
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Francisco
(Projeto N2 22.11/07). A cépia do parecer encontra-se no ANEXO I.

4.2 Animais de experimentacao

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, pesando entre 300 e 350 g provenientes
do Biotério Central da Universidade Sao Francisco.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, com
controle de temperatura, luminosidade, umidade e ruidos. Na véspera da intervengao
cirlrgica, permaneceram em jejum durante 12 horas, exceto para agua. As gaiolas foram
identificadas com o numero, grupo e subgrupo experimental a que pertenciam e esses
mesmos dados foram tatuados com tinta nanquim, na cauda de cada animal.

Os ratos foram alimentados sempre com a mesma ragao, propria para roedores, €
pesados semanalmente.

Nenhum animal morreu ou foi substituido durante o estudo.

4.3 Técnica Cirurgica

A derivacao do transito intestinal em todos os animais foi realizada sob anestesia
geral pela administracao intraperitoneal de 0,1 mL/100 g de 1:1 (v/v) solugao de quetamina
(50 mg/mL) e xilazina (20 mg/mL). Depois de anestesiados e fixos a mesa cirurgica, foi
realizada a tricotomia e a cavidade abdominal foi aberta por incisédo longitudinal mediana
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com 3 cm de extensdo. A seccao do colon foi realizada 2 cm a jusante do ceco. Apds a
ligadura dos vasos da arcada marginal, seccionou-se o célon direito no ponto escolhido,
exteriorizando-se o segmento proximal, como colostomia terminal na fossa iliaca direita,
fixando-se a colostomia a pele com pontos separados de fio absorvivel monofilamentar 5-0
nos quatro pontos cardinais, e entre eles. Concluida a fixagdo da colostomia proximal, o
segmento caudal do célon direito foi cateterizado e irrigado com 40 mL de solucao fisiologica
0,9% (SF) a 37°C, até que o efluente drenado pelo anus ndo mais apresentasse residuos
fecais (Fig. 13). Terminada a irrigagé@o, o cateter foi removido e o co6lon distal exteriorizado
como uma fistula mucosa distal no hipocondrio direito. O estoma distal foi fixado com a
mesma técnica utilizada no proximal. A sintese da parede abdominal foi realizada em dois
planos de sutura: peritbnio e aponeurose com pontos continuos de fio de nylon 4-0 e a pele

com pontos separados com o mesmo fio.

Figura 13 — Limpeza mecénica anterdgrada do colon distal a ser excluso de transito fecal

(seta)
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4.4 Grupos experimentais

A Fig. 14 mostra o algoritmo de formacao dos grupos experimentais. Os 36 animais
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais com 12 ratos cada. O
primeiro grupo recebeu enemas retais diarios contendo solugéo fisioldégica a 0,9% (grupo
controle). O segundo e o terceiro (grupos experimentais), receberam, diariamente, enemas
contendo extrato oleoso de Curcuma longa (Sigma Aldrich do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil)
em duas concentracbes diferentes: 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia, respectivamente. Em
cada um dos grupos, seis animais foram sacrificados apds duas semanas e 0s outros seis

apds quatro semanas de intervengéo.

Curcumina Curcumina 200
C°“t1"2"e 50mg/Kg/dia mg/kg/dia
n=

n=12 n=12
| | | |

Sacrificio
4 semanas
n=6

Sacrificio
2 semanas
n=6

Sacrificio
4 semanas
n=6

Sarificio
2 semanas
n=6

Sacrificio
4 semanas
n=6

Sacrificio
2 semanas
n=6

Figura 14 - Subdivisdo dos grupos experimentais

4.5 Coleta de Amostras

Duas ou quatro semanas ap6s a intervencdo com as substancias propostas, 0s
animais pertencentes a cada grupo foram anestesiados com a mesma técnica descrita
anteriormente. A cavidade abdominal foi reaberta, removendo-se todo coélon submetido a
irrigacdo com as solugbes de intervencdo nas concentragdes propostas. O espécime
extirpado foi aberto longitudinalmente pela borda antimesentérica, lavado com SF a 37°C e
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dividido longitudinalmente em dois fragmentos com 4 cm de comprimento. Os fragmentos
longitudinais foram sempre retirados de uma distancia padronizada e localizada 2 cm acima
da placa de Peyer. Os dois fragmentos foram fixados com alfinetes em fragmento de cortica
com a superficie mucosa voltada para cima e, encaminhados para estudo histolégico e
histoquimico.

4.6 Analise histolégica

4.6.1 Hematoxilina-eosina

As laminas, obtidas dos animais do grupo controle e experimento (segmentos
providos e desprovidos de transito fecal), foram submetidas a técnicas de coloragdo com
hematoxilina-eosina (HE).

Para a realizagdo da técnica da HE as laminas apés terem sido desparafinadas em
dois banhos sucessivos de xilol, durando dez minutos cada banho, foram submetidas a trés
banhos sucessivos de &lcool absoluto e hidratadas com &gua destilada. A seguir, foram
expostas a hematoxilina de Harris filtrada em temperatura ambiente por um minuto. Apds a
exposicao a hematoxilina de Harris foram submetidas a lavagem continua e cuidadosa com
agua corrente e, posteriormente agua destilada por trés minutos cada etapa e expostas ao
corante eosina por dois minutos a temperatura ambiente. A seguir foram iniciamente lavadas
em agua corrente e posteriormente em agua destilada por mais dois minutos. Terminada
esta etapa foram desidratadas em trés banhos sucessivos de élcool absoluto, e diafanizadas

em xilol. Terminada a diafanizacdo as laminas foram montadas com resina e laminulas.

4.6.2 Técnica imunoistoquimica

Para realizacdo da técnica imunohistoquimica para pesquisa das proteinas E-
caderina, B-catenina, claudina-3, ocludina e MPO no bloco previamente confeccionado,
foram realizados 4 cortes histolégicos adicionais, com 5 y de espessura em todas as
amostras colhidas dos animais dos subgrupos controle, curcumina 50mg/kg/dia e
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200mg/kg/dia) nos dois periodos de exclusdo propostos. Os cortes foram dispostos em
ldminas com margens foscas previamente identificadas com o grupo experimental,
subgrupo, nimero do animal e local do célon de onde o fragmento tinha sido removido. As
ldminas foram desparafinadas, rehidratadas em alcool em concentragdes decrescentes
(absoluto, 95%, 80% e 50%) e lavadas em agua destilada. Depois da lavagem, as laminas
foram submersas em tampao fosfato (PBS) (0,05 M, pH 7,2) por 10 minutos e secas com
papel filtro. Realizou-se bloqueio da atividade de peroxidases endégenas com H,O, a 3%
em camara umidificada, a temperatura ambiente por 10 minutos, seguida por outra lavagem
com PBS por mais 10 minutos. Realizou-se a recuperagao antigénica em recipientes
especiais contendo citrato de sédio 10 mM (pH 6,0) em um banho de agua a 95°C por 45
minutos. A seguir, as laminas foram deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos e,
novamente lavadas em PBS por cinco minutos. Para pesquisa da expressao tecidual da E-
caderina, as laminas foram cobertas com anticorpo primario anti-E-caderina, especifico de
rato, diluido a 1:50 em albumina bovina (1%). Para realizagdo da técnica imunoistoquimica
para pesquisa da proteina B-catenina utilizou-se anticorpo primario monoclonal anti-3-
catenina que reconhece a proteina murina também diluido a 1:50 em albumina bovina (1%).
Para a avaliacdo da expressdo tecidual da claudina-3 utilizou-se anticorpo primario
monoclonal anti-claudina-3 diluido a 1:100 em albumina bovina (1%). Para a avaliacao da
expressao tecidual da ocludina utilizou-se anticorpo primario monoclonal ocludina que
reconhece a proteina murina, também diluido a 1:50 em albumina bovina (1%). Para a
avaliagdo da expressao tecidual da mieloperoxidase (MPQO) utilizou-se anticorpo primario
monoclonal anti-MPO que apresenta reatividade para a proteina murina, também diluido a
1:50 em albumina bovina (1%). As laminas foram cobertas com 100 pL das solugbes
contendo os anticorpos primarios € mantidas em refrigeracdo a 4°C por 24 horas. As
laminas foram cobertas com 100 pL das solu¢des contendo os anticorpos primarios e
mantidas em refrigeracao a 4°C por 24 horas.

Concluida esta etapa, as laminas previamente expostas ao respectivo anticorpo
primario foram entdo lavadas com PBS, incubadas com anticorpo secundério e submetidas
ao complexo de coloracao estreptavidina-biotina-peroxidase por 45 minutos, preparado com
uma diluicdo de 1:100 em PBS. As laminas foram desenvolvidas usando solugédo recém-
preparada contendo tetrahidrocloreto diaminobenzidina (DAB, 10 mg em 10 ml de PBS com
3 mL H,0,), que foi gotejada sobre as laminas e incubada por trés minutos. A seguir foram
lavadas, e contra-coradas com verde de metila por um minuto e, novamente, lavadas em

agua destilada. Terminada a contra coloragao, foram desidratadas por imersdo em solugées
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crescentes de etanol (50%, 80%, 95% e 100%) e xileno. Finalmente, as laminas foram
montadas, rotuladas e mantidas em posigéao horizontal por 24 horas.

Para as proteinas claudina-3, ocludina, E-caderina e 3-catenina a imunocoloragao foi
considerada positiva quando se detectava coloragdo acastanhada difusamente presente,
com pontos de intensidade variavel e distribuicdo homogénea na membrana apical,
basolateral ou citoplasma das células. A coloracdo para a enzima MPO foi considerada
positiva quando se encontrava neutréfilos corados com a coloracdo acastanhada. Como
recomenda o fabricante, o controle negativo para a imunocoloracao foi realizado sem a
adicao do anticorpo primario e o positivo em tecido de c6lon humano, sabidamente positivo
para as proteinas claudina-3, ocludina, E-caderina e B-catenina. O controle positivo para a
MPO foi realizado em segmento de apéndice vermiforme com apendicite aguda.

4.7 Graduacao inflamatoria

As laminas foram analisadas em microscépio Optico (Eclipse DS-50, Nikon Inc.,
Osaka, Japan), por um patologista experiente em DIl, que ndo tinha conhecimento da
origem do material e dos objetivos do estudo. Foram realizadas fotografias utilizando
sistema digital de videocaptura (DS-Fi-50; Nikon Inc., Osaka, Japan) previamente acoplado
ao microscépio. Para o diagnéstico de CE foram considerados os seguintes parametros
histologicos: perda de superficie epitelial e intensidade do infiltrado inflamatério e infiltrado
neutrofilico. Cada uma das duas variaveis foram estratificadas em: 0 = ausente; + = leve; ++
= moderada e +++ = grave. O valor da soma do resultado encontrado para variavel, apés
leitura de trés campos, formava o escore inflamatério para a presencga de colite. A leitura das
ldminas foi realizada com magnificacdo final de 200x e sempre feita em local onde
existissem pelo menos trés glandulas cdlicas integras. Adotou-se como resultado final para
o escore inflamatério, em cada animal, a média obtida apds a leitura de trés campos
distintos.
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4.8 Quantificacao do conteudo das proteinas

O conteudo tecidual total das proteinas E-caderina, B-catenina, claudina-3, ocludina
e MPO foi mensurado por analise de imagem assistida por computador (morfometria
computadorizada), quantificando-se o contetdo de ambas, em trés criptas colicas contiguas
em trés campos aleatdrios. A imagem selecionada, apdés adequadamente focada, foi
capturada por videocamera acoplada ao microscopico Optico, e analisada pelo programa
NIS-Elements (versdo 3.2) instalado em um computador com boa capacidade de
processamento de imagens (Pentium 4 dual-core, 8 Gbyte de Memoéria RAM (Random
Access Memory), dois Hard Disk de 1 Terabyte, placa de video-captura ASUS).

A quantificacao da proteina foi sempre realizada ap6s a calibragcao do programa para
0 aumento selecionado. A calibracéo foi sempre refeita ap6s a leitura de cada lamina. Para
a quantificacao da densidade de cor encontrada em cada campo selecionado, foi utilizado o
filtro RGB adotando-se todo comprimento de onda que continha a cor marrom (cor que
identificava a imunoexpressao tecidual da proteina). Com o programa, transformou-se a
coloracdo marrom, onde havia a imunoexpressao, na cor branca e o restante do campo de
visdo capturado, sem imunocoloracao, em preto (Fig. 15 e Fig. 16). Os valores encontrados
para o conteudo tecidual da proteina estudada foram sempre expressos em porcentagem
das proteinas por campo analisado. O valor final adotado para os subgrupos controle e
experimento (irrigados com SF ou extrato oleoso de curcumina nas concentragées de 50
mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia) foi sempre representado pelo valor médio, com o respectivo erro
padrao. Todas as imagens selecionadas foram arquivadas para posterior documentagéao
fotografica.
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S A

animal submetido a intervengao com SF 0,9% por 4 semanas (200x).

Figura 16 - Imagem binéria utilizada para quantificagdo da expressao tecidual da proteina
E-caderina (coloracao branca) por andlise de imagem assistida por computador no mesmo
campo histolégico acima descrito (HE 200 x).
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4.9 Analises Estatisticas

Utilizou-se a planilha eletrénica MS-Excel, em sua versao do MS-Office 2013, para
organizagcao dos dados analisados. Para andlise desses dados utilizou-se o pacote
estatistico Biostat, em sua versao 5.4. O nivel de significancia para rejeicao da hipétese de
nulidade foi de 5% (p<0,05). Quando o valor de p foi menor que 5% (p<0,05) o resultado
significante foi identificado com um asterisco (*) ou uma cruz (t). Quando o valor de p foi
menor que 1% (p<0,01) o resultado significante foi identificado com dois asteriscos (**) ou
duas cruzes (t1). O simbolo asterisco (*) foi utilizado sempre que se comparou o grupo de
animais submetidos a intervencdo com extrato oleoso de curcumina em ambas as
concentracdes (50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia) com os animais do grupo controle. O simbolo
cruz (1) foi adotado quando se comparou animais irrigados com extrato oleoso de curcumina
na concentracdo de 50 mg/kg/dia com aqueles irrigados com extrato oleoso de curcumina
na concentracao de 200 mg/kg/dia.

Os valores encontrados para o escore inflamatério e contetdo tecidual das proteinas
claudina-3, ocludina, E-caderina, B-catenina e MPO, nos animais submetidos a intervengao
com SF 0,9%, curcumina 50 mg/kg/dia e curcumina 200 mg/kg/dia, apdés duas e quatro
semanas de intervencdo, foram obtidos por estatisica descritiva. Lembrando que foram
realizadas trés leituras em cada animal. Como cada um dos subgrupos experimentais era
formado por seis animais (n=6), realizou-se 18 leituras para cada proteina, nos animais
submetidos & intervencdo com SF 0,9%, extrato oleoso de curcumina na concentragdo de
50 mg/kg/dia e 200 mg/kg, por dia por duas e quatro semanas. Esses resultados foram
transferidos para cada uma das colunas da planilha de Excel, que identificava em seu
cabecalho, a variavel analisada (escore inflamatério, conteido tecidual de claudina-3,
ocludina, E-caderina, B-catenina e MPO) em cada tempo de intervencdo (duas e quatro
semanas). Os resultados obtidos apds andlise dos dados de cada coluna foram sempre
expressos pela média e respectivo erro padrdo. Esse resultado final pode ser visto no
ANEXO 2.

O valor médio final para o escore inflamatério foi expresso em cruzes (0 a 6 cruzes),
enquanto o valor médio do conteudo tecidual de cada proteina estudada foi expressa em
porcentagem por campo histolégico (%/campo).

Para se comparar o escore inflamatério se separou, inicialmente, os animais em dois
grupos experimentais, segundo o tempo de intervenc¢do: duas semanas e quatro semanas.
Cada um desses dois grupos, por sua vez, foi dividido em trés subgrupos (n=6) segundo
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terem recebido intervencdo com SF 0,9%, curcumina (50 mg/kg/dia) e curcumina (200
mg/kg/dia). Inicialmente compararam-se, de forma pareada, os resultados do escore
inflamatério encontrado cada subgrupo, SF 0,9% x curcumina 50 mg/kg/dia; SF 0,9% x
curcumina 200 mg/kg/dia; curcumina 50 mg/kg/dia x curcumina 200 mg/kg/dia, apdés duas
semanas de intervengdo. Posteriormente, comparam-se também de forma pareada, os
resultados dos animais submetidos a intervengcao com SF 0,9% x curcumina 50 mg/kg/dia;
SF 0,9% x curcumina 200 mg/kg/dia; curcumina 50 mg/kg/dia x curcumina 200 mg/kg/dia
por quatro semanas de intervencdo. Para a comparagcao pareada de duas amostras
pequenas e independentes optou-se pelo teste ndo paramétrico de Mann-Withney.

Com o objetivo de verificar se os valores encontrados para o conteudo tecidual das
proteinas claudina-3, ocludina, E-caderina, B-catenina e MPO, em cada subgrupo
experimental (SF 0,9%, curcumina 50 mg/kg/dia e curcumina 200 mg/kg/dia), apds duas e
quatro semanas de intervengdo, apresentavam distribuicdo normal, utilizou-se o teste de
normalidade proposto por Kolmogorov-Smirnov. Constatou-se que os valores encontrados
em todos os subgrupos experimentais, para todas as proteinas, em ambos os tempos de
intervencdo considerados, apresentavam distribuicdo normal. Como havia distribuicao
normal, utilizou-se o teste t de Student para comparar, dois a dois, o0s resultados
encontrados apds intervencdo com SF 0,9% x curcumina 50mg/kg/dia; SF 0,9% x
curcumina 200 mg/kg/dia; curcumina 50 mg/kg/dia x curcumina 200 mg/kg/dia por duas
semanas. A seguir, obedecendo a mesma metodologia compararam-se os valores
encontrados apos intervengao por quatro semanas de intervencao.

Com objetivo de verificar se existia variagcao no conteltdo das proteinas analisadas
segundo o tempo de intervengédo (duas ou quatro semanas), utilizou-se o teste ANOVA com
pbs-teste de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 Escore inflamatorio

A Fig. 17A representa a mucosa cdlica desprovida de transito fecal submetida a
intervencdo com SF 0,9% por quatro semanas, enquanto a Fig.17B a mucosa irrigada
tambem por 4 semanas. Foi possivel verificar que no colon irrigado com SF 0,9% existia
perda epitelial com formagédo de ulceragcbes superficiais e infiltrado inflamatério na lamina
propria, enquanto nos animais submetidos a intervengdo com curcumina 200 mg/kg/dia a
superficie epitelial manteve sua integridade, sem formagdes de ulceras e menor infiltrado

inflamatério.
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Figura 17 - A: Mucosa célica em segmento desprovido de transito fecal submetido a
intervencdo com S.F. 0,9% por quatro semanas. Notar a formacao de Ulcera epitelial (seta
preta), infiltrado inflamatério entre as glandulas coélicas (seta branca) e dilatagdo do
citoplasma das células caliciformes (HE-400x). B: Mucosa célica em segmento desprovido
de transito fecal submetido a interven¢do com curcumina na concentragao de 200 mg/kg/dia
por quatro semanas. O epitélio é regular, sem formagao de Ulceras na mucosa e com menor

infiltrado inflamatério entre as glandulas (HE-200x).

Ao analisarmos o escore inflamatério na mucosa célica desprovida de transito
intestinal, submetida a intervengédo com SF 0,9%, curcumina 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia

por duas semanas encontramos, em média com respectivo desvio padréo, os valores de
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4,4+1,2, 3,0+1,0 e 2,0+0,7. Esses resultados mostram que a intervengdo com curcumina na
dose de 200mg/kg/dia por duas semanas reduz significativamente o processo inflamatério
na mucosa do colon sem transito fecal (p<0,01). Quando mensurarmos o escore inflamatério
na mucosa célica desprovida de transito intestinal, submetida a intervencdo com SF 0,9%,
curcumina 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia por quatro semanas encontramos, em média com
respectivo desvio padrdo, os valores de 3,6x1,1, 3,0+0,9 e 1,3+0,5. Esses resultados
mostram que a intervengdo com curcumina na dose de 200 mg/kg/dia por quatro semanas
reduz significativamente o escore inflamatério em relacdo aos animais submetidos a
irrigacdo com SF 0,9% (p<0,01) e com curcumina na dose de 50 mg/kg/dia. Verificamos que
houve melhora do escore inflamatério a medida que aumentou-se o tempo de intervencao
apenas quando utilizamos a curcumina em maiores concentrag¢des (p<0,01).

A Fig. 18 representa os resultados acima descritos.

*%

Escore inflamatério

2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas

I Curcumina
S.F.0,9% Curcumina r
’ 50mglkgidia 200mglkg/dia

Figura 18 — Valores do escore inflamatérios em média com respectivo desvio padrao, dos
animais submetidos a intervencdo com SF 0,9%, curcumina 50mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia
por duas e quatro semanas. p<0,01 (Curcumina 200mg/kg/dia x SF 0,9%). p<0,01
(Curcumina 200 mg/kg/dia x Curcumina 50 mg/kg/dia). Teste t de Mann-Withney.
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5.2 Claudina-3

A Fig. 19A mostra a mucosa cdlica desprovida de transito fecal submetida a
intervencdo com SF 0,9% por duas semanas, enquanto a Fig.19B a mucosa irrigada com
curcumina 200 mg/kg/dia por 4 semanas. E possivel verificar que no célon irrigado com SF
0,9% existe menor expressao da proteina na superficie epitelial. A18B mostra a superficie
epitelial dos animais submetidos a interven¢cdo com curcumina 200 mg/kg/dia, onde verifica-

se que o conteudo de claudina-3 na superficie epitelial € nitidamente maior.

Figura 19 — A: Expresséo da proteina claudina-3 em animas submetido a intervengdo com
SF 0,9% por 2 semanas. Existe menor expressao tecidual da proteina claudina-3 na
superficie apical do epitélio célico (IH-claudina-3 400x). B: Expressao intensa da proteina
claudina-3 na superficie epitelial de animal submetido a intervengdo com extrato oleoso de
curcumina na dosagem de 200 mg/kg/dia por 4 semanas (IH-claudina-3 400x).

Ao mensurarmos o conteudo tecidual da proteina claudina-3 nas glandulas da
mucosa célica desprovida de transito intestinal, submetida a intervencdo com SF 0,9%,
curcumina 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia por duas semanas encontramos, em média com 0
respectivo erro padréo, os valores de 8,39+0,07, 14,35+0,89 e 19,69+0,83. Esses resultados
mostram que a intervengdo com curcumina por duas semanas aumenta significativamente o
conteudo de claudina-3 nas glandulas colicas, independente da concentracdo utilizada
(p<0,01). Ap6s duas semanas de intervencao o conteudo de claudina-3 era maior quando
utiizamos concentragdo de 200mg/kg/dia quando comparado com a utilizagdo de
concetracdo de 50 mg/kg/dia (p<0,05). Quando mensurarmos o conteudo tecidual da
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proteina claudina-3 nas glandulas da mucosa cdlica desprovida de transito intestinal,
submetida a intervengédo com SF 0,9%, curcumina 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia por quatro
semanas encontramos, em média com o respectivo erro padrao, os valores de 7,55+0,89,
16,95%1,26 e 20,94+0,94. Esses resultados mostram que a intervengdo com curcumina por
quatro semanas aumenta significativamente o conteudo da proteina, independente da
concentracao utilizada (p<0,01). Ap6s quatro semanas de intervencdo o conteudo de
claudina-3 era maior quando utilizamos concentragcdo de 200mg/kg/dia comparada a
concetragao de 50 mg/kg/dia (p<0,01).

Verificamos que houve aumento no contetdo glandular de claudina-3 com relagéo ao
tempo de intervencdo apenas quando utilizamos a curcumina em maiores concentragdes
(p<0,01).

A Fig. 20 resume os resultados acima descritos.
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Contetdo tecidual de claudina-3 (%/campo)
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Controle Curcumina Curcumina
50mglkgidia 200mglkgidia

Figura 20 — Conteldo da proteina claudina-3 nas glandulas da mucosa exclusa de transito
intestinal submetida a intervencdo com SF 0,9%, curcumina (50 mg/Kg/dia) e curcumina
(200mg/kg/dia) por duas e quatro semanas. ** = significante com p<0,01 (Curcumina 50
mg/kg/dia > SF0,9% e Curcumina 200 mg/kg/dia > SF 0,9%); 11 = significante com p<0,01
(Curcumina 200 mg/kg/dia > Curcumina 50 mg/kg/dia). Teste de t de Student.
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5.3 Ocludina

A Fig. 21A mostra a expressao tecidual de ocludina na mucosa célica desprovida de
transito fecal submetida a intervengédo com SF 0,9% por duas semanas, enquanto a Fig. 20B
a mucosa irrigada com extrato oleoso de curcumina na dose de 200/mg/kg/dia por 4
semanas. Foi possivel verificar que no célon irrigado com SF 0,9% existe menor expressao
da proteina ocludina na superficie apical das glandulas da mucosa coélica, enquanto nos
animais submetidos a intervengdo com curcumina 200 mg/kg/dia o conteudo de ocludina na
superficie glandular epitelial é nitidamente maior.

Figura 21 — A: Pequena expressao da proteina ocludina na superficie epitelial de animal

submetido a intervencdo com SF por 2 semanas (IH- ocludina 400x). B: Maior expressao da
proteina ocludina na superficie epitelial de animal submetido a intervencdo com extrato
oleoso de curcumina (200 mg/kg/dia) por 4 semanas (IH-ocludina 400x).

Ao mensurarmos o conteudo tecidual da proteina ocludina nas glandulas da mucosa
colica desprovida de transito intestinal, submetida a intervencao com SF 0,9%, curcumina 50
mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia por duas semanas encontramos, em meédia com o respectivo erro
padrdo, os valores de 9,73+1,02, 13,57+0,69 e 15,45+0,46. Esses resultados mostram que a
intervencdo com curcumina por duas semanas aumenta significativamente o conteudo de
ocludina nas glandulas célicas, independente da concentragéo utilizada (p<0,01). Ap6s duas
semanas de interveng¢do o conteudo de ocludina era maior quando utilizamos concentragcéao
de 200mg/kg/dia quando comparado com a utilizacdo de concentracdo de 50 mg/kg/dia
(p<0,05). Quando mensurarmos o conteudo tecidual da proteina ocludina nas glandulas da
mucosa célica desprovida de transito intestinal, submetida a intervencdo com SF 0,9%,
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curcumina 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia por quatro semanas encontramos, em média com o
respectivo erro padrédo, os valores de 11,14+0,45, 13,95%+0,63 e 17,59+0,53. Esses
resultados mostram que a intervengdo com curcumina por quatro semanas aumenta
significativamente o conteudo da proteina, independente da concentragao utilizada (p<0,01).
Apds quatro semanas de intervencgdo o conteddo de ocludina era maior quando utilizamos
concentracao de 200mg/kg/dia comparada a concetracdo de 50 mg/kg/dia (p<0,05).

Verificamos que houve aumento no conteudo glandular de ocludina com relagédo ao
tempo de intervencdo apenas quando utilizamos a curcumina em maiores concentracdes
(p<0,04).

A Fig. 22 resume os resultados acima descritos.
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Figura 22- Conteudo tecidual de ocludina nos segmentos sem transito intestinal apés 2 e 4
semanas de intervengao com soro fisiol6gico 0,9% (controle), ou extrato oleoso de Curcuma
longa. ** = significante: Curcuma longa 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia > SF, ap6s duas e
quatro semanas de intervengédo (p<0,01). T = significante: 200mg/kg/dia > 50mg/kg/dia
(p<0,05). Teste t de Student.
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5.4 E-caderina

A Fig. 23A mostra a mucosa cdlica desprovida de transito fecal submetida a
intervencdo com SF 0,9% e 23B a curcumina 200 mg/kg/dia por quatro semanas. E possivel
verificar que no colon irrigado com SF 0,9% existe menor expressao da proteina E-caderina
na superficie apical das glandulas da mucosa célica, enquanto nos animais submetidos a
intervencao com curcumina 200 mg/kg/dia o conteudo de E-caderina na superficie glandular

epitelial & nitidamente maior.

Figura 23 — A: Pequena expressao tecidual da proteina E-caderina na regido apical das
glandulas da mucosa coélica submetidas a intervengdo com SF 0,9% por quatro semanas
(IH-E-caderina 200x). B: Intensa expressao tecidual da proteina E-caderina nas glandulas
da mucosa célica de animal submetido a intervengdo com extrato oleoso de curcumina na

concentracao de 200 mg/kg/dia por quatro semanas (IH-E-caderina 400x).

Ao mensurarmos o conteudo tecidual da proteina E-caderina nas glandulas da
mucosa célica desprovida de transito intestinal, submetida a intervencdo com SF 0,9%,
curcumina 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia por duas semanas encontramos, em média com o
respectivo erro padréo, os valores de 2,78+1,36, 21,19£1,03 e 23,24+0,84. Esses resultados
mostram que a intervengdo com curcumina por duas semanas aumenta significativamente o
conteudo de E-caderina nas glandulas cdlicas, independente da concentragédo utilizada
(p<0,01). Ap6s duas semanas de intervencdo o conteudo de E-caderina era maior quando
utiizamos concentragdo de 200mg/kg/dia quando comparado com a utilizagdo de
concetracdo de 50 mg/kg/dia (p<0,05). Quando mensurarmos o conteudo tecidual da
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proteina E-caderina nas glandulas da mucosa célica desprovida de transito intestinal,
submetida a intervengdo com SF 0,9%, curcumina 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia por quatro
semanas encontramos, em média com o respectivo erro padréao, os valores de 3,58+0,22,
20,99+0,77 e 24,25+0,55. Esses resultados mostram que a intervengédo com curcumina por
quatro semanas aumenta significativamente o conteido da proteina, independente da
concentracao utilizada (p<0,01). Ap6s quatro semanas de intervencdo o conteudo de E-
caderina era maior quando utilizamos concentracdo de 200mg/kg/dia comparada a
concentracao de 50 mg/kg/dia (p<0,05).
A Fig. 24 resume os resultados acima descritos.
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Figura 24— Conteudo da proteina E-caderina nas glandulas da mucosa exclusa de transito
intestinal submetida a intervencdo com SF 0,9%, curcumina (50 mg/Kg/dia) e curcumina
(200mg/kg/dia) por duas e quatro semanas. ** = significante com p<0,01 (Curcumina 50
mg/kg/dia > SF0,9% e Curcumina 200 mg/kg/dia > SF 0,9%) ; e = significante com p<0,05
(Curcumina 200 mg/kg/dia > Curcumina 50 mg/kg/dia apds 2 ou 4 semanas). Teste t de
Student.
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5.5 B-catenina

A Fig. 25A mostra a mucosa cdlica desprovida de transito fecal submetida a
intervencdo com SF 0,9% e Curcumina 200 mg/kg/dia por duas semanas, enquanto a Fig.
25B a mucosa irrigada por 4 semanas. E possivel verificar que no célon irrigado com SF
0,9% existe menor expressao da proteina -catenina na superficie apical das glandulas da
mucosa colica, enquanto nos animais submetidos a intervengcdo com curcumina 200

mg/kg/dia o conteludo de 3-catenina na superficie glandular epitelial € nitidamente maior.

e Lo %, N T

Figura 25- A: Pouca expressao tecidual da proteina B-catenina na superficie epitelial das

glandulas da mucosa célica de animal submetido a intervencdo com SF 0,9% por quatro
semanas (IH-B-catenina 200x). B: Expressao tecidual intensa da proteina p-catenina na
regidao apical das glandulas da mucosa célica submetidas a intervengédo com extrato oleoso

de curcumina na concentracao de 200 mg/kg/dia por quatro semanas (IH-B-catenina 400x).

Ao mensurarmos o conteludo tecidual da proteina B-catenina nas glandulas da
mucosa célica desprovida de transito intestinal, submetida a intervencao com SF 0,9%,
curcumina 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia por duas semanas encontramos, em média com 0
respectivo erro padréo, os valores de 4,20+1,30, 20,14+0,99 e 20,99+0,84. Esses resultados
mostram que a intervengdo com curcumina por duas semanas aumenta significativamente o
conteudo de B-catenina nas glandulas célicas, independente da concentragéo utilizada
(p<0,01). Ap6s duas semanas de intervengdo o conteudo de B-catenina era maior quando
utiizamos concentragdo de 200mg/kg/dia quando comparado com a utilizagdo de
concetracao de 50 mg/kg/dia, todavia sem significancia estatistica. Quando mensurarmos o
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conteudo tecidual da proteina B-catenina nas glandulas da mucosa célica desprovida de
transito intestinal, submetida a intervengdo com SF 0,9%, curcumina 50 mg/kg/dia e 200
mg/kg/dia por quatro semanas encontramos, em média com o respectivo erro padrao, 0s
valores de 5,55+0,26, 23,2410,67 e 24,85+0,75. Esses resultados quando comparados aos
encontrados nos animais submetidos a intervengdo com SF 0,9% mostram que a
intervengdo com curcumina por quatro semanas aumenta significativamente o contetudo da
proteina, independente da concentracdo utilizada (p<0,01). Apds quatro semanas de
intervencdo o conteudo de B-catenina era maior quando utilizamos maior concentracao
(p<0,05).
A Fig. 26 resume os resultados acima descritos.
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Figura 26 — Conteludo da proteina p-catenina nas glandulas da mucosa exclusa de transito
intestinal submetida a intervencdo com SF 0,9%, curcumina (50 mg/Kg/dia) e curcumina
(200mg/kg/dia) por duas e quatro semanas. ** = significante com p<0,01 (Curcumina 50
mg/kg/dia > SF0,9% e Curcumina 200 mg/kg/dia > SF 0,9%); = significante com p<0,05
(Curcumina 200 mg/kg/dia > Curcumina 50 mg/kg/dia ap6s quatro semanas). Teste t de
Student.
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5.6 MPO

A Fig. 27A mostra a mucosa cdlica desprovida de transito fecal submetida a
intervencao com SF 0,9% por quatro semanas, enquanto a Fig. 27B a mucosa irrigada com
Curcumina 200 mg/kg/dia por 4 semanas. E possivel verificar que no célon irrigado com SF
0,9% existe maior expressao tecidual da proteina MPO, enquanto nos animais submetidos a

intervengao com curcumina 200 mg/kg/dia o contetido de MPO é menor.
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Figura 27- A: Expresséao tecidual da enzima MPO em neutrdéfilos existentes no estroma e
lamina basal das glandulas da mucosa coélica submetidas a intervengdo com SF 0,9% por
quatro semanas (setas pretas) (IH-E-caderina 200x). B: Expressao tecidual da enzima MPO
nos neutrofilos no estroma das glandulas da mucosa cdlica submetidas a intervencao com
extrato oleoso de curcumina na concentragdo de 200 mg/kg/dia por quatro semanas (setas
pretas) (IH-E-caderina 400x).

Verificou-se que o conteudo de MPO nos animais irrigados com SF 0,9%, Curcumina
na dosagem de 50 mg/kg/dia e Curcumina 200 mg/kg/dia apds 2 semanas de irrigacao foi
de 21,81+4,24, 4,13+1,90 e 1,01+0,66, respectivamente. O conteido de MPO nos animais
irrigados com SF 0,9%, Curcumina na dosagem de 50 mgkg/dia e Curcumina 200 mg/kg/dia
apoés 4 semanas de irrigacao foi de 21,91+3,41, 2,25+1,37 e 0,85%0,40, respectivamente.
Verificou-se que os animais submetidos a intervengdo com curcumina apresentavam
diminuicdo significativa no infiltrado neutrofilico avaliado pelo conteudo tecidual de MPO,
principalmente com o uso de maiores concentragdes da substancia por tempo mais
prolongado (p<0,01).

A Fig. 28 mostra os resultados acima descritos.
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Figura 28 — Conteddo da enzima MPO no estroma das glandulas da mucosa exclusa de
transito intestinal submetida a intervencdo com SF 0,9%, curcumina (50 mg/Kg/dia) e
curcumina (200mg/kg/dia) por duas e quatro semanas. ** = significante com p<0,01
(Curcumina 50 mg/kg/dia < SF0,9% e Curcumina 200 mg/kg/dia < SF 0,9%); T = significante
com p<0,05 (Curcumina 200 mg/kg/dia < Curcumina 50 mg/kg/dia ap6és quatro semanas).
Teste t de Student.

5.7 Variacao no conteudo das proteinas claudina-3, ocludina, E-
caderina, 3-catenina e MPO em relacao ao tempo de intervencao

(duas ou quatro semanas)

A Tabela 1 representa a variacdo no conteudo tecidual de cada uma das proteinas
estudadas segundo o tempo de intervencdo. Considerando a concentracdo utilizada
verificamos que houve aumento no conteddo glandular de E-caderina com relagdo ao tempo
de intervencao apenas quando se utilizou a curcumina em maiores concentragdes (p=0,04).
Da mesma forma encontrou-se aumento no conteudo glandular de p-catenina com relacao

ao tempo de intervengao independente da concentracao utilizada (p=0,03). Houve reducéo
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no infiltrado neutrofilico (niveis teciduais de MPO) com a intervengao por maior periodo de

tempo.

Tabela 1 — Variacdo no conteludo tecidual das proteinas claudina-3, ocludina, e-
caderina, B-catenina e MPO na mucosa célica desprovida de transito intestinal
submetida a curcumina (50mg/kg/dia) e 200mg/kg/dia apds duas e quatro semanas.

2 semanas 4 semanas
MiEP M:EP
Cur 50mg Cur 200mg Cur 50mg Cur 200mg
Claudina-3 14,35+0,89 19,69+0,83 16,95+1,26 20,94+0,94
Ocludina 21,19+1,03 23,24+0,84 20,99+0,77 24,25+0,55
E-caderina 21,19+1,03 23,24+0,84 20,99+0,77 24,25+0,55*
B-catenina 20,14+0,99 20,99+0,84 23,24+0,67* 24,85+0,75*
MPO 4,13+1,90 2,25+1,37 1,01+0,66* 0,85+0,40*

M = Média; EP = Erro padrao; Cur = Curcumina; mg=
Teste ANOVA

miligramas; MPO= mieloperoxidase.
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6 DISCUSSAO

A utilizagdo de extratos obtidos a partir das plantas vem sendo empregada ha
milénios com diferentes propoésitos. Até os nossos dias, a utilizagdo de extratos vegetais
ainda possuiu papel importante nos cuidados com a saude de diferentes etnias (NEWMAN;
CRAGG, 2007). A medicina exercida a partir do uso dessas substancias em muitos paises
representa a Unica alternativa disponivel para o tratamento das doencas. A importancia
desse tipo de medicina pode ser dimensionada quando se constata que de um total
aproximado de 877 drogas introduzidas na pratica médica mundial entre 1981 e 2002, 61%
delas foram obtidas a partir de extratos vegetais (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003;
NEWMAN; CRAGG, 2007). Na india a medicina Ayurvédica ainda hoje utiliza extratos
vegetais para o tratamento de diferentes enfermidades inflamatdrias, degenerativas e, até
mesmo o cancer (RAHMANI et al., 2014; BOYANAPALLI; TONY KONG, 2015). Estudo
mostrou que cerca de 80% dos habitantes de paises subdesenvolvidos dependem
primariamente de extratos naturais para atender suas necessidades médicas
(MUKHERJEE; WAHILE, 2006). Pesquisas realizadas em paises desenvolvidos como os
Estados Unidos da América sugerem que um em cada trés norte-americanos utiliza
produtos naturais diariamente e, possivelmente, um em cada dois doentes com cancer (mais
de 50% dos doentes tratados por céncer), também faz uso de medicamentos obtidos de
produtos naturais (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008). No Brasil, pais em
desenvolvimento, de dimensdes continentais, com uma perversa distribuicao de renda e que
possui grande parte de sua populacdo sem acesso aos avangos da medicina moderna,
provavelmente esse numero deve ser ainda mais expressivo (ALMEIDA, 2006). Merece
destaque o fato de que nas regidbes Norte e Nordeste do Brasil, o tratamento com
substancias extraidas a partir das plantas da nossa flora € uma tradicao importante da
cultura popular.

Nas ultimas duas décadas a melhor compreensao dos mecanismos moleculares de
acao de muitos desses produtos naturais aumentou, consideravelmente, o interesse da
medicina contemporanea no potencial uso dessas substancias para o tratamento de
diferentes enfermidades e, em particular, das DIl (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL,
2008). Dentre os extratos naturais que vem despertando interesse crescente na medicina
moderna, a curcumina, principal componente extraido do rizoma da Curcuma longa,
apresenta cada vez mais lugar de destaque na literatura mundial (ALMEIDA, 2006). Apesar
do extrato de Curcuma longa vir sendo utilizado na india, China e Sudeste da Asia ha varios
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séculos, com diferentes propdsitos, somente nas trés ultimas décadas, com o melhor
conhecimento de seus mecanismos moleculares de agédo, despertou interesse dos paises
ocidentais.

A curcumina foi isolada sob a forma de cristais em 1815, porém a estrutura molecular
de seu principio ativo, o diferuloilmetano, sé foi decifrada e sintetizada quase um século
depois em 1910 (apud LAMPE; MILOBEDZKA, 1913). Das diferentes substancias extraidas
do rizoma da Curcuma longa, a curcumina representa seu principal principio ativo. Da raiz
da planta, ainda sado extraidas outras substancias, tais como a dimetoxicurcumina,
bisdimetoxicurcumina e ciclocurcumina. A curcumina constitui 77% do extrato obtido,
enquanto a dimetoxicurcumina, bisdimetoxicurcumina e a ciclocurcumina 17% e 3% e
menos de 1%, respectivamente (ALMEIDA, 2006).

A curcumina tem formula molecular CyiHxOs, peso molecular de 368,37 g/mol.
Apresenta coloracao amarelada em pH situado entre 2.5-7.0 e, avermelhada, em ph maior
que 7.0. Depois de extraida do rizoma da Curcuma longa, a curcumina tem a forma de um
pé amarelo-alaranjado, insolivel na agua, mas soluvel no etanol, acetona e glicerol
(ALMEIDA, 2006). A insolubilidade em agua se constituiu numa das maiores dificuldades em
se conseguir elevar os niveis séricos de curcumina apos sua administragao por via oral. A
insolubilidade na agua dificulta a absorcao pelo trato digestivo, fazendo com que niveis
séricos terapéuticos sO possam ser atingidos, ap6s administracdo de quantidade
significativa da substancia. Apesar disso, a substancia atinge altas concentragdes na luz
intestinal quando administrada por via oral. Esse fato sugere que a agdo tdpica da
substancia possa ser mais importante que sua agao sistémica. Com a evolugao da industria
farmacéutica e o advento da nanotecnologia hoje é possivel obter a curcumina soltuvel em
agua (GUZMAN-VILLANUEVA et al., 2013).

Tradicionalmente, a curcumina vem sendo utilizada como uma especiaria alimenticia
pelo seu sabor peculiar, como corante na industria de cosméticos pela sua intensa
coloragdo amarela e, mais recentemente, como medicamento (GOEL; KUNNUMAKKARA,;
AGGARWAL, 2008). A curcumina vem sendo utilizada para o tratamento de doencas
respiratorias (tosse crdnica, sinusite, bronquite, asma e alergias), hepaticas (esteatose e
fibrose hepatica), reumaticas (artrite, osteoartrite e artroses), Ulceras cuténeas, diabetes e
nas queimaduras (ARAUJO; LEON, 2001). Na medicina chinesa a curcumina é utilizada
como antiespasmédico e antiflatulento (AGGARWAL; TAKADA; OOMMEN, 2004). No
passado a substancia também foi prescrita para o tratamento de entorses e inchagos
articulares (ARAUJO; LEON, 2001). Como existe maior biodisponibilidade da forma endlica,
a curcumina possui importante atividade sequestradora de RLO tornando-se um potente
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agente antioxidante. Estudos mostraram que ndo apenas a curcumina, mas a
dimetoxicurcumina e a bisdimetoxicurcumina, também apresentam agao antioxidante
(JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 2006). Portanto, potente agdo antioxidante do extrato
oleoso obtido do rizoma se deve a somatoria dos efeitos de seus trés principais constituintes
(JAYAPRAKASHA et al., 2002; JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 2006). A potente
atividade antioxidante da curcumina pode ser comparada as vitaminas C e E (TODA et al.,
1988). E possivel que a agdo anticarcinogénica atribuida a curcumina esteja relacionada a
sua acao antoxidante, evitando estresse oxidativo ao DNA das células (AGGARWAL;
KUMAR; BHARTI, 2003).

Em todo oriente j& se conhecia o potente efeito anti-inflamatério da curcumina. Essa
propriedade foi confirmada pelas modernas técnicas laboratoriais disponiveis atualmente
(AGGARWAL; KUMAR; BHARTI, 2003). Estudos recentes confirmaram tanto in vitro quanto
in vivo que a curcumina possui atividade anti-inflamatéria, possibilitando sua prescricdo para
o tratamento de afecgdes inflamatérias articulares e prevengao contra o desenvolvimento da
artrite reumatdide (NONOSE, 2011; CHANDRAN; GOEL, 2012; NONOSE et al., 2014;
CORADINI et al., 2015). A curcumina também apresenta efeitos antimicrobianos, anti-
arterioesclerose, hepatoprotetor, anticoagulante, antitromboético e hipoglicemiante (KISO et
al., 1983; BROUET; OHSHIMA, 1995; LIMTRAKUL et al, 1997; AGGARWAL; KUMAR,;
BHARTI, 2003; GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008; CHANDRAN; GOEL, 2012;
KIM; KU; BAE, 2012; CHUENGSAMARN et al., 2014; HASAN et al., 2014; JEENGAR et al.,
2014; NEERATI; DEVDE; GANGI, 2014; NONOSE et al, 2014). Recentemente, uma série
ensaios clinicos e pesquisas experimentais confirmaram resultados promissores no
tratamento de diferentes tipos de neoplasias (BYUN; KIM; KIM, 2015; DEGUCHI, 2015;
DIAZ OSTERMAN, et al., 2015; GHOSH; BANERJEE; SIL, 2015; ZHOU et al., 2015).
Merece destaque o fato de que maioria desses estudos ndo demonstrou toxicidade com o
uso da substancia, mesmo quando utilizada em doses elevadas e em criangas (SUSKIND et
al., 2013). Essa propriedade mostra que além de ser eficaz do ponto de vista terapéutico a
utilizacdo da curcumina cursa com efeitos colaterais despreziveis sendo segura para 0 uso
em seres humanos (SUSKIND et al.,, 2013; VECCHI BRUMATTI et al., 2014). Essa
propriedade se mantém mesmo quando a substancia € utilizada em conjunto com outras
drogas. Goel et al., (2008) estudando os mecanismos de a¢cao da curcumina mostraram que
o extrato atua modulando diferentes mecanismos intercelulares. A tabela 3 resume os

principais alvos moleculares descritos que podem sofrer interferéncia da curcumina.



Quadro 2- Principais alvos celulares para agao da curcumina
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Fatores de transcricao
B-catenina
NF-«kB

Notch 1

Quinases
Receptor de quinase extracelular
Janus quinase

Quinases de adesao celular

Citocinas inflamatodrias

Fatores de crescimento

IL-1 Tecido conjuntivo
IL-2 Epitelial
IL-5 Fibroblastos
IL-6 Tecidual
IL-8 VEGF
IL-12 TG
TNF-a Plaquetas
Enzimas Moléculas de adesao
COX-2 Intracelular

DNA plimerase
Glutationa-S-transferase
Hemeoxigenase

iNOS

LOX

Endotelial de leucdcitos
Vascular

Proteinas anti-apoptéticas
BCL-2

Proteina -1 de inibicdo de apoptose

Radicais livres de Oxigénio

Efeito sequestrador (scavengers)

Outros

Ciclina D-1

Modificado de GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008
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Uma série de estudos mostrou que o estresse oxidativo possui um papel importante
em varias doencas como o infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, isquemias de
reperfusao como ocorre nos fendmenos tromboembdlicos, choque hemorrégico, hipdxia, DII
e cancer (REDDY e LOKESH, 1994a; REDDY e LOKESH, 1994b; PRAVDA, 2005; GOEL;
KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008; GHOSH; BANERJEE; SIL, 2015). Os efeitos
antioxidantes da curcumina foram exaustivamente estudados e mostraram atividade
sinérgica quando associados a outras substancias (SINGER; ADLER, 2015). A molécula da
curcumina é capaz de sequestrar uma grande variedade de RLO, que incluem o anion
superéxido, o radical hidroxil, assim como radicais livres de nitrogénio (REDDY; LOKESH,
1994; UNNIKRISHNAN; RAO, 1995; SREEJAYAN; RAO, 1996; SREEJAYAN; RAO, 1997).
A curcumina apresenta acdo antioxidante protegendo as células epiteliais contra a
peroxidagao lipidica de suas membranas, o que preserva a integridade celular em diferentes
modelos experimentais (REDDY; LOKESH, 1994a). Nas ultimas décadas, os efeitos da
curcumina nas DIl foram avaliados por varios estudos. Os resultados desses estudos
mostraram que os efeitos antioxidantes da substancia, sequestrando RLO, influenciam vias
de sinalizagdo celular, especialmente as vias das quinases, preservam as juncgdes
intercelulares e, com isso, a integridade da barreira epitelial (WANG et al., 2012) . A
curcumina reduz a atividade da MPO, COX-1, COX-2, LOX, TNF-a, iNOS, inibindo com isso
a via do NF-kappaB relacionado a manutencao da integridade da barreira epitelial (MA et al.,
2004; WANG et al, 2012). Camacho-Barquero et al., (2007) mostraram que a curcumina
também age na via da MAPK modulando a expressao tecidual da COX-2 e, da forma
induzida, da iNOS (CAMACHO-BARQUERQO et al., 2007).

Dentre todos os mecanismos de agdo conhecidos da curcumina, os efeitos
antioxidante e anti-inflamatério tornaram interessante o uso da substancia no tratamento de
diferentes tipos de doencas inflamatérias. Quando se sabe que o estresse oxidativo tem um
importante papel na etiopatogénese das DIl a possibilidade de testar a eficacia da
curcumina nessas enfermidades revela-se uma proposta interessante (UKIL et al., 2003;
PRAVDA, 2005; YADAV et al., 2009; MARTINEZ et al, 2010b).

A retocolite ulcerativa e a doenca de Crohn sdo as duas formas mais comums de
enfermidades inflamatérias que acometem o célon. Apesar de nao ser considerada no grupo
das DIl, a CE apresenta caracteristicas clinicas, endoscoOpicas e histopatologicas
semelhantes a retocolite ulcerativa. Até mesmo o papel desempenhado pelos RLO na
iniciagdo e manutencdo da agressao aos sistemas de defesa da barreira epitelial é
semelhante (PRAVDA, 2005; MARTINEZ et al., 2010b). Nas DIl de evolugao crénica apos a
quebra da barreira de protecdo epitelial existe um desbalan¢o entre a maior produgéo de
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RLO e a capacidade dos sistemas antioxidantes presentes na mucosa intestinal em
neutraliza-los, perpetuando o estresse oxidativo (BABBS, 1992; MCKENZIE et al., 1996;
AW, 1999). J& se demonstrou anteriormente que o estresse oxidativo é capaz de destruir os
principais mecanismos de defesa da barreira epitelial, em particular as jungbes de adeséo
intercelulares (WANG et al., 2012). Quando ocorre ruptura da barreira epitelial os neutréfilos
sao sinalizados e migram para o local com o objetivo de conter a infiltragdo bacteriana. A
infiltracdo neutrofilica aumenta ainda mais, a producdao de RLO que, agindo em sinergismo
com a presencga de peptideos antibacterianos e enzimas oxidativas como a MPO contribuem
dramaticamente para o aumento da lesdo tecidual (GRISHAM; YAMADA, 1992;
KUCHARZIK et al., 2001). Da mesma forma como ocorre nas DIl, estudos mostraram que
em modelos experimentais de CE, o estresse oxidativo também é o mecanismo molecular
responsavel pelo dano ao epitélio célico (MARTINEZ et al, 2010b). Dessa forma,
considerando as notaveis propriedades antioxidantes da curcumina e o papel que os RLO
exercem na patogénese das DIl e da CE, seria interessante avaliar seus efeitos em modelos
experimentais e em portadores dessas enfermidades.

Uma série de estudos em modelos experimentais de colite que avaliaram a agéao
anti-inflamatéria da curcumina, pela medida de diferentes citocinas e outros mediadores
inflamatérios, mostraram que os efeitos da substancia encontram-se relacionados a
capacidade da curcumina em inibir a expresséao tecidual de COX-1, COX-2, LOX, citocinas
Th1 (IL-12, INF-y, TNF-a, IL-1, IL-27) e aumentar a producao de PGE-2 e citocinas Th2 (IL-4
e IL-10) na mucosa coélica (ZHANG et al., 2006b; LARMONIER et al., 2008; LUBBAD et al.,
2009a; BALIGA et al., 2012; ZENG et al., 2013). Da mesma forma, verificou-se que a
curcumina é capaz de melhorar o processo inflamatério na mucosa célica por inibir a
expressao do INF-y (MIDURA-KIELA, et al., 2012). Mais recentemente, demonstrou-se que
a curcumina também reduz o processo inflamatério da mucosa colica por diminuir a
intensidade da apoptose célular na mucosa célica por modular a via de sinalizagdo da JNK e
STATS3, recentemente descritas como vias de sinalizacdo envolvidas na etiopatogenia das
DIl (TOPCU-TARLADACALISIR et al,, 2013; LIU et al., 2013; YANG et al., 2013). A
curcumina mostrou-se capaz de regular o equilibrio na relagcdo oxidantes/antioxidantes na
mucosa célica e modular a secrecdo de TNF-a e o6xido nitrico (ARAFA et al., 2009;
MOUZAOUI et al., 2012). E possivel que os efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes da
curcumina, também estejam relacionados a inibicdo da quimiotaxia tecidual de neutréfilos
aos tecidos inflamados reduzindo dessa forma a produgdao de RLO (UKIL et al., 2003;
LAMONIER et al., 2011).
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Revisando a literatura verificamos que Sugimoto et al., (2002) foram os primeiros
autores a utilizar a administracdo oral da curcumina num modelo de colite induzida por
TNBS em camundongos. Utilizando a curcumina misturada na ragdo dos animais nas
concentragdes de 0,5%, 2% e 5% mostraram que a administragdo de curcumina por via oral
previniu e melhorou as alteragdes histoldgicas induzidas pelo TNBS (SUGIMOTO et al.,
2002). Os autores sugeriram que os efeitos da curcumina provavelmente estavam
relacionados a inibicao da ativacao da via de sinalizagdo do NF-kappaB (SUGIMOTO et al.,
2002). Diante desses resultados sugeriram que a administracdo oral de curcumina poderia
ser uma potencial estratégia terapéutica para o tratamento das DIl (SUGIMOTO et al.,
2002).

Esses mesmos resultados foram obtidos quanto se testou os efeitos da
administragdo oral de curcumina num modelo de colite induzida pelo &cido dinitrobenzeno
sulfénico (DNBS) (SALH et al., 2003). Outros estudos utilizando o0 mesmo modelo de colite
induzida proposto por Sugimoto et al., (2002), confirmaram os efeitos benéficos da
curcumina, na colite experimental, pois além da substadncia melhorar as alteragbes
histolégicas encontradas na mucosa cdlica, diminuia o infiltrado inflamatério, avaliado pelos
niveis teciduais de MPO (UKIL et. al., 2003). Esse estudo mostrou que um dos efeitos mais
impressionantes da curcumina relacionava-se a capacidade da substancia em reduzir o
estresse oxidativo tecidual, avaliado pelos niveis teciduais de malondialdeido, um importante
marcador de lipoperoxidagcdo de membranas celulares (UKIL et al., 2003). Os autores
mostraram que animais tratados com curcumina apresentavam menores niveis teciduais de
oxido nitrico (ON) e de RLO (UKIL et al, 2003). Os autores também confirmaram que os
efeitos da curcumina estavam relacionados a inibigdo da transcricdo do NF-kappaB (UKIL et
al., 2003). Concluiram que a curcumina pode ser considerada uma substancia Gtil como
terapia adjuvante nos portadores de DIl (UKIL et al., 2003). A capacidade da curcumina de
inibir a via ativacao da via do NF-kappaB foi confirmada posteriormente por outros estudos
(JIAN et al., 2005; ZHANG et al., 2006b; DEGUCHI et al., 2007; VENKATARANGANNA et
al., 2007).

Modelos experimentais de colite utilizando camundongos geneticamente
modificados, deficientes na producao da citocina anti-inflamatéria IL-10, confirmaram que a
administragdo de curcumina emulsificada em metilcelulose, com o objetivo de determinar a
liberagado programada da droga no célon, melhorava as alteragdes histolégicas e reduzia a
produgao de outros subtipos de citocinas inflamatérias (UNG et al., 2010).

Uma revisdo dos estudos que utilizaram a curcumina para o tratamento das DIl em

seres humanos mostrou que até 2011, existiam apenas dois estudos publicados (TAYLOR,;
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LEONARD, 2011). No primeiro deles os autores administraram a curcumina em cinco
doentes com retocolite ulcerativa e cinco com doencga de Crohn (HOLT; KATZ; KIRSHOFF,
2005). Verificaram que os doentes com retocolite ulcerativa apresentaram melhora clinica
significante. Dos portadores de doenga de Crohn quatro apresentaram melhora dos
sintomas com reducdao do numero de evacuagdes, melhora da diarréia e das coélicas
abdominais. No segundo, um estudo randomizado, os autores avaliaram os efeitos da
administragdo da curcumina associada ao acido 5-ASA no tratamento da DII. Mostraram que
a curcumina foi capaz de manter por mais tempo a resposta clinica sustentada quando
comparada a utilizagéo isolada do acido 5-ASA (HANAI et al., 2006). Em ambos os estudos,
apesar dos efeitos promissores da substancia, os autores recomendam que uma posicao
definitiva com relagéo ao uso da curcumina para o tratamento das DIl s6 possa ser definido
com estudos randomizados que envolvam maior numero de doentes (HOLT et al., 2005;
HANAI et al, 2006).

A primeira revisao sistematica da literatura avaliando a eficacia do emprego da
curcumina na manutengao da resposta sustentada anti-inflamatéria em doentes com colite
ulcerativa foi publicada recentemente (KUMAR et al.,, 2013). Nesse estudo, os autores
incluiram apenas um estudo randomizado que avaliou os efeitos da curcumina em 45
doentes comparando com um grupo de doentes que recebeu placebo. Cabe destacar que
todos os doentes, de ambos 0s grupos, recebiam concomitantemente um derivado salicilico
(sulfasalazina ou acido 5-ASA). Essa metandlise mostrou que a curcumina utilizada
concomitantemente com derivados aminosalicilicos foi eficaz na manutencdo da resposta
clinica sustentada com menores indices de recidiva do processo inflamatério (KUMAR et al.,
2013). Recentemente, estudo randomizado duplo-cego e placebo controlado avaliou-se os
efeitos da curcumina em 50 portadores de retocolite ulcerativa leve a moderada que nao
respondiam a dose maxima de acido 5-ASA (LANG et al., 2015). Os doentes foram divididos
em dois subgrupos equivalentes segundo receberem 3 g/dia de curcumina por via oral ou
placebo por quatro semanas, concomitante com a manutencdo do 5-ASA. Os autores
verificaram que os doentes que receberam curcumina apresentaram melhora da resposta
clinica e melhora da reposta inflamatéria avaliada por colonoscopia. Concluiram que a
curcumina em combinagdo com o0 5-ASA é estratégia segura e eficaz para melhora da
sintomatologia e da atividade inflamatéria em portadores de formas moderadas de colite
ulcerativa (LANG et al., 2015).

Apesar de a farmacocinética mostrar que a curcumina tem pouca solubilidade em
agua, o que torna problematica sua administracdo oral, a substancia atinge grandes

concentragcdes no lumen intestinal, sugerindo que os efeitos tépicos da curcumina possam
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apresentar melhor efeito terapéutico (SINGLA et al., 2014). Recentemente, avaliou-se a
eficacia da aplicagdo de enemas contento curcumina, em portadores de formas leves e
moderadas de retocolite ulcerativa que comprometia, principalmente, o reto distal (SINGLA
et al., 2014). O estudo avaliando 45 doentes mostrou que os doentes que receberam
enemas com curcumina apresentaram grande melhora do processo inflamatério com
reducao dos escores de atividade da doencga. Cabe destacar, que este foi o primeiro estudo
que avaliou 0 uso da curcumina aplicada por via retal, mostrando que os efeitos tépicos da
substancia parecem ser maiores que os obtidos quando a droga é administrada por via oral
(SINGLA et al., 2014). Essas evidéncias estimularam grupos a testar a agdo da curcumina
em capsulas de liberacdo retardada, com o objetivo de fazer com que a liberacao da
substancia ocorra apenas no intestino grosso doente (SAREEN et al., 2014; SAREEN et al.,
2015).

Na ultima década demonstrou-se que estresse oxidativo € um dos provaveis
mecanismos etiopatogénicos da CE (MARTINEZ, 2010b). Demonstrou-se que os diferentes
mecanismos de defesa que formam a barreira epitelial da mucosa coélica encontram-se
danificados pelos RLO em modelos experimentais de CE (NONOSE, 2009; NONOSE et al.,
2009; MARTINEZ et al., 2010a; MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013; MARTINEZ et
al. 2015). Constatou-se que o conteudo tecidual das proteinas existentes nas jungdes
aderentes (E-caderina e P-catenina) e de oclusdo (claudina-3 e ocludinas), que
indiretamente refletem a integridade da barreira epitelial, sofre reducédo significativa a
medida que os niveis de estresse oxidativo também aumentam (KADRI, 2010; MARTINEZ,
2010; FABRIS, 2011; MARTINEZ et al., 2012; CARVALHO, 2013; FERREIRA, 2013; KADRI
et al., 2013; MARTINEZ et al., 2015). J& havia sido demonstrado que substancias naturais
ou sintéticas com atividade antioxidante melhoravam a inflamagdo mucosa no modelo
experimental de CE (CALTABIANO, 2010; CALTABIANO ET al., 2011; CUNHA ET al., 2011;
MARTINEZ ET al., 2013; CHAIM, 2014; CHAIM ET al., 2014; BONASSA, 2015; BONASSA
ET al., 2015). Quando se considera que a curcumina possui potente acao antioxidante, e
qgue as juncgdes intercelulares de oclusdo e adesao encontram-se danificadas na CE devido
ao estresse oxidativo, torna-se interessante avaliar a capacidade da curcumina em
preservar o conteudo tecidual das proteinas constituintes das jun¢ées de oclusao e adeséo.
Caso a curcumina preserve o conteudo tecidual das proteinas claudina-3, ocludina, E-
caderina e B-catenina, indiretamente poderiam interferir que a substancia fosse capaz de
manter a integridade das juncdes intecelulares de oclusdao e adesado do epitélio cdlico.
Entretanto, essa possibilidade nao foi avaliada até a presente data.
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Os resultados deste estudo parecem confirmar os beneficios do uso tépico do extrato
oleoso de curcumina na mucosa do célon excluso que desenvolve CE.

Quando avaliamos os resultados obtidos em relacdo ao escore inflamatério
verificamos que os animais submetidos a intervengcdo com a curcumina apresentavam
redugcdo do escore inflamatério quando utilizamos concentragbes mais elevadas (200
mg/kg/dia) por maior periodo de tempo (4 semanas). Apesar de ndo existirem estudos
avaliando o efeito da curcumina na melhora do grau de inflamacédo da mucosa célica em
modelos de CE, esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por outros autores que
avaliaram a substancia em modelos experimentais ou doentes com retocolite ulcerativa (LIU
et al., 2013; YANG et al.,, 2013; SINGLA et al., 2014; XIAO et al., 2015).

A melhora do processo inflamatério na mucosa exclusa de transito fecal nos animais
submetidos a intervengdo com curcumina, ficando mais evidente quando analisamos o
infiltrado inflamatério por meio da expressdo da enzima MPO em neutréfilos pelo estudo
imuno-istoquimico. Verificamos que os animais submetidos a intervencdo com extrato
oleoso de curcumina, independente da concentragdo utilizada, bem como do tempo de
intervengao proposto, apresentavam siginificativa redugéao da expressao tecidual de MPO, o
que demonstra menor infiltrado neutrofilico. Verificamos que a redugédo do infiltrado
inflamatério era diretamente relacionado a concentragao utilizada uma vez que os animais
submetidos a intervengao com 200 mg/kg/dia apresentavam menores niveis teciduais de
MPO quando comparados aos irrigados com concentragdo de 50 mg/kg/dia. Constatamos
ainda, que o tempo de intervencao estava também diretamente relacionado com a redugao
dos niveis de MPO (infiltrado neutrofilico), pois os animais submetidos a intervencao por 4
semanas, independente da concentracdo utilizada, cursavam com menor expressao de
MPO. Estudo anterior, avaliando os niveis de MPO no c6lon excluso de ratos hum modelo
de CE mostrou que existe aumento no infiltrado neutrofilico com o progredir do tempo de
exclusao (LONGATTI et al., 2010). Nesse estudo, os autores também encontraram maiores
nives teciduais de estresse oxidativo, INOS e COX-2 na mucosa exclusa de transito
(LONGATTI et al., 2010). Quando se sabe das propriedades anti-inflamatoérias e
antioxidantes da curcumina, os resultados deste estudo parecem, indiretamente, confirma-
las, pois a substancia reduziu nao sé o processo inflamatério avaliado histologicamente,
mas a infiltracdo neutrofilica. Reforcam, ainda mais, os resultados encontrados no presente
estudo, pesquisas demontrando que a administragcdo de curcumina melhora o infiltrado
neutrofilico em modelos de colite quimicamente induzida (JIAN et al., 2005; JIANG et al.,
2006; CAMACHO-BARQUERO et al.,, 2007; DEGUCHI et al., 2007; BILLEREY-
LARMONIER, et al., 2008; ARAFA et al., 2009; LARMONIER et al., 2011; VILLEGAS;
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SANCHEZ-FIDAGO; DE LA CASTRA, 2011; MOUZAOUI; RAHIM, DJERDJOURI, 2012; LIU
et al., 2013; ZENG et al., 2013) assim como em portadores de retocolite ulcerativa (HOLT;
KATZ; KIRSHOFF, 2005; HANAI et al.,2006a; HANAI et al., 2006b; JURENKA, 2009;
LAHIFF; MOSS, 2012; BALIGA et al.,, 2012; KUMAR et al., 2012; BRUMATTI et al., 2014).
Parece que os efeitos da curcumina sao ainda melhores quando associadas ao acido 5-ASA
(LANG et al., 2015). Apesar de termos demonstrado que a aplicagédo de enemas com &cido
5-ASA melhora as alterag6es inflamatorias, estresse oxidativo e niveis de MPO, ainda ndo
existe estudos avaliando a associacdo das duas substancias no modelo de CE proposto
(CALTABIANO, 2010; CALTABIANO et al., 2011).

Quando mensuramos o conteado tecidual das duas principais proteinas
componentes das jungcdes de oclusdo (claudina-3 e ocludina) verificamos que os animais
submetidos a aplicacdo de enemas com curcumina apresentavam conteudo tecidual de
ambas as proteinas, significativamente maiores quando comparados aos animais
submetidos a intervengdao com SF 0,9%. O conteudo tecidual de claudina-3 aumentava com
a concentragao utilizada e com o maior tempo de intervengao. Da mesma forma, o conteudo
de ocludina também era significativamente maior, nos animais submetidos a intervengéao
com curcumina. Assim como ocorria com o conteudo de claudina-3, os maiores niveis
teciduais de ocludina foram encontrados nos animais submetidos a intervengcdo com
concentracdo mais elevada e por maior periodo de tempo. O aumento no conteudo de
ambas as proteinas estavam diretamente relacionados a melhora do grau de inflamagéo
tecidual avaliado pelo escore proposto de graduacao inflamatéria e pelo contetdo tecidual
de MPO. Resultados de estudos experimentais anteriores mostraram que a exclusdo do
transito fecal reduz o contetdo tecidual de claudina-3 e ocludina na mucosa exclusa de
transito fecal, e que essa reducdo piora com o passar do tempo de exclusdao fecal
(CARVALHO, 2013; FERREIRA, 2013; MARTINEZ et al., 2015). Nesses estudos a reducao
no conteudo de claudina-3 e ocludina estava diretamente relacionada a piora do escore
inflamatério e inversamente ao estresse oxidativo. Os resultados do presente estudo
mostraram que a intervengdo com curcumina preserva o conteudo tecidual de ambas as
proteinas, sugerindo que a substéncia diminuindo o infiltrado de neutréfilos, reduza os niveis
de RLO, substancias que reconhecidamente danificam as jun¢des de oclusdo (MCKENZIE
et al., 1996; GASSLER et al. 2001; KUCHARZIK et al., 2001; FU et al., 2008; BORRA et al.,
2014; CARL et al., 2014; JEENGAR et al., 2014; PIECHOTA-POLANCZYK et al., 2014). E
possivel que os efeitos inibitérios da curcumina sobre o TNF-a, NF-xB e INF-Y', possam
reduzir a agressao inflamatéria sobre as proteinas das jun¢des de oclusdo (RAO et al.,
1997; RAOet al., 2002; MANKERTZ et al., 2000; MEYER et al., 2001; SAMUHASANEETO
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et al., 2009; MIDURA-KIELA, 2012; MOUZAOUI; RAHIM; DJERDJOURI, 2012; WANG et al.,
2012; SHAKIBAEI et al., 2013).

Esses resultados parecem confirmar que os efeitos antioxidantes da curcumina estao
relacionados a sua atividade anti-inflamatéria (SREEJAYAN; RAO. 1996; SREEJAYAN;
RAO, 1997). Estudos avaliando a integridade das jungdes de oclusdao na mucosa inflamada
de doentes com DIl mostraram que existe ruptura das jungdes de oclusao relacionadas a
piora da infiltracdo neutrofilica e, consequentemente, dos niveis teciduais de estresse
oxidativo (GASSLER et al., 2001; KUCHARZIK et al., 2001; KATSUBE; TSUJI; ONODA,
2007; GUNZEL; FROMM, 2012). Apenas trés estudos avaliaram a integridade das juncdes
de oclusdo em modelo experimental de CE (CARVALHO, 2013, FERREIRA, 2013;
MARTINEZ et al., 2015a). Os autores mostraram que existe queda significativa do contetdo
e claudina-3 e ocludina na mucosa exclusa de transito intestinal. Os resultados desses
estudos também constataram que a reducéo do conteudo das proteinas estava relacionada
a piora do escore inflamatério, maior intensidade de infiltrado neutrofilico e com o tempo de
exlusdo (CARVALHO, 2013, FERREIRA, 2013; MARTINEZ et al., 2015a). Quando se
avaliou os efeitos da curcumina na colite quimicamente induzida constatou-se que a
substancia diminuia a lesdo epitelial da mucosa célica e preservava a integridade das
jungdes intercelulares (TODA et al. 1999; UKIL et al., 2003; YADAV et al., 2009; SUGIMOTO
ta al., 2012).

Resumidamente, os resultados encontrados sugerem que a aplicagao tdpica de
curcumina foi Gtil na manutencao da integridade das jungdes de oclusao intercelular.

Estudo experimemtal realizado por Parrish e colaboradores em 1999, mostrou que as
proteinas componentes das jungdes aderentes - E-caderina e B-catenina - podem sofrer
desnaturacdo quando expostas aos RLO (PARRISH et al., 1999). Na realidade esses
autores confirmaram achados anteriores mostrando que niveis teciduais de estresse
oxidativo e nitrosativo no epitélio célico cronicamente inflamado, eram significativamente
maiores quando comparado aos niveis do epitélio normal (GRISHAM; YAMADA 1992;
MCKENZIE et al., 1996). Hoffmann e colaboradores em 2002/2003 confirmaram esses
achados ao demonstrarem que era possivel desencadear o aparecimento de colite apenas
com a exposicao da mucosa célica a elevadas concentragbes de RLO (HOFFMANN e al.
2002/2003). Estudos avaliando a integridade das jungdes enterociticas no epitélio célico de
portadores de DII, em particular da retocolite ulcerativa, confirmaram que havia destruicao
das proteinas E-caderina e 3-catenina (GASSLER et al., 2001, KUCHARZIK et al., 2001). O
estresse oxidativo mostrava-se diretamente relacionado ao infiltrado neutrofilico e a reducao
da expressdo de ambas as proteinas tanto no tecido inflamado quanto no tecido em



83

reparacao (HAMBY et al., 1992; KUCHARZIK et al., 2001). O estresse oxidativo ocasionava
disfuncdo dos genes responsaveis pela transcricdo dessas proteinas (JANKOWSKI;
BEDFORD; KIM, 1997). De forma oposta o controle do estresse oxidativo e nitrosativo
melhorava a ruptura das proteinas dos sistemas de adesao celular induzido por RLO
(KATSUBE; TSUJI; ONODA, 2007).

Todavia, embora existissem evidéncias mostrando que a producdo aumentada de
RLO representava um dos mecanismos moleculares responsaveis pelo desenvolvimento da
CE (MARTINEZ, 2010; MARTINEZ et al., 2010b), apenas na década de 2010 estudou-se
em modelos experimentais, a relagdo entre estresse oxidativo e a integridade das juncdes
aderentes (KADRI, 2010; FABRIS, 2011; MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013). Os
resultados desses estudos mostraram que havia redugdo significativa do conteudo das
proteinas E-caderina e B-catenina na mucosa exclusa de transito fecal e que essa reducao
mostrava-se inversamente relacionada ao aumento dos niveis teciduais de estresse
oxidativo (MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013).

No presente estudo quando se constatou que a aplicagdo tépica de curcumina
preservava o0 conteudo das proteinas constituintes das jungdes de oclusdo, tornou-se
interessante verificar se a substancia apresentaria os mesmos efeitos em relagéo as jungoes
aderentes. Cabe relembrar que estudos anteriores ja tinham confirmado os efeitos
antioxidantes da curcumina em portadores de DIl assim como em modelos experimentais de
colite (JAYAPRAKASHA et al., 2002; UKIL et al., 2003; JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH
2006; YADAV et al., 2009; UNG et al., 2010; LAHIFF; MOSS, 2011; LARMONIER et al.,
2011; KUMAR et al, 2012; WANG et al.,, 2012; TOPCU-TARLADACALISIR et al.,
2013;VECCHI BRUMATTI et al., 2014).

Com o objetivo de avaliar os efeitos protetores da curcumina na preservagao da
integridade das jun¢des aderentes, neste estudo também mensuramos o contetudo das duas
principais proteinas componentes das jungbes aderentes: E-caderina e B-catenina. Os
resultados encontrados mostraram que a intervengdo preventiva do célon excluso com
extrato oleoso de curcumina foi capaz de preservar o conteido de ambas as proteinas. Ao
analisarmos, inicialmente, o conteudo tecidual de E-caderina constatamos que havia maior
conteudo tecidual da proteina nos animais submetidos a intervengdo com a curcumina.
Mesmo quando utilizamos concentragbes menores, o conteudo tecidual ja era
significativamente maior que os encontrados nos animais submetidos a interven¢do com SF
0,9%. O conteudo de E-caderina aumentava ainda mais, quando utilizamos concentragbes
maiores e por um periodo de intervengcdo mais prolongado. Da mesma forma como

ocorreram com as duas proteinas componentes das juncbes de oclusdo, o maior contetdo
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tecidual de E-caderina relacionava-se a melhora do escore inflamatério e a reducao dos
niveis teciduais de MPO, confirmando os efeitos anti-inflamatodrios da substancia.

Quando avaliamos o conteudo tecidual de B-catenina verificamos que o niveis
teciduais da proteina, também eram maiores nos animais submetidos a intervengdo com
curcumina, independente da concentracdo utilizada ou do tempo de intervengcdo. Como
acontecia com a E-caderina, o maior contetido de B-catenina estava relacionado a melhora
da inflamagéo tecidual e ao menor conteudo tecidual de MPO, sugerindo uma melhora no
infiltrado neutrofilico e, consequentemente, do processo inflamatorio.

Analisados conjuntamente os resultados do presente estudo parecem confirmar os
resultados de estudos anteriores realizados em modelos de colite quimicamente induzida,
mostrando os efeitos anti-inflamatérios que a curcumina exerce sobre o epitélio célico. Ha
muitos anos ja se sabia que, a redugao dos niveis de inflamagao tecidual e do estresse
oxidativo é um dos aspectos mais importantes na preservagdo da integridade epitelial e,
consequentemente, no tratamento das DIl (BABBS, 1992; JANKOWSKI et al., 1998; AW,
1999; GASSLER et al., 2001; KUCHARZIK et al., 2001). Os resultados encontrados neste
estudo mostrando que a aplicagdo tépica de curcumina preserva um dos principais
mecanismos de defesa constituintes da barreira epitelial - as juncdes intercelulares -
confirma o potencial terapéutico da substancia como estratégia adjuvante para o tratamento
das colites e, em particular da CE. Os resultados do presente estudo, embora indiretamente,
reforcam o papel desempenhado pelos RLO na agresséao inicial as células da mucosa coélica
desprovida de transito. Os efeitos antioxidantes da curcumina, sequestrando os RLO
produzidos pelas células desprovidas de substrato energético consequente a derivacao
intestinal, impedem que esses RLO danifiquem a integridade epitelial.

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que a aplicacdo tépica de
enemas com curcumina mostrou-se eficaz na redugdo do processo inflamatério e
preservagao das proteinas constituintes das jungbes intercelulares no modelo de CE
proposto. Esses achados aliados a grande biodisponibilidade da Curcuma longa, seu baixo
custo, e aos resultados de pesquisas clinicas mostrando seu beneficio no tratamento das DIl
sugerem que a utilizacdo topica da substancia possa se tornar mais uma alternativa para o
tratamento da CE, diminuindo o sofrimento dos doentes que ja convivem com as limitagdes
da presencga do estoma.
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7 CONCLUSOES

Os resultados encontrados com a metodologia adotada no presente estudo

perminem concluir que:

1. A aplicacdo tépica de enemas didrios contendo extrato oleoso de Curcuma longa,
independente da concentracdo utilizada, preserva o conteudo tecidual das proteinas
claudina-3, ocludina, E-caderina e B-catenina;

2. O conteudo tecidual das proteinas claudina-3, ocludina, E-caderina e B-catenina é maior
nos animais submetidos a aplicagdo de enemas com extrato oleoso de Curcuma longa em
concentracdes mais elevadas e utilizadas por maior periodo de tempo;

3. A aplicagéo topica de enemas com extrato oleoso de Curcuma longa, independente da
concentracdo utilizada e do tempo de intervengdo adotado, encontra-se associada a
melhora do processo inflamatério e do infiltrado neutrofilico tecidual avaliado pelos niveis
teciduais de MPO;

4. A aplicagédo de enemas com extrato oleoso de Curcuma longa demonstrou-se uma
estratégia terapéutica para o tratamento da CE experimental.
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ANEXO Il - Planilhas com os resultados finais para as variaveis analisadas

Variaveis (Média * Erro Padrao)

2 Semanas 4 Semanas
Curcumina Curcumina Curcumina Curcumina
Variavel SF 0,9% SF 0,9%
50mg/kg/dia 200mg/kg/dia 50mg/kg/dia 200mg/kg/dia
Escore 4,4+0,9 3,041,0 2,010,7 3,6%1,1 3,0+0,9 1,3+£0,5
Claudina-3 8,39+0,07 14,35+0,89 19,69+0,83 7,55+0,89 16,95+1,26 20,94+0,94
Ocludina 9,73+1,02 13,57+0,69 15,45+0,45 13,95+0,63 20,99+0,77 17,59+0,53
E-caderina 2,78+1,36 21,19+1,03 23,24+0,84 3,5840,22 20,99+0,77 24,2540,55
B-catenina 4,20+1,30 20,14+0,99 20,99+0,84 5,55+0,26 23,24+0,67 24,85+0,75
MPO 21,81+4,24 4,1341,90 1,01+0,66 21,91+3,41 2,25+1,37 0,8510,40
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