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RESUMO

ARAUIJO, Fernanda Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2021.
Atividade antioxidante e anti-inflamatoéria do gel trasdérmico de curcumina em modelos
para doenca inflamatéria intestinal. Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz.
Coorientadores: Anésia Aparecida dos Santos, Leandro Licursi de Oliveira e Maria do Carmo
Gouveia Peluzio.

Doengas Inflamatorias Intestinais (DII) ¢ um grupo de doencas inflamatorias que acometem o
trato gastrointestinal. Podem ocorrer por meio de duas formas principais, a Doenga de Crohn
(DC) e a Colite Ulcerativa (CU). O Brasil ainda possui baixa prevaléncia destas doengas.
Contudo, a incidéncia vem aumentando anualmente. Muitos pacientes ndo tém resposta para as
terapias ou tem uma resposta que ndo ¢ sustentada. Opg¢des adicionais de tratamento com novos
mecanismos de a¢do sao necessarios para aumentar taxas de eficacia. As plantas constituem
uma fonte natural de compostos bioativos eficazes que podem ser utilizados em diversas
aplicacdes, principalmente como aditivos alimentares e na promog¢do da saude como
ingredientes na formulag¢do de fitoterapicos e nutracéuticos. A espécie Curcuma longa tem
demonstrado possuir uma diversidade de compostos fendlicos, sendo o principal a curcumina,
que podem proteger o corpo do processo oxidativo e efeito protetor e preventivo contra varias
doengas. Os produtos naturais com propriedades anti-inflamatérias, como a curcumina,
possibilitam a mesma agdo proposta pelos medicamentos alopaticos, porém com menores
efeitos adversos. Pesquisas recentes indicaram que a curcumina pode atenuar a DII, melhorando
assim a fun¢do da barreira intestinal, modulando varias vias de sinalizag¢ao celular, produzindo
efeitos antiinflamatorios, antioxidantes e imunomoduladores. Um possivel entrave para o uso
oral ¢ a sua pouca solubilidade e permeabilidade. Torna-se importante o desenvolvimento de
formulagdes com curcumina para melhorar biodisponibilidade desse composto. O objetivo
deste estudo ¢ avaliar o efeito do gel transdérmico de curcumina (CTG), com diferentes
concentragoes, sobre o estresse oxidativo e a inflamagao intestinal em camundongos knockout
para IL-10 (IL-10 KO). Além disso a capacidade antioxidante da curcumina in vitro foi avaliada
através de macrofagos murinos RAW 264. Foram realizadas in vitro os ensaios de determinagao
da atividade antioxidante por DPPH, o ensaio de viabilidade celular, a avaliagdo da viabilidade
celular apos indugdo ao estresse oxidativo com H>0: e a avaliagdo da capacidade citoproterora
da curcumina. In vivo, foram utilizados um total de 52 camundongos fémeas IL10 7~ da espécie

Mus musculus. Todos os animais estavam em sua 10* semana de vida. O estudo foi dividido em



duas etapas. Na primeira etapa: um grupo controle (CN, n= 8) e trés tratamentos de gel
transdérmico de curcumina (C50: 50mg, n=3), (C75: 75mg, n=3) e (C100: 100mg, n=3) por
quilograma de peso corporal. E na segunda etapa: grupo controle (CN, n=5) e trés tratamentos
de gel transdérmico de curcumina (C100: 100mg, n=5), (C200: 200mg, n=5) e¢ (C400: 100mg,
n=5) por quilograma de peso corporal. O gel trasdérmico foi obitdo a partir da incorporacao da
curcumina ao pentravan®. Os animais foram tricomizados na parte dorsal e receberam GTC de
diferentes concentragdes diariamente. Os resultados obtidos na primeira parte do experimento,
demonstararm que as concentracdes de malondialdeido do colon foram menores nos
tratamentos C50 e C75. No intestino delgado e colon, a catalase reduziu em ambos os 6rgaos e
a superoxido dismutase reduziu apenas no cdlon, aumentando no intestino delgado nos
tratamentos C50 e C75. A glutationa transferase aumentou no intestino delgado no grupo C75
e diminuiu no cdlon. Na segunrta etapa do experimento, o GTC foi capaz de reduzir, no intestino
delgado, as atividades da SOD e CAT, e aumentar as atividades de GST no grupo C200. No
colon, tivemos maior concentragdo das moléculas antioxidantes GST e ON grupo C400. Na
histologia, o GTC aumentou a camada muscular, no intestino delgado de todos os animais
tratados, no colon nos animais C100 e C200, e no ceco nos animais C100. No intestino delgado
0 GTC preservou a integridade do epitélio na vilosidade no C200. No ceco, o GTC aumentou
a profundidade da cripta nos grupos C200 e C400. Todos os dados do estudo foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post hoc Tukey (os dados in vitro) e
Newman Keuls (os dados in vivo) ambos a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram
realizadas no programa GraphPad Prism versdo 6.01. O presente estudo demonstrou que o CTG
tem um efeito protetor sobre o estresse oxidativo e a melhora histologica de camundongos
nocaute de IL-10, e pode desempenhar um papel significativo no tratamento de doengas

inflamatorias intestinais no futuro, particularmente como terapia adjuvante.

Palavras-chave: Inflamag¢do intestinal. Estresse oxidativo. Curcumina. Antioxidantes. Gel

transdérmico.



ABSTRACT

ARAUIJO, Fernanda Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December 2021.
Antioxidant and anti-inflammatory activity of curcumin trasdermal gel in models for
inflammatory bowel disease. Advisor: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers: Anésia
Aparecida dos Santos, Leandro Licursi de Oliveira and Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

Inflammatory Bowel Diseases (IBD) is a group of inflammatory diseases that affect the
gastrointestinal tract. They can occur through two main forms, Crohn's Disease (CD) and
Ulcerative Colitis (UC). Brazil still has a low prevalence of these diseases. However, the
incidence is increasing annually. Many patients do not respond to therapies or have a response
that is not sustained. Additional treatment options with new mechanisms of action are needed
to increase efficacy rates. Plants are a natural source of effective bioactive compounds that can
be used in various applications, mainly as food additives and in health promotion as ingredients
in the formulation of herbal medicines and nutraceuticals. The species Curcuma longa has been
shown to have a variety of phenolic compounds, the main one being curcumin, which can
protect the body from the oxidative process and have a protective and preventive effect against
various diseases. Natural products with anti-inflammatory properties, such as curcumin, allow
the same action proposed by allopathic medicines, but with fewer adverse effects. Recent
research has indicated that curcumin can attenuate IBD, thus improving intestinal barrier
function, modulating various cell signaling pathways, producing anti-inflammatory,
antioxidant and immunomodulatory effects. A possible obstacle for oral use is its poor solubility
and permeability. It is important to develop formulations with curcumin to improve the
bioavailability of this compound. The aim of this study is to evaluate the effect of transdermal
curcumin gel (CTG), with different concentrations, on oxidative stress and intestinal
inflammation in IL-10 knockout mice. In addition, the antioxidant capacity of curcumin in vitro
was evaluated using RAW 264 murine macrophages. In vitro assays for determination of
antioxidant activity by DPPH, cell viability assay, evaluation of cell viability after induction of
oxidative stress with H202 were performed. and the assessment of the cytoprotective capacity
of curcumin. In vivo, a total of 52 female IL10 -/- mice of the Mus musculus species were used.
All animals were in their 10th week of life. The study was divided into two stages. In the first
step: a control group (CN, n=8) and three treatments of transdermal curcumin gel (C50: 50mg,
n=3), (C75: 75mg, n=3) and (C100: 100mg, n=3) per kilogram of body weight. And in the

second stage: control group (CN, n=5) and three treatments of transdermal curcumin gel (C100:



100mg, n=5), (C200: 200mg, n=5) and (C400: 100mg, n=5) per kilogram of body weight. The
transdermal gel was obtained from the incorporation of curcumin to pentravan®. The animals
were trichomized in the dorsal part and received GTC of different concentrations daily. The
results obtained in the first part of the experiment, demonstrated that the concentrations of
malondialdehyde in the colon were lower in treatments C50 and C75. In the small intestine and
colon, catalase was reduced in both organs and superoxide dismutase was reduced only in the
colon, increasing in the small intestine in treatments C50 and C75. Glutathione transferase
increased in the small intestine in the C75 group and decreased in the colon. In the second stage
of the experiment, the GTC was able to reduce, in the small intestine, the activities of SOD and
CAT, and increase the activities of GST in the C200 group. In the colon, we had a higher
concentration of the antioxidant molecules GST and ON group C400. Histologically, GTC
increased the muscle layer in the small intestine of all treated animals, in the colon in C100 and
C200 animals, and in the cecum in C100 animals. In the small intestine, GTC preserved the
integrity of the epithelium in the villi at C200. In the cecum, GTC increased the depth of the
crypt in the C200 and C400 groups. All study data were subjected to analysis of variance
(ANOVA) followed by post hoc Tukey (in vitro data) and Newman Keuls (in vivo data) tests,
both at 5% probability. Statistical analyzes were performed using GraphPad Prism version 6.01.
The present study demonstrated that CTG has a protective effect on oxidative stress and
histological improvement in IL-10 knockout mice and, may play a significant role in the

treatment of inflammatory bowel disease in the future, particularly as adjuvant therapy.

Keywords: Intestinal inflammation. Oxidative stress. Curcumin. Antioxidates. Transdermal

gel.
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1. INTRODUCAO GERAL

Doenga Inflamatéria Intestinal (DII) € um grupo de doengas inflamatorias que acometem
o trato gastrointestinal. Podem ocorrer por meio de duas formas principais, a Doenga de Crohn
(DC) e a Colite Ulcerativa (CU). Ambas as doengas sdo de etiologia ainda pouco conhecida.
Acredita-se que fatores ambientais, genéticos, microbiologicos e imunologicos estejam
envolvidos na progressao ¢ manutengao dessas doencas. Os sinais e sintomas clinicos da DII
incluem dor abdominal, fadiga, diarreia muco-sanguinolenta, perda de peso, a ma nutri¢do além
de varias manifestagdes extra-intestinais (GRAHAM & XAVIER, 2020; VASOVIC et al.,
2016; AKIHO et al., 2015; MARANHAO; VIEIRA; CAMPOS, 2015; ROSA; SILVAJUNIOR;
ROSA, 2014). O aumento da incidéncia e a prevaléncia da DIl no mundo estdo relacionados
com o estilo de vida moderno, com o consumo de alimentos ultraprocessados € com o estresse.
O Brasil ainda possui baixa prevaléncia da doenga. Contudo, a incidéncia vem aumentando
anualmente (SANTOS et al., 2015).

Na DII temos duas importantes vias que sdao responsaveis pela primeira resposta
inflamatoria. Sdo elas: as vias NF-kB e AP-1/MAPK. O NF-kB e AP-1 sdo fatores de
transcri¢do ubiquos que se ligam ao DNA para regular a expressdo génica de genes
inflamatoérios, diferenciadores, proliferativos e apoptoticos. Assim, como resposta celular a via
do NF-kB, o sistema imune aumenta a producao de citocinas pro-inflamatorias como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), Interferon-gama (INF-y), Interleucina (IL) -12, IL-1p, IL-6, IL-
13 e IL-17 que agirdo como os efetores no processo inflamatorio caracteristico das DII
(NEURATH et al.,, 2014). O NF-kB provavelmente ¢ o fator de transcrigdo dominante
envolvido em doengas inflamatorias intestinais (BURGE et al., 2019; DE PLAEN et al., 2007).
Na patogénese da DII, as citocinas desempenham papel importante ao controlar multiplos
aspectos da resposta inflamatoria. Em particular, o desequilibrio entre citocinas pro-
inflamatoérias e anti-inflamatdrias que ocorre na DII impede a resolugdo da inflamagdo e, em
vez disso, leva a perpetuagdo da doencga e a destruicao tecidual (NEURATH et al., 2014).

Em nossas células existem fatores de transcrigdo (FT) génica sensiveis a sinais
extracelulares e, ou modificagcdes no meio interno capazes de regular a expressao dos genes,
gerando respostas aos estimulos. Dentre estes, estdo o NF-kB e a AP-1 (proteina ativadora 1).
Os FT podem ser modulados pelo estresse oxidativo e agentes inflamatdrios e antiinflamatorios.
O estresse oxidativo, via sinalizacdo dos FT e lesdo celular, gera modificagdes génicas no

nucleo das células, agindo como um potente indutor da resposta inflamatdria, por alterar a
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sintese de citocinas, prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos, moléculas de adesdo e
quimiocinas (HADDAD, 2002; RAUHMAN & MACNEE, 2000; JASSEN-HEINIGER;
POYNTER & BAEURLE, 2000).

As células inflamatoérias ativadas durante o processo da doenca inflamatoria intestinal,
causa dano oxidativo aos constituintes celulares, incluindo lipidios, levando a lesdes adicionais
da mucosa, disfuncdo e agravamento da inflamacdo que intensificam mais o processo
patologico. Nesse contexto, produtos de peroxidagao lipidica, induzem a infiltracao e ativagao
da inflamagao da célula (TREVISANI et al., 2007).

Um mecanismo proposto como subjacente a fisiopatologia da DII é o desequilibrio redox,
que esta envolvido na patogé€nese e progressao de distintas doengas que tem como caracteristica
em comum a inflamagdo cronica, incluindo as doengas neurodegenerativas, o cancer e as
cardiovasculares (DCNT) (SOARES et al., 2015; ZHU & LI, 2012). Esse desequilibrio esta
relacionado com o aparecimento de sinais e sintomas da DII, incluindo diarreia, megaco6lon
toxico e dor abdominal (DAMIANI, 2006; BARBOSA et al., 2010). Antioxidantes de origem
endogena, como as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e s-
tranferase (GST) e catalase, sdo capazes de combater o estresse oxidativo na mucosa intestinal.
Toda via, o processo inflamatério requer um aumento da demanda por estes importantes
antioxidantes, resposta que, nem sempre, ¢ atendida. Como resultado, gera-se uma desigualdade
entre os fatores pro-oxidantes e antioxidantes, resultando assim em lesdes no epitélio intestinal
(TORRES et al., 2011; MANDALARI et al., 2011; MOURA et al., 2015).

Com o objetivo de combater o estrese oxidativo e preservar a homeostase, € necessaria a
producdo endogena de antioxidantes e adiquirir antioxidantes exogenos, dietéticos.
Antioxidantes enddgenos consiste na producao enzimatica de por exemplo: SOD), CAT e GPx.
Antioxidantes dietéticos incluem vitamina E (tocoferdis e tocotriendis), acido ascorbito
(vitamina C), ubiquinona (coenzima Q10), tiois (acido alfa-lipdico), carotenoides e flavonoides
(STROBEL et al., 2011). Assim, os compostos bioativos, antioxidantes, presentes nos
alimentos em doses ideiais, podem exercer os seus efeitos benéficos, influenciando na
expressao génica de genes envolvidos na sinalizacdo intracelular anti-inflamatdria e no combate
do processo inflamatdrio sistémico (DRAGANO et al., 2013).

A espécie Curcuma longa tem demonstrado possuir uma diversidade de compostos
fenolicos. O principal composto ja conhecido na literatura € a curcumina, esta apresenta fungdes
antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatério, antiangiogénico, antimutagénico, propriedades

de agregacdo antiplaquetéria, efeito protetor, preventivo e terapéutico benéficos em vdrias
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doengas, incluindo doencas inflamatorias, doencas neurologicas, doengas cardiovasculares,
doengas pulmonares, doengas metabolicas, doencas hepaticas e canceres e disturbios
dermatoldgicos (ZAHEDIPOUR et al., 2020; SADEGHLI, et al., 2018; BETUL KOCAADAM
& NEVIN SANLIER, 2015; DEOGADE E GHATE, 2015; DEVASSY et al., 2015; PRASAD
et al., 2014, KLOESCH et al., 2013).

Nas ultimas décadas, investigagdes experimentais revelou o potencial terapéutico da
curcumina contra um amplo espectro de doengas inflamatorias, incluindo a DII. Além disso, foi
relatado que a curcumina interage diretamente com muitos mediadores de sinalizacao
implicados na patogénese da DII (ZAHEDIPOUR et al., 2020; VECCHI et al., 2014).

A busca de agentes dietéticos disponiveis, baratos e multidirecionados ou compostos
naturais, antioxidantes, que venham a desempenhar papel fundamental no tratamento da DII ¢é
de grande interesse de muitos estudos, pois existe a possibilidade de aumentar a qualidade e
vida dos pacientes, dimimuindo assim o custo dos tratamentos e os efeitos colaterias dos
medicamentos convencionais.(FALLAHI et al., 2021; VECCHI et al., 2014).

A tolerabilidade e seguranca da curcumina foram confirmadas em ensaio clinico em seres
humanos e em cobaias para tratamento de varios distarbios inflamatérios. No entanto a principal
limitagao do seu uso clinico esta na sua baixa biodisponibilidade oral, devido a mé absor¢ao no
intestino. A curcumina ¢ hidrofobica sendo pouco solivel em agua, seu coeficiente particao
octanol/agua ¢ de aproximadamente 3,3. Além disso presenta alta taxa de metabolismo, o que
resulta em um curto tempo de meia-vida (OHNO et al., 2017).

Apesar dos promissores efeitos bioldgicos da curcumina, sua pobre biodisponibilidade
oral em roedores e humanos restringiu seu uso no controle de doencas humanas. E bem
conhecido que muitos fArmacos apresentam problemas de biodisponibilidade devido a sua baixa
solubilidade em agua, taxa de dissolugdo lenta e instabilidade no trato gastrointestinal. Uma
absorc¢do oral deficiente devido a sua extremamente baixa solubilidade aquosa ou extenso
metabolismo pré-sistémico pode ser responsavel pela farmacocinética desfavoravel desta
molécula. Em roedores, a curcumina sofre metabolismo avido por conjugagao e reducao e a sua
absor¢do apds a administra¢do oral ¢ caracterizada por uma baixa biodisponibilidade sistémica
(FALLAHI et al., 2021;YADAYV el al., 2009).

Neste estudo desenvolveu-seuma formulacao trasdérmica de curcumina. A curcumina
pode desempenhar um papel significativo no tratamento da doenca inflamatoria intestinal no
futuro, particularmente como terapia adjuvante a saide devido as suas propriedades

antioxidantes e anti-inflamatoria, melhorando o estresse oxidativo, e consequentemente o
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processo inflamatdrio intestinal da DII. O desenvolvimento do gél trasdérmico de curcumina,
¢ uma alternativa de via que oferece melhor bem-estar ao paciente substituindo a via oral e para

aumento da biodisponibilidade do composto.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do gel trasdermico de curcumina no estresse

oxidativo e na inflamag¢ao em modelo animal para doenga inflamatoria intestinal.

2.2. Objetivos especificos

v
v

Avaliar o potencial antioxidante da curcumina in vitro

Elaborar um gel transdérmicos de curcumina com diferentes concentragdes com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias.

Verificar se o gel transdérmico de diferentes concentracdes ¢ capaz de tratar a
inflamacao intestinal em camundongos nocaute de IL-10 (IL-10 KO);

Medir a peroxidacdo de lipidios, e a defesa antioxidante no intestino delgado, célon e
ceco de camundongos IL-10 KO;

Avaliar o efeito do gel trasdérmico na melhoria da morfologia do intestino, colon e ceco

dos camundongos IL-10 KO;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Morfologia do Intestino

O intestino consiste em duas por¢des principais: intestino delgado, dividido em
duodeno, jejuno e ileo responsavel pela digestdo e absor¢ao de nutrientes e o intestino grosso,
dividido em ceco, colon e reto ¢ responsavel pela absor¢do de agua e formacdo de fezes. O
intestino delgado possui sua parede organizada em camadas ou tunicas, sendo que a partir do
limen intestinal encontram-se as tinicas mucosa, submucosa, muscular externa e serosa (Figura
1) (TOMASELLO et al., 2016).

A mucosa apresenta especializagdes que aumentam significativamente sua area de
superficie formando as vilosidades, projegdes digitiformes da mucosa voltadas para o lumen.
Destacam que essas estruturas sdo revestidas por epitélio simples cilindro, formado por
enterocitos, células caliciformes, células enteroendocrinas, células de Paneth e células-tronco.
Parte dessas células se concentra nas criptas intestinais que se estendem até a camada muscular
da mucosa. As criptas intestinais sdo glandulas tubulares simples encontradas entre as
vilosidades da parede do intestino delgado e intestino grosso (colon). Secretam diversas
enzimas e possuem células especializadas na produgao de hormdnios e enzimas de defesa. As
vilosidades e as criptas caracterizam a mucosa do intestino delgado (TOMASELLO et al., 2016;

CAMBUI & NATALL 2015).

Figura 1: Fotomicrografia do intestino delgado (duodeno) evidenciando a tunica mucosa (Mc),
a camada muscular da mucosa (Mm), a tinica submucosa (SMc), a tinica muscular externa
(Ms) formada de duas camadas de musculo liso e a tinica serosa (Se) de tecido conjuntivo
revestido por células mesoteliais, as quais estdo voltadas para a cavidade peritonial que
envolvem o intestino.

Fonte: Cambui & Natali, 2016.
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O epitélio do intestino grosso compreende colonocitos semelhantes aos enterocitos. No
entanto tem como principal fungdo a de absorver a agua. Colondcitos sdo organizados para
formar ao longo de células caliciformes, glandulas tubulares simples que secretam muco neutro
para lubrificar o contetdo intestinal. A tunica mucosa do intestino grosso caracteriza-se pela
auséncia de vilos, observa-se-se que ¢ constituido por epitélio simples cilindrico, com células
caliciformes, sobre uma lamina propria de tecido conjuntivo similar aquele visto no intestino
delgado, ¢ responsavel pelo revestimento das criptas intestinais e acrescentam que o nimero de
células caliciformes em relagdao aos enterdcitos € maior no colo que no intestino delgado com
aumento desta propor¢do em dire¢do a regido do ceco e reto. Ressalta-se que que as criptas
contém células-tronco para a renovagdo do epitélio, além de células enteroenddcrinas

(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

3.2. Doenc¢a Inflamatoria Intestinal (DII)

A doenga inflamatoria intestinal (DII) afeta pessoas em todo o mundo. A incidéncia e
prevaléncia mundial é crescente, com as maiores taxas nas nagdes ocidentalizadas,
especialmente no Reino Unido e na América do Norte. Atinge da mesma forma homens e
mulheres, mas varia com a etnia (JIMENEZ & GASCHE, 2019; ALGIERI et al., 2014;
LOFTUS, 2004). Sdo comumente detectados em jovens entre 18 e 25 anos de idade e, até o
momento, € incuravel (RETNAKUMAR & MULLER, 2019). Considerando que a DII afeta
principalmente os jovens e adultos e podem levar a incapacidade e, até contribuir para a
morbidade a longo prazo além de causar problemas sociais, psicologicos e econdmicos, esta
vém obtendo maior atencao e sao consideradas um problema de satide publica em alguns paises
(BARROS; SILVA; NETO, 2014).

No Brasil, poucos estudos analisam os aspectos epidemioldgicos da DII, sendo que a
maioria apenas descreve os aspectos clinicos e a frequéncia de admissdo em hospitais, devido
essa enfermidade ndo ter qualquer tipo de referéncia quanto a incidéncia ou prevaléncia na
populacdo (RETNAKUMAR & MULLER, 2019). Vérias linhas de evidéncia sugerem que a
doenca ¢ causada por uma confluéncia de fatores genéticos e ambientais que alteram a
homeostase intestinal, desencadeando assim a inflamacdo imunomediada em individuos
geneticamente suscetiveis (CARUSO & NUNEZ, 2020).

A DII (Figura 2) ¢ um grupo de desordens inflamatdrias reincidente que afeta o intestino

delgado. Os dois tipos mais comuns de DII sdo a doenca de Crohn (DC) e colite ulcerosa (CU),
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que se caracterizam por inflamagao intestinal ndo controlada, exacerbada que contribui para o
agravamento da qualidade de vida dos doentes (DONG et al.,2019; ALGIERI et al., 2014). A
prevaléncia ¢ maior na doenga de Crohn quando comparada colite ulcerativa (JIMENEZ &
GASCHE, 2019). Pacientes com CU e DC, enfrentam um risco aumentado de desenvolver
cancer colorretal. As evidéncias, principalmente da colite ulcerosa, sugerem que as mutagdes
no 7P53 representam uma etapa inicial na progressao do epitélio colonico inflamado para o
cancer colorretal. No entanto, as vias envolvidas na evolucao do cancer de colon em pacientes
com DC ainda sao mal caracterizadas (HIRSCH et al., 2018).

Virias caracteristicas clinicas e patologicas importantes diferem a DC da CU sugerindo

que elas representam entidades clinicas independentes (Tabela 1).



Tabela 1: Principais caracteristicas das doengas inflamatorias intestinais.

Incidéncia

Fatores de risco

Inicio da doenca
Area afetada
Distribuicao das
lesoes

Histologia

Caracteristicas
macroscopicas

Sintomatologia

Complicacgoes

Colite ulcerativa

2,2 a 19,2 casos por 100.000
pessoas por ano
Genotipo e ambiente
(tabagismo- nicotina e
apendicectomia como fator de

protecdo)

Geralmente entre 15 € 40 anos
Coélon

Continua

Mucosa/submucosa;
Abcesso de criptas;
Ulceras superficiais.
Colite Ulcerativa
Friabilidade da mucosa;
Pseudopolipos;

Perda da haustra.
Diarreia sanguinolenta
Dor abdominal

Perda de peso
Hemorragia grave,
Megacdlon toxico, Ruptura do

intestino e Cancer de cdlon

Doenca de Crohn

3,1 a 20,2 casos por 100.000
pessoas por ano

Gendtipo e ambiente (por
exemplo, tabagismo como
fator de risco para as

formas mais agressivas de
doenga)

Geralmente entre 15 e 40 anos
Todo o trato gastrointestinal

Descontinua

Granulomas transmurais;

Ulceras aftoides

Doenca de Crohn

Fistulas

Diarreia

Dor abdominal

Perda de peso

Febre

Estenose, Abscesso, Fistulas e

Cancer de cdlon

Fonte: Adaptado de Neurath et al., 2014 e Thoreson & Cullen, 2007.
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Figura 2: Diferenca da Doenca de Crohn (DC) e Colite Ulcertativa (CU) ao longo do intestino.

DC CU

Célon

Fonte: Adpatado Kim (2017).

A DC ¢ uma doenga inflamatéria, que tem a capacidade de afetar todo o sistema
gastrointestinal, de origem idiopatica caracterizada pela inflamagdo recorrente do trato
gastrointestinal (TGI), que pode ser afetado em toda a sua extensdo, desde a boca até ao anus,
sendo o ileo e o colon as porgdes mais afetadas. Nesta patologia, todas as camadas da mucosa
sdo atingidas, existindo lesdes desde a camada mucosa a serosa, no entanto, as lesdes ndo
ocorrem de forma continua ao longo do TGI, estando as areas lesadas separadas por uma regido
sem inflamacdo (LOGANES et al., 2016; YAMAMOTO et al., 2016). Na maioria dos casos,
acomete a porcao final do colon e o intestino delgado (LOGANES et al., 2016). Quando ¢
afetado s6 o colon (32 %) apesar dos sintomas comuns, como diarreia, aparece também,
hemorragia retal e fistulas. O envolvimento do intestino delgado (28 %) e por¢do
gastroduodenal caracterizam-se por diarreia, colicas, dor na zona abdominal e nauseas, vomitos
e anorexia (OLIVEIRA et al., 2017).

Descreve-se a CU como uma inflamacao difusa e inespecifica, afetando a mucosa e
submucosa, sendo a divisdo do tecido acometido pela inflamagao e tecido normal bem nitida.
O tecido comprometido se apresenta continuo, podendo ocorrer erosdes na mucosa nas formas

mais leves da doenca e, nas mais graves, até tlceras e comprometimento da camada muscular.
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Em microscopia ¢ possivel observar infiltrado de neutrdfilos na mucosa e na submucosa,
linfocitos, eosinofilos, plasmoécitos e macréfagos, sinalizando uma resposta cronica da doenga
(MARANHAO; VIEIRA; CAMPOS, 2015; LOGANES et al., 2016).

O objetivo terapéutico na CU ¢ induzir a remissao clinica a longo prazo sem esteroides
ou aumentar os intervalos de exacerbagao aguda. A vigilancia do cancer em pacientes com CU
¢ fortemente recomendada, pois esses individuos tém um risco elevado de desenvolver o cancer
de colon dentro de 10 anos (LEITNER, 2016). Além disso, a hiperplasia inflamatdria excessiva
também induz o aparecimento do cancer (DONG et al.,2019). Temos que, o cancer de colon ¢
um dos canceres mais comuns e ¢ a quarta principal causa de todas as mortes relacionadas ao
cancer no mundo (ZHU et al., 2018). Técnicas avancadas de endoscopia ¢ imagem sao
necessarias para otimizar o diagndstico de cancer na CU (LEITNER, 2016).

A etiologia da DII exata ndo € clara; mas todas sdo caracterizadas por repetidas alteragdes
cronicas inflamatérias no intestino. As reagdes inflamatérias resultam na produgdo de
numerosos citocinas ¢ mediadores inflamatérios, causando danos as células epiteliais. Esses
danos, diminuem a fung¢do da barreira intestinal e promove a reprodugdao em massa de bactérias
patogénicas, quebrando o equilibrio da microbiota intestinal (HOLD et al., 2014; BISCHOFF
et al., 2014).

Temos que, a barreira intestinal ¢ fundamental para a satide e ¢ um dos sistemas mais
metabolicamente dindmicos do corpo. O intestino deve estar em equilibrio constantemente,
permitindo que moléculas (por exemplo, agua, eletrolitos, nutrientes) mantenham longe os
antigenos ambientais inflamatérios (BURGE et al.,2019). Além disso, a barreira intestinal deve
gerenciar a prevenc¢ao da invasao e translocagdo de bactérias luminais, e também nao se tornar
hiper-reativa a esses microrganismos (CHO et al., 2016). A barreira intestinal ¢ composta por
uma barreira fisica e bioquimica externa e por uma barreira imunolédgica interna complementar
(BURGE et al., 2019; BISCHOFF et al., 2014). Foi apresentada a barreira intestinal fisica como
um sistema de quatro camadas, onde o fortalecimento em qualquer uma dessas camadas serve
para fortalecer a barreira como um todo. Os quatro componentes integrais da barreira fisica
consistem em (1) uma camada de fosfatase alcalina desintoxicante de lipopolissacarideo (LPS),
(2) uma barreira de mucina fisica que inibe a interagdo bacteriana com o intestino, (3) jungdes
apertadas e (4) Paneth (WANG; GHOSH & GHOSH, 2017).

A DII esté associada a multiplas manifesta¢des extra intestinais, envolvendo os disturbios
musculoesqueléticos, dermatoldgicos, sistemas hepatopancreatobiliar, ocular, renal e até

pulmonar (JIMENEZ & GASCHE, 2019). As interagdes neuroimunes sdo encontradas
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desempenhando um papel importante na patogénese, resultante de lesdo tecidual produzida por
neutr6filos e macrofagos, o que tem sido atribuido a capacidade destas células libertarem
metabolitos reativos, proteinas citotoxicas e citocinas e aos seus efeitos perturbadores na
integridade epitelial (MICHAEL et al., 2009). A patogénese ¢ multifatorial, envolvendo fatores
genéticos suscetibilidade, imunidade, ambiente e microbiota (JIMENEZ & GASCHE, 2019).

A hipdtese mais aceita sobre a patogénese da DII € que respostas imunologicas adquiridas
excessivamente agressivas (células T) a um subgrupo de bactérias entéricas comensais se
desenvolvem em hospedeiros geneticamente suscetiveis, que exibem uma barreira de epitélio
intestinal disfuncional, com aumento da permeabilidade da juncdo estreita e que os fatores
ambientais precipitam o inicio ou a reativacdo da doenca (VEZZA el al., 2016, SARTOR,
2006). Como forma de melhoria na funcdo da barreira intestinal, temos como um potencial
estratégia terapéutica que sao as substancias derivadas de plantas ou fitoquimicos, por exemplo,
a curcumina que pode potencialmente oferecer efeitos semelhantes aos do uso de probidticos,
embora sejam mais leves e livres desses efeitos incompativeis (WANG, GHOSH, & GHOSH,
2017).

A desregulacao do sistema imune, a disfun¢do da barreira na mucosa, o estresse oxidativo,
a composi¢ao alterada da microbiota intestinal no c6lon e a suscetibilidade genética de fatores
individuais e ambientais, se cruzam de varias maneiras para que a doenca se torne clinicamente

aparente (SHARMA, SHARMA &, WADHWA, 2019) SARTOR, 2006) (Figura 4).

Figura 3: Interacdo de varios fatores que contribuem para a inflamacgao intestinal cronica em
um hospedeiro geneticamente suscetivel
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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O sistema imune da mucosa constitui um elemento chave na preven¢do da penetragdo
de microrganismos. Consiste em respostas imunes inatas ¢ adaptativas. A resposta imune inata
¢ a primeira linha de defesa contra a infec¢do e incluem proteinas do complemento, granuldcitos
(basofilos, eosinofilos e neutrofilos), mastocitos, macrofagos, células dendriticas e células
natural killer. A resposta imune adaptativa se desenvolve mais lentamente, mas se manifesta
como aumento da especificidade antigénica e da memoria. Consiste em anticorpos, células B e
linfocitos T CD4 + e CD8 +. O rompimento do sistema imune intestinal inato e adquirido pode
causar o desenvolvimento de doengas intestinais cronicas (Figura 5). Uma das principais
estratégias para combater eficazmente a resposta imune exacerbada, e consequentemente a DI,
¢ interferir em multiplos estdgios da cascata inflamatoria com atividade antioxidante capaz de

inibir enzimas (VEZZA et al., 2016).

Figura 4: Sistema imune da mucosa intestinal.
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3.3. Inflamacéo Intestinal e 0 Mecanismo de Sinalizacado Molecular

Na inflamagdo intestinal, além de parametros quimicos como aumento de marcadores
inflamatoérios inespecificos como PCR (marcador de atividade) e taxa de sedimentagdao de
eritrocitos, deficiéncia de ferro e anemia em diferentes gravidades, também ¢ encontrado um
padrao distinto de citocinas especificas. As citocinas desempenham papel crucial na patogénese
das doencas inflamatorias intestinais (DII), como a doenga de Crohn e a colite ulcerativa,
controlando multiplos aspectos da resposta inflamatoria. Em particular, o desequilibrio entre
citocinas pro-inflamatdrias e antiinflamatérias que ocorre na DII impede a resolugao da
inflamacao e, em vez disso, leva a perpetuacao da doenga e a destruigdo tecidual (NEURATH
et al., 2014).

Estudos tem mostrado que camundongos IL-10 KO para citocinas reguladoras (como IL-
2 e IL-10) desenvolveram colite espontanea, que destacou um papel crucial das citocinas na
inflamacao intestinal (NEURATH, 2014; STROBER, FUSS & BLUMBERG, 2002). Em
particular, um trabalho recente descobriu que muta¢des na perda de funcdo nos genes que
codificam IL-10 e IL-10R estdo associados com uma forma muito precoce de DII que ¢
caracterizada por enterocolite severa intratavel em lactentes, e que a doenga em pacientes com
deficiéncia de IL-10R pode ser aliviada com o transplante de células estaminais
hematopoiéticas (NEURATH et al., 2014; KOTLARZ et al., 2012). A interleucina-10 (IL-10)
¢ uma citocina imunossupressora que age apos a resposta inflamatoria inicial para reprimir a
atividade excessiva da citocina pro-inflamatoria. Acredita-se que a produgao insuficiente de IL-
10 crie um desequilibrio entre os mecanismos pro e anti-inflamatorios e varios estudos mostram
que isso afeta a gravidade da DII (MCCANN et al., 2014).

A fisiopatologia das DII envolve o reconhecimento de padroes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), componentes da microbiota comensal, e por receptores do tipo toll (TRL)
ou proteinas citoplasmaticas como NOD1 e NOD2. TLRs parecem desempenhar papéis
essenciais na homeostase da mucosa e suas alteragdes contribuem para a patogénese da DII.
Pessoas com DII mostram diferentes padroes de TLR expressas na célula epitelial da mucosa.
Entre as familias do TLR, o TLR4 ¢ essencial para o reconhecimento de LPS e desencadear a
translocagdo de NF-kB, resultando na regulacdo de citocinas pro-inflamatorias e levando ao
desenvolvimento de enterocolite cronica. (NEURATH, 2014; WEI & FENG, 2010).

As células dendriticas da membrana celular e os macrofagos sao células apresentadoras

de antigenos (APCs) que sdo encontradas na mucosa inflamada da DII. Apds a ativacao, estas
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células produzem grandes quantidades de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-18, IL-6,
IL-18 e fator de necrose tumoral (TNF) (NEURATH, 2014).

O TNF ¢ produzido como uma proteina transmembrana a partir da qual TNF solavel ¢
liberado por clivagem proteolitica via enzima de conversao de metaloproteinases TNF (TACE;
também conhecido como ADAM17). A producdo do TNF ligado a membrana e soltvel pelas
células mononucleares da membrana aumenta acentuadamente em pacientes com DII. Em
particular, os macréfagos CD14 +, adipdcitos, fibroblastos e células T de pacientes com DII
mostraram produzir grandes quantidades de TNF. O TNF exerce varias fungdes pro-
inflamatorias na mucosa inflamada, hipervascularizacao e angiogénese, aumentando também a
produgdo de citocinas pro-inflamatorias por macrofagos e células T. Os anticorpos especificos
do TNF podem ativar simultaneamente varias vias pro-inflamatorias, ligando-se a seus
receptores TNFR1 e TNFR2, seguidos da ativagdo intracelular do fator nuclear do fator de
transcricdo Kappa B (NF-kB) (LEITNER, 2016, NEURATH, 2014).

A ativacdo e translocagdo de NF-kB para o ntcleo, induz a transcrigdo de genes pro-
inflamatoérios. Acredita-se que ambas as vias NF-kB e AP-1/MAPK desempenham um papel
nas doengas inflamatorias intestinais. NF-kB e AP-1 sdo fatores de transcricdo ubiquos que se
ligam ao DNA para regular a expressdo génica de genes inflamatorios, diferenciadores,
proliferativos e apoptoticos. Assim, como resposta celular a via do NF-kB, o sistema imune
aumenta a producdo de citocinas pro-inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), Interferon-gama (INF-y), Interleucina (IL) -12, IL-18, IL-6, IL-13 e IL-17 que agirdo como
os efetores no processo inflamatorio caracteristico das DI (NEURATH et al., 2014). O NF-kB
provavelmente ¢ o fator de transcricdo dominante envolvido em doencas inflamatdrias
intestinais e envolve cinco subunidades: p50, p65 (RelA), p52, cRel e RelB (BURGE et al.,
2019; DE PLAEN et al., 2007).

Entre as vias de sinalizagdo MAPK, a maioria dos estudos com DII foram sobre p38
quinase, quinase do tipo Nemo (NLK) e o terminal N c-Jun grupo quinase (JNK). Estimulos,
por exemplo, citocinas, iniciam a sinalizagdo em cascata, pode fosforilar a jusante da MAP
cinase cinase cinases (MAPKKK) através de varias classes de ativagcdo de receptores, como
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), receptores de citocinas, TLR. Isso leva a
fosforilagdao sequencial das MAP cinase cinases (MAPKK), MAPKs e finalmente as proteinas
ativadas a jusante MAPK (MAPAP), a fosforilagdo indireta de varias proteinas pode afetar a
ativacdo fatores de transcri¢do, dos quais o mais importante ¢ o NF-kB (WEI & FENG, 2010).

Na DII ao se mediar a ativagdo de NF-kB, a p38 poderia regular a transcri¢do ndo apenas de
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grande quantidade de citocinas pro-inflamatorios, incluindo TNF-a e ILs, mas também
proteinas pro-inflamatorias, como COX-2 (ATREYA, ATREYA & NEURATH, 2008).

Na DC, as disfungdes pro-inflamatdrias resultam na alteracdo da resposta do sistema
imune intestinal, desencadeando liberacao excessiva de citocinas como TNF-a, INF-y, IL-12,
IL-13 e IL-17, mediada por células auxiliadoras do tipol (TH1) e as citocinas IL-4 e IL-5
envolvidas na CU sdo mediadas pelas células auxiliadoras do tipo 2 (TH2). Desta forma, a
alteracao inicial nas tunicas mucosa ¢ submucosa decorre da infiltracao de células inflamatdrias

nas criptas de Lieberkuhn (CAMBUI & NATALI, 2015).

3.4. Estresse oxidativo e inflamacao intestinal

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) constitui um
processo continuo e fisioldgico, cumprindo fungdes bioldgicas relevantes no organismo
humano, sendo que, em concentragdes fisiologicas, desempenham fungdes esséncias ao
organismo. Porém, estas em concentracdes suprafisioldgicas sdo prejudiciais ao organismo,
causando oxida¢des de moléculas bioldgicas podendo levar a danos as lipoproteinas, lipidos,
proteinas e DNA e modificagdes oxidativas induzidas pelo estresse oxidativo das moléculas
que tém sido implicadas em muitas vias de doengas, como a da inflamacao intestinal (BATISTA
et al., 2020; KHARE et al., 2020; MOURA et al., 2015; STROBEL, 2011).

O estresse oxidativo € caracterizado pelo actimulo intracelular de ERO e ERN e
normalmente ocorre nas células como consequéncia de um desequilibrio do sistema redox. A
instalacdo do estresse oxidativo se dd por meio de um desequilibrio entre os fatores pro-
oxidantes e antioxidantes, em favor dos primeiros. O sistema de defesa antioxidante tem o
objetivo primordial de manter o processo oxidativo dentro dos limites fisioldgicos e passiveis
de regulacdo, impedindo que os danos oxidativos se amplifiquem, culminados em danos
sistémicos irreparaveis. Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas
mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma (BARBOSA et al, 2010).

A producdo de ERO pode ser realizada por diferentes vias, entretanto, a cadeia
respiratoria mitocondrial € a principal fonte por possuir varios centros redox, capazes de
transferir um elétron da molécula de oxigénio para formar anion superoxido (SCHNEUER et
al., 2012). A mitocondria também possui numerosas proteinas antioxidantes e desacopladoras
(UCPs), bem como canais i6nicos que modificam o gradiente de protons. Todos esses fatores

se combinam para proporcionar um controle bem ajustado do estado redox celular. Outras
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enzimas, como as oxidases de membrana, sdo também importantes fontes de ERO e ERN que
podem se combinar com outras moléculas e modificar a fungdo mitocondrial. Dentre elas,
destaca-se o complexo enzimatico de membrana NADPH oxidase. Suas subunidades se unem
sob ativacdo e formam uma enzima funcional, que apos transferir elétron para o oxigénio
molecular, produz o anion superdxido. Outras fontes de formacdo de EROs sdo: xantina
oxidase, uma enzima expressa na parede vascular e também circulante no plasma;
mieloperoxidase, uma hemeproteina expressa em neutrofilos e monocitos que € secretada
durante ativagcdo dessas células, 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) que, sob condigdes
fisiologicas, produz 6xido nitrico (NO) que interage com EROs, gerando peroxinitritito
(ONOOe). (SOARES et al.,, 2015; MESTMAN, THYROID & PARATHYROID, 2012;
STAGNARO-GREEN et al., 2011).

No organismo humano, o sistema de defesa antioxidante consiste em uma série de
enzimas antioxidantes além de numerosos compostos antioxidantes enddgenos e de origem
dietética que reagem com as EROs neutralizando-as. O sistema de defesa antioxidante
enzimatico inclui superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase. As
SOD constituem a primeira linha de defesa antioxidante e o maior sistema de defesa do
organismo contra o anion superdxido por catalisar a dismutagdo do anion superoxido (¢O2.) em
oxigénio (O2) e peroxido de hidrogénio (H202) (SCHNEUER et al., 2012). O H>O; formado
pela dismutacdo do *O». pela SOD ¢ convertido em agua (H2O) e O> pela catalase, uma enzima
antioxidante localizada em peroxissomos celulares. Além da catalase, a glutationa peroxidase
também remove H>O> por acoplar sua reducdo com a oxidagao da glutationa reduzida (GSH).
A GSH-Px ¢ uma enzima antioxidante que contém selénio e, além de reduzir efetivamente o
H>02, reduz também perdxidos lipidicos a lipidios alcoolicos. Essas enzimas estdao presentes no
citoplasma em concentra¢des milimolares e também estdo presentes na matriz mitocondrial.
(SOARES et al., 2015; BARBOSA et al., 2010; DAMIANI, 2006).

Apos exposicao celular a EROs e alteracdo no status redox, hd o desencadeamento do
processo de transcrigdo de genes inflamatorios e os fatores de transcri¢ao regulados através de
mecanismos redox sensiveis. Neste sentido, a ativacdo do NF-kB por EROs estimulam a
transcricdo de um grande nimero de genes que codificam citocinas inflamatdrias e moléculas
de adesao (SEROR et al., 2014; SOARES et al., 2015). Assim, quando o NF-kB ¢ ativado,
varias citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucinas (IL) 1, 2, 6 e 12 sdo produzidos em excesso. Além disso, as proprias citocinas

podem levar a formagao de EROs, que estabelece um ciclo vicioso entre o estresse oxidativo e
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a geracao de citocinas pro-inflamatorias (SOARES et al., 2015). Assim, a busca por estratégias
que promovam a quebra deste ciclo vicioso ¢ fundamental.

O desequilibrio redox (Figura 6) esta envolvido na patogénese ¢ progressao de distintas
doengas que tem como caracteristica em comum a inflamag¢do cronica, incluindo as
neurodegenerativas, o cancer, as cardiovasculares, o diabetes mellitus e tem sido proposto como
um mecanismo subjacente a fisiopatologia da DII (SOARES et al., 2015; ZHU & LI, 2012).
Esse desequilibrio esté relacionado com o aparecimento de sinais e sintomas da DII, incluindo
diarreia, megacolon toxico e dor abdominal (DAMIANI, 2006; BARBOSA et al., 2010).
Antioxidantes de origem endogena, como as enzimas superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e s-tranferase, e catalase, s3o capazes de combater o estresse oxidativo na mucosa
intestinal. Toda via, o processo inflamatorio requer um aumento da demanda por estes
importantes antioxidantes, resposta que, nem sempre, ¢ atendida. Como resultado, gera-se uma
desigualdade entre os fatores pro-oxidantes e antioxidantes, resultando assim em lesdes no

epitélio intestinal (TORRES et al., 2011; MANDALARI et al., 2011; MOURA et al., 2015).

Figura 5: Papel do estresse oxidativo e da inflamagdo na fisiopatologia da DII.
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Virios estudos experimentais demonstraram um aumento forma¢do de ERO e ERN,
incluindo superdxido, peroxido de hidrogénio, acido hipocloroso e peroxinitrito na mucosa do
colon em modelos animais com DII. As espécies reativas foram frequentemente observadas na
fase inicial de processo de doenga e correlacionado com a gravidade da doenga e progressao
(ZHU & LI, 2012). Em estudo experimental foi constatado que a DII também est4 associada a
biomarcadores aumentados de estresse oxidativo, como produtos de peroxidagao lipidica no
tecido coldnico e no sangue (DAMIANI et al., 2007).

As ERO e ERN sao geradas ap0s a ativagdo das células inflamatérias durante o processo
da DII. Mas também ¢ possivel que a formag¢do aumentada dessas espécies reativas ocorra
durante o estagio inicial do processo da doenga, podendo ocorrer mesmo antes da sua génese.
Nesse contexto, células epiteliais intestinais mostraram produzir niveis elevados de ERO e ERN
na existéncia de infiltracdo de células inflamatorias, incluindo neutréfilos e macréfagos, sendo
assim uma marca da fisiopatologia da DII. (MALOY &POWRIE, 2011; ZHU & LI, 2012). A
formag¢ao de EROs na DII envolve enzimas e vias especificas que incluem, xantina oxidase, 5-
lipoxigenase, enzimas do citocromo P450 e mieloperoxidase (MPO). Notavelmente, a MPO ¢
uma caracteristica da inflamacao intestinal ¢ do estresse oxidativo na DII. De fato, a atividade
da MPO no tecido intestinal inflamado ¢ um biomarcador amplamente usado na DII para avaliar
a fisiopatologia da doenca, bem como a intervencdo de antioxidante. A MPO ¢ derivada
principalmente de neutréfilos infiltrados (ZHU & LI, 2012).

As células inflamatorias ativadas durante o processo da doenga inflamatoria intestinal,
causa dano oxidativo aos constituintes celulares, incluindo lipidios, levando a lesdes adicionais
da mucosa, disfuncdo e agravamento da inflamagdo que intensificam mais o processo
patologico. Nesse contexto, produtos de peroxidacao lipidica, como aldeidos reativos, induzem
a infiltracdo e ativacdo da inflamacao da cé¢lula (TREVISANI et al., 2007).

Os compostos antioxidantes exdgenos dietéticos, que incluem vitamina E (tocoferois e
tocotriendis), acido ascorbito (vitamina C), ubiquinona (coenzima Q10), tidis (acido alfa-
lipdico), carotenoides e flavonoides, trazem efeitos aditivos ou sinérgicos na prevencdo da
génese da doenga e/ou retardamento do desenvolvimento da doenga. Os melhores efeitos
protetores sdo frequentemente observados quando os compostos antioxidantes sdo
administrados antes do inicio da DII experimental. Os efeitos protetores dos compostos
antioxidantes sdo geralmente associados a diminuicdo de biomarcadores de inflamagdo e
estresse oxidativo no tecido colonico e no sangue. Sabe-se que a dieta ¢ sem divida, um fator

de grande importancia na modulagdo do estresse oxidativo (STROBEL et al, 2011; BARBOSA
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et al, 2010). Como descrito, a inflamagdo aumenta estresse oxidativo por estimular sistemas
geradores de ERO/ERN, como NADPH oxidases (NOX) e 6xido nitrico sintase indutivel
(INOS), como bem como a liberagdo de mieloperoxidase (MPO) de células inflamatorias. Por

outro lado, o estresse oxidativo ¢ a sinalizagdo redox estdao intimamente envolvidos na DII.

3.4.1. Peroxidagdo de lipidios

Na tltima década, com o grande desenvolvimento da biologia molecular, foi demonstrado
que a obstrugdo mesentérica seguida de reperfusao ou distarbios inflamatoérios intestinais
desencadeia uma enorme producdo de radicais livres derivados de oxigénio com efeitos
deletérios relevantes na parede intestinal. Essas espécies reativas de oxigénio envolvidas como
mediadoras dos fendmenos de isquemia e reperfusdo, oxidam proteinas, lipidios ou DNA e
causam grave comprometimento da integridade das células intestinais, prejudicando suas
funcdes (JAMEL et al., 2010).

Os acidos graxos poliinsaturados sdo mais propensos ao dano oxidativo, em fungdo do
maior numero duplas ligagdes de hidrogénio, que sdo mais susceptiveis a oxidacdo. O processo
de peroxidagao lipidica afeta a fluidez da membrana, o funcionamento, a permeabilidade, o
potencial de elétrons e o transporte de metabdlitos (STROBEL, 2011). O aumento da produgao
de ERO mitocondrial, pode resultar na peroxidacao lipidica que ndo sé ¢ potencialmente
prejudicial, mas também um sinal inflamatério que ativa o NF-kB (NENNIG & SCHANK,
2017).

A peroxidagado de lipidios ¢ um processo complexo que envolve a interagdo de radicais
livres derivados de oxigénio com &cidos graxos poliinsaturados, que resulta em uma variedade
de aldeidos altamente reativos e eletrofilicos. Este fenomeno acontece devido a reagdes em
cadeia de radicais livres. Estes atacam um alilico de carbono para formar um radical central no
carbono. O radical reage com Oz para produzir radicais peroxil. O peroxil pode reagir com
lipidos adjacentes, formando um hidroperoxido de lipidio, o qual pode decompor-se para
produzir varios produtos de peroxidagdo lipidica, como a acroleina e seu derivado, o
malondialdeido (REED, 2011).

O malondialdeido (MDA) ¢ um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos
medidos pela reagdo com o acido tiobarbitirico (TBARS). A formacdo de malondialdeido
ocorre pela decomposi¢ao dos hidroperoxidos lipidicos e sua concentracao tem sido utilizada

para estimar a intensidade da peroxidagao lipidica em sistemas biologicos (células e tecidos).
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Nos sistemas bioldgicos ¢ uma medida importante para avaliagdo do indice de peroxidacao
lipidica, servindo como um marcador de estresse oxidativo celular (MAFRA, ABDALLA &
COZZOLINO, 1999; ANTUNES et al., 2008).

3.5. Terapia farmacologica e ndo-farmacologica

As opgdes de tratamento para a DII € uma estratégia para combater a resposta imune
exacerbada ¢ interferir em multiplos estagios da cascata inflamatdria incluindo principalmente
o uso aminossalicilatos (sulfasalazina ou mesalazina), imunossupressores (glicocorticoides,
azatioprina, metotrexato e ciclosporina A) e drogas bioldgicas, que € a terapia anti-TNF com
varios anticorpos quiméricos, humanizados ou totalmente humanos (infliximab ou
adalimumab) (BERNSTEIN, 2015; NEURATH, 2014).

Esses tratamentos sdo dispendiosos, frequentemente envolvem efeitos colaterais
significativos, e sdo limitados em eficacia e especificidade. Muitos pacientes ndo tém resposta
para as terapias ou tem uma resposta que nao ¢ sustentada (VEZZA et al., 2016).

Estudos em modelos de rato com DII indicaram que a administracdo de citocinas anti-
inflamatérias recombinantes ou a neutralizagao de citocinas pro-inflamatorias poderia ser usada
tanto para a prevencdo quanto para a terapia da inflamagao intestinal cronica (NEURATH,
2014). Como opgdo de tratamento com a mesma funcionalidade e menor custosa, temos os
flavonoides, produtos fendlicos naturais encontrados em frutas e vegetais comestiveis e que
apresentam vdrias atividades biologicas, principalmente relacionadas as suas propriedades
antioxidantes e capacidade de inibir enzimas, o que justifica seu potencial em regularizar a
resposta imune (VEZZA et al., 2016). Portanto, eles poderiam ser considerados como drogas
potenciais para o tratamento farmacologico da DII.

Existe uma clara demanda por estratégias terapéuticas seguras para a DIl humana, em que
a planta e seus produtos naturais possam fornecer uma op¢ao para o tratamento alternativo ou
suplementar dos pacientes com DII. Assim, escolhas adicionais de tratamento com novos
mecanismos de acdo sdo necessdrias para aumentar taxas de eficicia do tratamento da DII
(SAFARPOUR et al., 2015). Pesquisas recentes indicaram que certos produtos naturais com
propriedades anti-inflamatorias, como a curcumina, podem ajudar a domar a inflamagao
envolvida nas doencas inflamatorias intestinais, melhorando assim a funcdo da barreira

intestinal e, potencialmente, os resultados clinicos (VECCHI et al., 2014).
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Como opcao de tratamento coadjuvante temos a terapia nutricional com a suplementagao
de acidos graxos insaturados, que tem como beneficio a redugdo da dor, podendo ser 1til na
indu¢do e manutencao da remissao ou no controle dos sintomas da DII, especialmente em
criancas (LEITNER, 2016).

A composicao da dieta em pacientes com DII parece ter grande influéncia na progressao
da doenga. Por exemplo, dietas pobres em fibras tém sido associadas a um aumento no
desenvolvimento de colite, enquanto dietas ricas em fibras t€ém sido associadas a protecao
contra a doenga (BURGE et al., 2019). O aumento da fibra alimentar leva a produ¢ao de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), como o butirato, por bactérias comensais e aumentam a fungao
da barreira do epitélio intestinal. O metabolismo do butirato no hospedeiro leva a um ambiente
menos propicio a disbiose intestinal. Assim temos o butirato conhecido por seu papel benéfico
na imunomodulacdo de células T reguladoras (BURGE et al., 2019; KOH et al., 2016). Sabe-
se também que os metabolitos microbianos intestinais afetam a motilidade intestinal por meio
de influéncias indiretas na produgdo de serotonina, um processo que pode influenciar o
desenvolvimento ou progressao da DII (BURGE et al., 2019). A alimentagdo funcional que sdo
associadas as mudangas no microbioma, sdo cada vez mais reconhecidas como importantes ¢
provavelmente serdo um ponto de énfase em pesquisas futuras para a DI

Apesar das dietas ricas em fibras serem recomendacdo consagrada para pacientes com
doenca de Crohn ndo complicada, existem informagdes contraditorias a respeito. Entre as
recomendacdes dietéticas, aquela a qual comumente se atribui importancia para portadores de
DII, ¢ a reducdo do consumo de produtos derivados de leite. Foi detectado também que
pacientes com DC ingerem mais carboidratos refinados e acidos graxos e menor quantidade de
frutas e vegetais. Além disso, a DC tem sido descrita com maior frequéncia nos paises
desenvolvidos, nos quais ¢ maior o consumo de alimentos industrializados e maior nas areas
urbanas do que nas rurais (BIONDO-SIMOES et al., 2003; COLOMBEL et al., 2001). Estudo
realizado na Irlanda concluiu que pacientes com DC submetidos a dieta reduzida em
microparticulas, como aditivos quimicos ndo-nutrientes e contaminantes do solo, apresentaram
significante reducdo da atividade da doenga e da necessidade de corticosteroides, quando

comparados aqueles submetidos a dieta comum (BIONDO-SIMOES et al., 2003).
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3.6. Compostos bioativos e a inflamacao intestinal

A indicacdo de uma alimentacao diversificada em frutas, legumes e verduras atualmente
vai além dos micronutrientes essenciais como as vitaminas € minerais que sao encontrados
nestes alimentos. Os compostos bioativos presentes nestes ganham cada vez mais destaque na
literatura, por meio de seus promissores efeitos benéficos a satide. Junto a isso a crescente
vertente de atuacao destes compostos na regulacdo da expressao génica exercendo, portanto,
influéncia no genoma humano, torna-se fundamental para o desenvolvimento de novas terapias
nutricionais. Além disso, a elucidacdo dos mecanismos intracelulares pelos quais estes
compostos exercem seus efeitos terapéuticos ratifica a compreensao dos beneficios conferidos
pelos alimentos, seja na forma preventiva ou terapé€utica, na tentativa de reestabelecer o
desequilibrio redox existente em um organismo.

Os polifendis se enquadram no grupo dos compostos bioativos encontrados na literatura,
mas existem outros compostos bioativos, como: a alicina, a quercetina, o licopeno, entre outros.
Os polifenois estdo presentes em alimentos de origem vegetal, com cerca de 8.000 compostos
jé identificados, que representam um grande grupo de metabolitos secundarios, consistindo em
no minimo um anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio ¢ substituido por um grupo
hidroxila, este pode ser encontrado nas formas livre (aglicona) ou ligado a agucares
(glicosideos), proteinas, terpenos, ou outros, € assim podem ser sintetizados pela via do acido
chiquimico, pela via do acetato malonato ou por ambas, esse mesmo processo ocorre com 0s
flavonoides, que possuem biossintese mista (SCHNEUER et al., 2012). As principais categorias
de compostos fenolicos sdo: os acidos fenolicos, flavonodides, taninos e estilbenos, porém estas
ainda sofrem subdivisdes. Esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua
habilidade em doar elétrons, mas também de forma indireta, em virtude de ser um potencial
modulador de vias de sinalizagdo antioxidante e anti-inflamatéria (SOARES et al., 2015;
MANGANARIS et al., 2014).

Os polifenois dietéticos sao compostos nao nutritivos funcionais baseados em plantas
mais comuns que contém inimeros beneficios a satde e utilizam para a formulagdo de
alimentos nutracéuticos e funcionais. Presente principalmente em vegetais, frutas, cereais,
nozes, legumes, sementes, especiarias (acafrao da terra) e ervas os polifendis dietéticos estdao
sendo extensivamente estudados por seus potenciais efeitos terap€uticos contra muitas
anormalidades da saude (MEHMOQD et al., 2017). Sdo potentes sequestradoras de radicais

livres in vivo, devido sua interacdo com proteinas envolvidas na transducdo de sinais e na
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expressao génica. Um alvo importante da agdo dos polifendis € o principal fator de transcri¢cao
inflamatoria, o NFkB. Geralmente ligado e inativado pelo inibidor citoplasmatico de kB (IkB),
o NFkB ¢ liberado de sua associacao com este ultimo por IKAB quinases ativadas (IKKs).
Padrdes moleculares associados a patdgenos (por exemplo, endotoxina), citocinas inflamatoérias
(por exemplo, fator de necrose tumoral-o (TNFa), sinais de ativagdo de células T e espécies
reativas de oxigé€nio desencadeiam cascatas de transducdo de sinal que convergem, fosforilam
e ativam rapidamente IkKs. O NFkB liberado ¢ entdo translocado para o nucleo, onde promove
a expressao de produtos génicos inflamatorios, como TNFa, 6xido nitrico sintase indutivel
(iNOS), ciclo-oxigenase (COX) -2, molécula de adesdo intercelular e induz a ativacao
inflamatoria de linfécitos. Ao inibir a fosforilao de IKK e / ou prevenir a degradao proteasomal
de IkB, numerosas polifendis atenuam na ativagao de NFkB induzida na doenga inflamatoria
intestinal (SHAPIRO et al., 2007; LASTRA & VILLEGAS., 2005; SCALBERT et al., 2005).

Estudo em humanos analisou a influéncia de trés antioxidantes (Butylated hydroxyanisol,
tetrahydropapaveroline e nordihydroguaiaretic acid) na producdo de citocinas inflamatoérias,
TNF de interleucinas: IL-1, IL-6 e IL-8 (medidos pelo método ELISA) por células
mononucleares periféricas € comparou com biopsias de mucosas colonicas inflamadas de
portadores de DII. Observou-se queda na producao de IL-1 e IL-6 pelas células mononucleares
periféricas em cerca de 50% do grupo controle. Ainda assim, ndo houve queda de IL-1 e IL-8
nas bidpsias de mucosas coldnicas, na mesma intensidade que tenha havido inibicao de IL-1.
Destaca-se que o efeito inibidor de citocinas dos antioxidantes parece mais pronunciado na RU
que na DC.

Trabalhos vem demostrar os efeitos dos polifenodis na redug¢do da DII. O resveratrol,
composto polifendlico encontrado na casca da uva vermelha e no vinho, reduziu a lesdo no
tecido colonico, suprimiu o dano oxidativo e estimulou a apoptose dos macrofagos (HELLER
et al., 2006). A curcumia, obtido da Curcuma longa apresentou efeito preventivo e melhora da
colite nos animais tratados, gragas as suas propriedades antitumorais, antioxidante, anti-
inflamatoria

Os polifendis atenuam a lesdo das células do parénquima, regulando negativamente os
genes inflamatorios e regulando positivamente os citoprotetores. COX-2, ciclo-oxigenase-
2; HO-1, hemo-oxigenase-1; IkB, inibidor de «B; ICAM, molécula de adesdo
intercelular; iNOS, oxido nitrico sintase indutivel, NFkB, fator nuclear x B; Nrf2, fator

relacionado ao TNFa. Os polifendis inibem a sintese de mediadores potencialmente
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prejudiciais, a0 mesmo tempo que aumentam os mediadores antioxidantes e anti-inflamatorios.
(SHAPIRO et al., 2007)

Assim, temos que pesquisas recentes indicaram que certos produtos naturais, ricos em
polifendis, com propriedades antiinflamatdrias, como a curcumina, podem ajudar a controlar a
inflamacdo envolvida nas doengas inflamatérias intestinais, melhorando assim a fungdo da

barreira intestinal e, potencialmente, os resultados clinicos.

3.7. Acafrao da Terra (Curcuma longa)

O agafrio da terra (Figura 6), também conhecido como ciircuma (Zingiberacea, Curcuma
longa L.), uma planta perene herbacea tuberosa com flores e folhas largas, que ¢ um membro
da familia do gengibre e cresce em clima tropical (PRASAD et al., 2014). C. longa ¢ um
membro perene da familia Zingiberaceae, espécie origindria do sudeste asiatico, sendo ainda
encontrado na China, Kuwait India e Sri Lanka. O cultivo do acafrio no Brasil ¢ mais
expressivo na regido Centro-Oeste (MARCHI et al., 2016).

Durante séculos, o acafrdo tem sido utilizado em varios paises asiaticos como uma
especiaria culinaria, para conferir sabor e cor caracteristicos, principalmente na base da mistura
do curry. O agafrdo além de corantes que lhe conferem possibilidade de emprego nas areas de
cosmeéticos, téxtil e alimenticio, também tem seu uso medicinal (ABEROUMAND, 2011).
Além de sua principal utilizagdo como condimento, o acafrdo ¢ bastante conhecido no combate
e prevencao de varias doengas por pelo menos 2500 anos, em sua maioria, nos paises asiaticos
(GUPTA etal., 2013) e tratamento de muitas doengas na Ayurveda, que ¢ a medicina tradicional
chinesa (DEOGADE E GHATE, 2015; BETUL KOCAADAM & NEVIN SANLIER, 2015).
Sendo reconhecido popularmente por apresentar efeitos terapéuticos contra inflamacio e
infeccdo (GRANT e SCHNEIDER, 2000). Segundo MARCHI e colaboradores (2016) o uso
destinado a a¢do anti-inflamatéria e antioxidante a recomendagdo do extrato seco ¢ de 500 mg
2x ao dia. ARAUJO (2015) descreve que para atividades; antitumoral, antioxidante, anti-
inflamatério, antimicrobiano a dose usual do extrato seco padronizado (95%) varia de 300 a
600mg 3x ao dia.

Comercialmente o acafrdo ¢ vendido nas formas de po, 6leo resina, 6leo essencial e

curcumina (CECILIO FILHO et al., 2000).
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Figura 6: Curcuma longa (Agafao da Terra), rizoma e extrato.

Fonte: BASNET & SKALKO-BASNET, 2011.

O acafrdo-da-terra possuem pigmentos curcuminéides que sao fitonutrientes, compostos
polifendlicos e antioxidantes com destaque para a curcumina, pigmento amarelo, identificado
como principal componente ativo obtido do rizoma seco da planta, que atua principalmente nas
vias inflamatorias e tem acao antioxidante (PERES; VARGAS; SOUZA, 2015; COLLINO,
2014). O extrato de agafrao contém 77% de curcumina, 17% demetoxicurcumina e 3%, como
bem como oleos volateis (tumerona, atlantona e zingiberona), agucares, proteinas e resinas.
(CHIN, 2016; JURENCA, 2009).

A curcumina (Figura 7) ¢ um diferuloyl metano, membro da familia curcuminoide,
isolada da Curcuma longa, é o principal componente ativo da clircuma além de ser a substincia
responsavel pela sua cor amarela vibrante (DEOGADE E GHATE, 2015; JURENCA, 2009).
Foi identificado no ano de 1910 por Lampe e Milobedzka. Em meados dos anos 1900, a
curcumina era declarado ser um componente biologicamente ativo, ter propriedade
antibacteriana e, portanto, ser eficaz contra Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi,
Mycobacterium tuberculosis e tipos de Trichophyton gypseum. Em 1953, foi determina a
existéncia da curcumina e outros componentes na curcuma, chamados de curcumindides, com

a andlise da curcuma através de cromatografia (KOCAADAM & SANLIER, 2017).
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Figura 7: Estrutura quimica da Curcumina.

HO OH

H5CO Z N OCHj

O O

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Com os estudos sobre a curcumina, foi determinado que a estrutura quimica deste
polifenol lipofilico que ¢ quase insoltivel em agua, porém estdvel no pH acido do estdmago
(JURENKA, 2009).

A partir de estudos clinicos realizados com seres humanos, foi determinado que a
curcumina era segura e eficaz. A FDA (Food and Drug Administration), confirmou a curcumina
como um composto seguro, que significa que seu consumo ndo oferece riscos a saude
(CATALAN-LATORRE et al., 2016). (PRASAD et al., 2014; PATIL et al., 2009).

Em relagdo a absorcdo de curcumina, embora seja lipossoluvel e, assim, capaz de
atravessar livremente a membrana celular (FUJIISAWA et al., 2004), a baixa biodisponibilidade
faz com que a sua concentragao no sangue prejudique seus efeitos terapéuticos (ANAND et al.,
2007). Estudos em animais mostraram que a curcumina ¢ metabolizada, conjugada no figado e
excretada nas fezes, tendo, portanto, reduzido a biodisponibilidade sistémica. Dose intravenosa
de 40 mg / kg de curcumina administrada a ratos resultou em depuragdo completa do plasma
em uma hora pos-dose. Uma dose oral de 500 mg/kg administrada a ratos resultou em um pico
de concentracdo plasmatica de apenas 1,8 ng/mL, com os principais metabolitos identificados
sendo o sulfato de curcumina e glucuronido de curcumina (JURENKA, 2009). Um estudo em
animais em ratos revelou que uma dose oral unica de curcumina a 500 mg/kg resultou numa
concentragdo sérica maxima de 0,06 pg/ mL (SD: 0,01) aos 41,7 minutos (DP: 5,4), equivalente
a uma biodisponibilidade oral de 1 % (CHIN, 2016).

Apesar de inumeros trabalhos que comprovam a atividade dessa planta, os curcuminoéides
apresentam baixa solubilidade e degradagdo em meio, o que interfere na atividade tarapéutica
da planta por prejudicar a absor¢cdo de curcuminoides. Porém, existem varias tentativas de
melhorar a biodisponibilidade da curcumina, incluindo a administragdo de curcumina em
lipossomas ou nanoparticulas lipidicas solidas, micelas poliméricas ou nanoparticulas (LIU et

al., 2016).
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Dentre as vias de acdo da curcumina no processo da DII, estdo os fatores de transcrigao,
as enzimas, os mediadores inflamatorios, os receptores, as proteinas reguladoras do ciclo celular
e as moléculas de adesdo. A agdo da curcumina sobre essas vias se da por ligagcdes covalentes,
hidrofobicas, nao covalentes, e por mecanismos de adaptagdo de conformacao estrutural da
curcumina, na qual facilita a sua interagdo hidrofobica com o composto de ligagdo, aumentando
a ligacdo com as macromoléculas alvo (GUPTA et al., 2012; PRASAD et al., 2014). Pesquisas
mostram que a curcumina ¢ altamente pleiotropica molécula capaz de interagir com numerosas
moléculas alvos envolvidos na inflamagdo. A curcumina modula a resposta inflamatoria pela
regulacdo negativa da atividade das enzimas: ciclooxigenase-2 (COX-2), lipoxigenase, e 6xido
nitrico sintase indutivel (iNOS); inibe a produ¢ao das citocinas inflamatorias: fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) -1, -2, -6, -8 e -12 e proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP) JURENCA, 2009; GOEL, KUNNUMAKKARA, AGGARWAL,2008).

A inibi¢do de COX-2 e iNOS sdo provavelmente via supressdo da ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB) pela curcumina, que reduz a ativagdo do NF-kB e expressdo génica
pro-inflamatdria bloqueando a fosforilagao do fator inibitdrio I-kappa B quinase (IKB) (SURH,
CHUN, CHA, 2001). A supressio da ativacdo de NF-kB subsequentemente, regula
negativamente a expressao de COX-2 e iNOS, inibindo o processo inflamatorio. Em um modelo
animal de inflamacdo, a curcumina também inibiu o metabolismo do acido araquidonico e
inflamacao na epiderme da pele do camundongo por meio da regulagdo negativa das vias da
ciclooxigenase e da lipoxigenase (KANT et al., 2014; JURENKA, 2009).

A inibi¢do de citocinas inflamatorias pela curcumina sdo conseguidas através de varios
mecanismos de doengas. Estudos in vitro sugerem que a curcumina regula a ativacao de
determinados fatores de transcricdo, como ativacdo da proteina-1 (AP-1) e NF-kB em
mondcitos estimulados e macrofagos alveolares, inibindo assim a expressao génica de citocinas.
A regulagdo negativa de proteinas sinalizadoras intercelulares, como a proteina quinase C, pode
ser outra maneira pela qual a curcumina inibe producao de citocinas (JURENKA, 2009). GENG
e colaboradores (2017) em seu estudo clinico desmonstrou que a curcumina inibiu a expressao
de IL-6 e TNF-a induzida por LPS em macréfagos RAW e possui efeito inibitdrio sobre fatores
inflamatorios como TNF-a, ciclooxigenase-2 (COX2) e IL-6 em células HepG2. SADEGHI e
colaboradores (2018) mostraram que a curcumina melhora a inflamagdo induzida pelo
palmitato em células C2C12 (células do musculo esquelético) e indicam que efeitos preventivos
sao mediados, em parte, pela inibi¢do das vias JNK e NF-kB e do estresse oxidativo. Em estudo

com animais VARMA e colaboradores (2017) mostrou a atividade antiinflamatéria da
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curcumina ao reduzir o nivel plasmatico das citocinas inflamatérias IL-1f, IL-6 e TNF-a em
ratos com doenga renal cronica induzida por adenina. A suplementagdo de curcumina em ratos
diabéticos tratados com STZ reduz os niveis sanguineos de TNF-a, IL-6 e proteina
quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) (DEVI et al. 2015). Estudos em humanos também
apoiam o efeito antiinflamatdrio da curcumina, onde o tratamento com curcumina melhorou
significativamente a fun¢do endotelial e diminuiu o estresse oxidativo e os marcadores
inflamatoérios (IL-6, TNF-a e endotelina-1) em pacientes com diabetes tipo 2 (PANAHI et al.,
2012).

Em relagdo a DII, o mecanismo principal da curcumina ¢ a supressao dos compostos
inflamatorios da DII (NF-kB) que modulam a resposta imune. Além disso, a atividade da
curcumina inclui a supressao da interleucina-1 (IL-1) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), duas principais citocinas que desempenham papéis importantes na regulagdo das respostas
inflamatorias (VECCHI et al., 2014).

A curcumina pode modular a expressdo de genes envolvidos na defesa antioxidante,
eliminar pequenas moléculas oxidativas como o peroxido de hidrogénio (H20:), anion
superoxido, hidroxilo e radical peroxilo, inibir a peroxidagao lipidica nas membranas celulares
e minimizar a resposta inflamatdria associada a aterosclerose. Em modelo animal com
resisténcia a insulina, a curcumina contribuiu para o aumento da atividade de enzimas como
glutationa, glutationa redutase, superoxido dismutase, catalase e peroxidase, favorecendo a
defesa antioxidante (PANAHI et al., 2018).

Ao observar o potencial da curcumina na modulacdo das via de inflamagao € necessario
desenvolver formulagdes ou andlogos de curcumina para melhor abordar os problemas de
solubilidade e biodisponibilidade relacionados a dosagem de curcumina. Isso também ajudara
no avanco do uso da curcumina em vérios estados de doenga, onde mostrou grande promessa

in vitro (CIOCHINA et al., 2013).

3.8. Via transdérmica

A nossa pele ¢ constituida de trés vias que ocorre a permeagdo de substincias bioativas
de forma sistémia. Temos a via intercelular da matriz extracelular onde sua maior parte ¢
constituida por lipidios; via intracelular onde o ativo adentra nas células queratinosas para
atingir o citoplasma; e a via transapéndice, que se aproveita dos foliculos pilosos, glandulas

sebaceas e sudoriparas para permeagdo das moléculas (GOMES, 2016). A pele humana
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¢ dotada de um efeito perfeito de barreira, devido a sua camada de estrato cérneo, mas nao s
1ss0, pois funciona também como uma via de distribuicao terapéutica. A penetracao de farmacos
através da pele pode ser realizada pela via intercelular, intracelular e transpendacial, sendo em
acdo topica ou transdérmica. O ativo deve primeiro ser absorvido através da pele, permear a
camada cdrnea e as camadas da epiderme até atingir a derme para assim chegar ao fluxo de
sangue e ter a sua acdo sistémica (SILVA & MUNIZ, 2020).

As formas de uma substancia atravessar o estrato cérneo sao dividas em trés partes, sendo
elas, pela via intercelular que pode ocorrer um espalhamento do ativo com a matriz do estrato,
a via transcelular, na qual desloca-se de forma direta pela matriz lipidica e conécitos. E existe
também a via apéndices, onde a substancia ou ativo ¢ absorvida pelas glandulas sudoriparas e
foliculos pilosos (SANTOS et al., 2015)

A via transdérmica de distribuicdo de drogas, visa melhorar a biodisponibilidade, reduzir
a toxicidade e, por sua vez, melhorar a adesdo do paciente, diversos medicamentos foram
desenvolvidos com sucesso nos ultimos tempos (NARANG et al., 2017). Entre as formas
farmacéuticas semi-solidas, os géis ganham destaque em produtos dermatologicos e
farmacéuticos por apresentarem vantagens em relacdo aos cremes e pomadas. Algumas destas
vantagens sdo a facil espalhabilidade, por ndo serem gordurosos, € por poderem veicular
principios ativos hidrossoluveis e lipossomas através da derme (CORREA et al., 2005). A
administracao de farmacos através da via transdérmica esta em evidéncia devido a facilidade
de aplicagdo, além de proporcionar maior conforto ao paciente usuario do medicamento
(ZANCHETA, 2009).

A utilizacao da via transdérmica oferece vantagens em diversas circunstancias quando
comparada as outras vias de administragdo. O metabolismo de primeira passagem hepatica,
comum para farmacos administrados pela via oral, ¢ o responsavel por diminuir a
biodisponibilidade e degradar diversos farmacos. Essa via impede que esse efeito de primeira
passagem hepatica ocorra. Além disso, alguns efeitos indesejaveis no estbmago, como ocorrem
com antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINEs) administrados pela via oral, podem gerar efeitos
secundarios, como nauseas, dispepsia, diarreia, constipacdo, ulceracdo e sangramento na
mucosa, o que nao ocorre pela via transdérmica (PRASHANT et al., 2018; SILVA et al., 2010;
BORTOLON et al., 2008). Oferece também, vantagem sobre a via intravenosa e intramuscular
por ser indolor e ndo invasiva, aumentando a adesdo do paciente a terapia (BADRAN et al.,

2009).
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4. JUSTIFACATIVA

Atualmente existe um grande interesse no estudo de plantas medicinais, pois constituem
uma fonte natural de compostos bioativos eficazes que podem ser utilizados em diversas
aplicagdes, principalmente como aditivos alimentares e na promog¢dao da saide como
ingredientes na formulagao de fitoterapicos e nutracéuticos, com intuito de encontrar agentes
terapéuticos antioxidante e modulador das reacdes inflamatodrias. A curcumina ¢ um composto
promissor no combate da inflamagao intestinal, porém, apresenta baixa biodisponibilidade oral.
Assim, o desenvolvimento de um gel de curcumina de administragdo via transdérmica visa

garantir uma acao sistémica mais eficaz desse fitofarmaco.
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5. MATERIAIS E METODOS

A seguir, a metodogia completa utilizada para a escrita dos artigos 1 ¢ 2

5.1. Preparo do gel trasdérmico de curcumina (GTC)

O gel de curcumina (Figura 8) foi obtido através da incorporagao no gral de vidro da
curcumina (ex6do®) ao gel de permeacdo trasdérmica Pentravan®. Foram produzidos cinco
géis transdérmicos de diferentes concentracdes, sdao elas: de 12,5mg de curcumina/g de
Pentravan®; 18,8mg de curcumina/g de Pentravan®; 25mg de curcumina/g de Pentravan®; 50
mg de curcumina/g de Pentravan® e 100 mg de curcumina/g de Pentravan®. Com o objetivo
de fornecer durante o tratamento uma quantidade igual de gel a todos os animais, reduzindo o
erro por de absorc¢do por area corporal, foram aplicados 80 mg por dia de gel transdérmico,
sendo as quantidades iguais em todos os grupos experimentais.

A curcumina (Peso molecular: 368,38) segundo o fornecedor, foi originalmente extraida
e purificada a partir do rizoma de Curcuma longa e considerado > 98,0% de pureza por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O Pentravam® um veiculo transdérmico promotor de permeacdo cutianea na forma de
matriz fosfolipidica composta por biolipideos em forma de bicamada lamelar, desenvolvida por
tecnologia lipossomal gerando microparticulas nanossomais, ocasionando permeagao cutanea.
Este veiculo possui capacidade de interromper a bicamada lipidica do estrato corneo (fluxo
dérmico-estrato corneo até a circulacdo sistémica via fluxo dérmico-epidérmico) sem dissolvé-
la, facilitando a liberagao transdérmica de farmacos sem danifica-la, evitando assim o efeito da
primeira passagem hepatica e favorecendo a adesdo com maior eficicia no resultado do

tratamento.

Figura 8: Gel transdérmico do curcumina.

Fonte: Imagem do prorio autor.
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5.2. Local de execucio

As etapas do estudo foram desenvolvidas na Universidade Federal de Vigosa (UFV), nos
seguintes laboratorios: O preparo dos géis trasdérmicos (Laboratorio de Quimica e Bioquimica
de produtos naturais - BIONAT/UFV); Desenvolvimento do ensaio bioldgicos (Laboratério de
Nutrigdo Experimental - DNS/UFV); Avaliacdo do estresse oxidativo (Laboratorio
Imunoquimica - DBG/UFV; Andlise histologica (Laboratorio de Biologia Estrutural -
DBG/UFV) e estudo in vitro (Laboratorio de Patologia Experimental - LPE/UFV)

5.3. Cultivo celular dos macrofagos

Macréfagos murinos RAW 264.7 foram cultivados em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM — LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) suplementado com soro fetal bovino
inativado 10% (SFB — Invitrogen, Nova York, EUA) e penicilinaestreptomicina 1% (5000
U/mL-5000 pg/mL, LGC Biotecnologia). A incubagdo ocorreu a 37 °C, sob uma atmosfera
modificada, contendo 5% de CO2.

5.4. Atividade sequestradora do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe)

O ensaio de DPPH foi realizado de acordo com Roesler et al. (2007) com algumas
adaptacdes, no qual os foram previamente diluidos em metanol e 50 puL de cada dilui¢ao foram
misturados a 250 pL de solu¢do DPPH (0.1 mmol/L) em microplaca de 96 pogos.

O controle da reagdo (reagente DPPH) foi preparado de acordo com o procedimento
descrito anteriormente, sem adi¢cdo de extrato e utilizando o metanol para corrigir a linha de
base. A curcumina e derivado da curcumina, foram pesados (1 mg) e diluidos em 1 ml de
metanol. A partir dessa solugdo, foram preparadas solucdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e
200 pg/ml para cada extrato, que foram as concentragdes utilizadas no teste. O mesmo foi feito
para os controles positivos, utilizando acido ascorbico, rutina e Butylated Hydroxytoluene —
BHT. A reacdo foi mantida ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos, e posteriormente,
as absorbancias foram determinadas a 517 nm em um leitor de microplacas Elisa Multiskan™
FC Microplate Photometer (Thermo Scientific™). Os experimentos foram realizados em

triplicata. A capacidade de sequestro de radicais livres foi calculada da seguinte forma:
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% 1nibicdo = ((ApppH —Acomposto)/ Apppr) ¥100  onde:
Appph: absorvancia da solu¢ao de DPPH;

Acomposto: absorvancia da amostra.

5.4.1. Inibi¢ao da desnaturacao da albumina

A avaliagdo da capacidade anti-inflamatoria in vitro do derivado de curcumina foi
avaliada por meio do teste de inibicdo da desnaturagdo da albumina. Para isso, adicionou-se
250uL da solucdo de albumina sérica bovina (BSA — bovine sérum albumine) a 250uL das
diferentes concentragdes do derivado de curcumina solubilizado em DMSO. Em seguida, a
mistura foi colocada em banho de gelo durante 20 minutos e, posteriormente, em banho maria
a 72°C por 10 minutos. Por fim, foi acrescentado 1mL de tampao Tris-HCI 20mM pH 5,8 e leu-
se a absorvancia a 660nm. Como controle positivo foi utilizado o diclofenaco sédico e como
controle negativo apenas DMSO. A seguinte férmula foi utilizada para o calculo do percentual
de inibigao:

% inibig¢do = [(Ao —A1)/ Ao] *100 onde:

Ao: absorvancia no controle negativo;
Aj: absorvancia da amostra.

Dessa forma, valores negativos indicam aumento da desnaturagdo da albumina, enquanto

valores positivos indicam preven¢do da desnaturacao da albumina.

5.4.2. Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi avaliado pelo método de reducao do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-1l) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), seguindo a metodologia descrita por Kim,
2011, com algumas adaptacdes.

Células de macrofagos RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma
densidade de 2x104 células/pogo em 200 pL. de meio de cultura DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 100 U/ml de estreptomicina/penicilina em estufa a 37°C e 5% de
CO2. Apo6s um periodo de 24 horas de incubagao, o sobrenadante foi substituido pela curcumina
e o derivado da curcumina em diferentes concentracdes 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/ml em
meio de cultura + 0,4% de dimetilsulféxido (DMSO), e a incubagao continuou pelas préximas
22 horas. O controle (100% de crescimento) foram células cultivadas apenas em meio de

cultura. Foi feito também um controle utilizando meio de cultura + 0,4% de DMSO. Apos este
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periodo de incubacao, retirou-se 50 pL. do sobrenadante e adicionou 50 pL de solugdo de MTT
(0,5 mg/ml) a cada pocgo, e as células foram incubadas novamente na estufa por um periodo de
2 horas. Apos este periodo, o sobrenadante foi retirado e 150 uLL de DMSO foram adicionados
a0Ss POgos.

A absorbancia foi lida em um Leitor de Microplaca Elisa Multiskan Ascent (Thermo
Labsystems, Franklin, MA, EUA) ajustado para 570 nm. Os experimentos foram realizados em

triplicatas.

5.4.3. Avaliagdo da viabilidade celular apos indugdo ao estresse oxidativo com H>O»

O H20:; foi utilizado para a indugdo do estresse oxidativo como descrito por BALEKAR
et al. (2012) e PONNUSAMY et al. (2015). Inicialmente, o teste de viabilidade celular utilizou
a curcumina e o derivado da curcumina para a defini¢do das concentragdes a investigar. Assim,
as concentragdes que promoveram as maiores taxas de viabillidade celular, apds 24 h de
exposicdo, foram selecionadas para este experimento.

Células de macrofagos RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pogos a uma
densidade de 2x104 células/pogco em 200 pL de meio de cultura DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 100 U/ml de estreptomicina/penicilina em estufa a 37°C e 5% de
CO2. Previamente a realizagdo dos experimentos, uma curva de concentracdes de H>O»
(0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 mM) foi construida, a fim de determinar a dose que provocaria
a reducdo da viabilidade celular em 80%, apds 24 h de exposi¢cdo. A concentracdo ImM de

H>0; demonstrou o efeito referido.

5.4.4. Avaliagdo da capacidade citoproterora dos compostos in vitro

Para o tratamento, as células de macrofagos RAW 264.7 foram inoculadas em meio de
cultura DMEM suplementado com SFB 10% contendo curcumina em diferentes concentragdes
6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/ml) por 24 horas, posteriormente, submetido a uma exposi¢ao
com H202 por 3 horas.
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5.5. Ensaio bioldgico in vivo

Todos os procedimentos experimentais com os animais foram realizados em consonancia
com os principios éticos da experimentacao animal, sendo a pesquisa submetida e aprovada
pelo Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV)

sob protocolo niimero: 41/2019.

5.5.1. Animais

Os animais utilizados no experimente ¢ um modelo ja descrito na literatura para
inflamacao intestinal (NEURATH, 2014; MIZOGUCHI & MIZOGUCHI, 2010; BYRNE &
VINEY, 2006). Nas condigdes de alojamento convencionais, os camundongos IL-10 KO
desenvolvem colite espontanea com 100% de incidéncia na semana 12 e desenvolvem colite
cronica na semana 18. Segundo Koboziev e colaboradores os camundongos com ruptura
direcionada (ou seja, delegdo) do gene da IL-10 desenvolvem pancolite espontinea e
inflamacdo cecal entre 8 a 16 semanas de idade. A caracteristica histologica apresentada por
esses ratos mostra semelhangas com pacientes com DII humana (SINGH et al., 2012).

O processo da DII nos animais IL-10 KO acontece da seguinte forma: Primeiro, a
inflamagdo cronica do intestino ¢ mediada pelas células T. Segundo, as bactérias entéricas
comensais conduzem a inflamacao intestinal, fornecendo estimulagdo antigénica e adjuvante
continua. Terceiro, a imunorregulacao defeituosa promove a inflamagdo crdnica e, finalmente,
o contexto genético do animal modula o inicio, a gravidade e o fen6tipo da doenga (KOBOZIEV
et. al., 2011).

Foram utilizados um total de 52 camundongos fémeas C57BL/6 - IL-10 KO (espécie Mus
musculus, variedade black, classe Mammalia), recém-desmamados, com 28 dias de idade,
obtidos do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa (MG). Os animais, até¢ o 60° dia de idade, ficaram mantidos em caixas de
polietileno, consumindo ragdo comercial (Presence/InVivo® Nutricdo Animal) e d4gua destilada
ad libitum. A temperatura da sala de experimentagdo foi controlada em 22°C + 3°C, com ciclo
claro/escuro de 12 horas. Na 10° semana, adultos jovens e fase inicial da DII, foram alocados
em gaiolas de aco inoxidavel individuais, em ambiente com temperatura controlada de 22°C +

3°C, com ciclo de luz de 12 horas.
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Os animais de cada grupo receberam uma dose diaria de 80 mg das formulagdes,
resultando numa dose de 1 mg de curcumina/dia para o grupo C50; 1,5 mg curcumina/dia para
o grupo C75; 2,0 mg curcumina/dia para o grupo C100; 4,0 mg curcumina/dia para o grupo

C200 e 8,0 mg curcumina/dia para o grupo C400.

5.5.2 Grupos experimentais

O experimento foi divido em 2 etapas. Na primeira etapa, os animais na 10* semana de
vida foram divididos em 4 grupos experimentais, 1) controle positivo (n=8, veiculo via
transdérmica); 2) C50 (n=3, veiculo + curcumina 50mg/Kg); 3) C75 (n=3, veiculo + curcumina
75mg/Kg) e 4) C100 (n=3, veiculo + curcumina 100mg/Kg) (Figura 9). E na segunda parte os
animais na 10* semana de vida foram divididos também em 4 grupos experimentais: 1) controle
positivo (n=5, veiculo via transdérmica); 2) C100 (n=5, veiculo + curcumina 100mg/Kg de peso
do animal); 3) C200 (n=5, veiculo + curcumina 200mg/Kg de peso do animal) e 4) C400 (n=5,
veiculo + curcumina 400mg/Kg de peso animal) (Figura 10).

Nas duas etapas os grupos experimentais foram randomizados, de modo que ndo houve
diferen¢a maior que 3,0 g entre as médias dos pesos dos grupos, atendendo a recomendagdo da
AOAC (1997). O esquema de randomizagao dos animais foi gerado utilizando-se o software
online Reserch Randomizer® disponivel no site < https://www.randomizer.org/>. A
semelhan¢a entre a média de peso dos animais dos grupos experimentais foi utilizada para
avaliar a eficdcia da randomizagdo. Apds a randomizagdo os animais foram tricomizados na
regido dorsal distal, com auxilio de uma lamina cortante, em uma 4area de 2 cm? As
tricomizagdes seguintes ocorreram semanalmente para uma melhor absor¢ao do gel

transdérmico.
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Figura 9: Desenho Experimental da primeira etapa. IL10KO (camundongos C57BL/6
knockout da interleucina 10.
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Fonte: Imagem do prorio autor.

Figura 10: Desenho Experimental da segunda etapa. IL1I0KO (camundongos C57BL/6
knockout da interleucina 10.
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5.5.3. Medidas biométricas

Ao final do experimento foram obtidas medidas biométricas. O ganho de peso corporal
foi calculado pelo peso final subtraido pelo peso inicial, o indice de massa corporal (IMC), que
foi obtido pela relag@o entre o peso e o quadrado do comprimento naso-anal (NOVELLI et al.,

2007). O intestino delgado, colon e ceco foram pesados a fim de comparagdes entre os grupos.

5.6. Eutanasia dos animais

Ao final do experimento, os ratos ficaram em jejum por 12 horas, e anestesiados (com a
utilizacdo de Isoflurano 100%, Isoforine, Cristalia®, em aparelho de anestesia inalatéria
conforme resolucdo 714, de 20 de julho de 2002) e submetidos a eutanasia por pungao cardiaca.
O sangue foi coletado em seguida submetidos a centrifugacao sob refrigeragdo (4°C) durante
quinze minutos a 3500 rpm para separacao do plasma e eritrocitos. A pata direita foi removida,
1 reservada para histo dos animais O intestino foi removido inteiro e dissecado em trés regides:
colon, ceco ¢ intestino delgado. Foram separadas duas por¢des de cada regido, sendo que uma
delas foi imersa em solucdo fixadora de Carnoy, para posteriores analises histopatoldgicas e
outra rapidamente congelada em nitrogénio liquido (-196°C) e armazenados em ultrafreezer a

temperatura de -800C até o inicio das andlises.

5.7. Preparac¢ao do homogeneizado para analise dos marcadores do estresse oxidativo e

da defesa antioxidante no tecido intestinal

Amostras de intestino delgado e colon (100 mg/ cada tecido) foram maceradas em
microtubos e em seguida adicionadas de 1000 pL. de tampao fosfato 1M (pH 7,4). Os tubos
foram centrifugados a 10.000 xg por 10 min a 4°C e o sobrenadante coletado e armazenado a -

80°C.
5.8. Concentraciao de malondialdeido (MDA)
A determinagdo de MDA foi feita pelo teste de TBARS (substancias reativas ao acido

tiobarbittrico) (KOHN; LIVERSEDGE, 1944). Em um microtubo foram adicionados 200 pL

de homogeinezado e 400 pL de TBARS. Em seguida, as amostras dos segmentos dos intestinos
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foram agitadas em vortex por 5 segundos e incubadas em banho-maria por 40 minutos, a 90°C.
As amostras foram resfriadas em gelo e adicionadas de 600 pL de n-butanol e agitadas por 2
minutos, seguida por centrifugacdo a 900 xg por 10 minutos. Foram retiradas 200 uL do
sobrenadante e a leitura foi realizada na absorvancia de 532nm. Os valores finais foram
calculados por meio de curva-padrio sendo utilizado o reagente N-oxil-2,2,2,6,6-
tetrametilpiperidima (TMPQO), com a concentragdo variando de 20 uM a 1,25 uM. Os resultados
foram em nmol de MDA por miligramas de proteinas (nMol de MDA/mgPTN). A proteina total

do homogeneizado foi quantificada, segundo o método de Bradford (1976).

5.9. Atividade da superodxido dismutase (SOD)

A quantificacdo desta enzima ¢ dada em unidades relativas, sendo uma unidade de SOD
definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagdo do pirogalol.
Para preparo das amostras foram utilizados 30 ul. de homogeneizado do intestino delgado e
colon, 228ul de tampao fosfato (1M; pH 7,0), 15 pL de pirogalol (100uM; PM=126,11) e 6 uL.
de MTT (brometo de (3-[4,5- dimetiltiazol-2H]-2,5- difeniltetrazolium) a 1,25mM; PM=414,3).
O padrao foi preparado com 258 pL de tampao fosfato, 6 uL. de MTT e 15 puL de pirogal. O
branco foi preparado com 294 pl. de tampao fosfato e 6ul. de MTT. A leitura foi feita no
espectofotometro (Multiskan Go, Thermo Cientific) a uma absorvancia de 570 nm, sendo os
resultados expressos em U de SOD / mg de proteina (MARKLUND, 1985), sendo uma unidade
(U) de SOD responsavel pela redugdo de 50% da oxidagao do pirogalol.

5.10. Atividade da catalase (CAT)

A determinacgdo da atividade da enzima catalase ¢ baseada na sua capacidade de clivar o
peroxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio molecular, conforme descrito por AEBI
(1984).

Na cubeta de quartzo para a leitura do padrao no espectofotometro (Thermo Cientific)
foram adicionados 10 uL. de homogeneizado e 1000 pL de tampao fosfato (100 mM; pH 7,0) e
para a leitura das amostras foram adicionadas 10 pL. da amostra mais 1000uL de tampao fosfato
com H202. A reacdo foi iniciada pela adigao de 900 pL. de H202 (5 mM). As absorbancias
foram determinadas no espectofotometro (Multiskan Go, Thermo Cientific) nos tempos 0, 30 e

60 segundos, a 240 nm. Agua destilada foi utilizada como branco.
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Uma unidade (U) de catalase ¢ equivalente a hidrélise de Imol de H202 (¢=39,4 L.mol-
l.cm-1) por minuto (AEBI, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima ¢é representada U
catalase/mg de PTN. A absorbancia utilizada para o célculo ¢ o delta obtido das absorbancias

lidas (absorbancia no tempo 0 — absorbancia a 60 segundos).

5.11. Glutationa Transferase (GST)

O CNDB (1-cloro2,4-dinitrobenzeno; MW 202,6) ¢ metabolizado pela GST conjugado a
GSH, com o aumento de absorbancias (340nm). (HABIG; PABST & JAKOBY, 1976). Para a
leitura de 340nmno espectofotometro (Thermo Cientific) foi adicionado na cubeta: 970uL de
tampao fosfato (0,1M pH 7,0) + 10 uL homogenato + 10 pL. de CNDB (0,1M diluido em etanol
80%) e 10uL GSH (0,1 M diluido em tampao fosfato a 100 mM; pH=7,0). E para a leitura do
branco: 970uL de tampao fosfato (0,1M pH 7,0) + 10uL de CNDB e 10 uL GSH. A solu¢ao
foi pipetada em cubeta semi-micro de quartzo (1,5 ml) e a leitura das amostras foram realizadas
em triplicata nos tempos 0, 30, 60 e 90 segundos. Resultados expressos em pmol/min/g., foi
utilizada a seguinde equagdo: Delta A340 x dilui¢des/e = A340 x 1000 (100 cubetas x 101/ 9.6
= A340 x 104,17; ondee= 9.6 mM-1 cm-1(coeficiente de extingdo molar).

5.12. Analises histomorfométricas do intestino, colon e ceco

Apos 24h de fixagdo em solucdo fixadora de Carnoy, os fragmentos de intestino foram
desidratados em solugdes crescentes de etanol e xileno e incluido em parafina. Para a
microtomia foi utilizado um micrétomo rotativo semi-automatico (Leica ® RM2255) e
navalhas de ago. Foram obtidos cortes semi seriados de Sum de espessura, respeitando-se a
distancia de 12 cortes entre eles. As preparagdes foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(HE) para as andlises morfométricas e histopatolégicas. As laminas (BioGlasss®) foram
montadas com o meio de montagem Entellan (Merck, Frankfurt, Germany) e analisadas em
microscopio de luz (Nikon Phase Contrast 0,90 Dry®, Japao) e as imagens capturadas com
camera digital DIGI-PRO 5.0 M por meio de Software Micrometrics SE Premium (Accu-
Scope®). As analises morfométricas foram realizadas com auxilio do software Image-Pro Plus
(versao 4.0.5.29, Media Cybernetics Inc.).

A andlise histomorfométrica foi realizada segundo BASTOS et al (2016) e
DROBOWOLSKI et al (2012) com modificagdes. No intestino delgado foram medidos os
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seguintes parametros: a) altura da camada muscular; b) altura do epitélio na vilosidade; c¢) altura
do epitélio na cripta; d) diametro da cripta; e) didmetro da vilosidade; f) altura da vilosidade. E
no ceco e colon: a) altura da camada muscular; b) altura do epitélio na cripta; ¢) diametro da
cripta; d) didmetro da lamina prépria; ) profundidade da cripta. Todas as medidas foram feitas
em 5 pontos diferentes para cada animal. Os resultados para cada animal (repeticdo) foram

apresentados como médias das medidas para o parametro em questao.
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6. ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados que nao
apresentaram distribui¢do normal foram transformados em Log10 antes das analises estatisticas
paramétricas. A dispersao primcipal foi expressa em médias + desvio padrao (DP). Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia One-way (ANOVA). Os testes post hoc
utilizados foram: Newman-Keuls (para o experimento in vivo) e Tukey (in vitro). Adotou-se o
nivel de significancia igual a 5%. Todas as andlises estatisticas foram realizadas pelo programa

GraphPad Prism versao 6.01.
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ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases are a group of inflammatory disorders of the gastrointestinal tract.
Its prevalence is still low in Brazil, but its incidence is increasing annually. A variety of
compounds present in Curcuma longa L., particularly curcumin, have been shown to reduce
oxidative stress and aid in the prevention of associated diseases. This study aimed to assess the
effect of curcumin transdermal gel on oxidative stress and intestinal inflammation in IL-10-/-
mice. Female mice were divided into four groups, a control group (CO0) treated with vehicle and
three experimental groups treated with transdermal gel containing C50, C75, and C100 mg
curcumin kg ! body weight. Colon malondialdehyde concentrations were lower in C50 and C75
groups. C100 treatment led to reduced catalase activity in the small intestine, whereas C50,
C75, and C100 treatments resulted in decreased catalase activity in the colon. In contrast,
superoxide dismutase activity increased in the small intestine of C50 and C75 mice and
decreased in the colon of C50, C75, and C100 mice. Glutathione S-transferase activity increased
in the small intestine and decreased in the colon of animals in the C75 group. These findings

suggest that curcumin transdermal gel exerts a protective effect against oxidative stress.

Keywords: intestinal inflammation; histology; oxidative stress; curcumin.
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1. INTRODUCTION

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic inflammatory disorders of unknown
etiology that affect the gastrointestinal tract. Crohn’s disease and ulcerative colitis are the main
types of IBD. Environmental, genetic, microbiological, and immunological factors are believed
to be involved in the progression and maintenance of these diseases. The major symptoms
include mucous bloody diarrhea, fatigue, abdominal pain, and malnutrition (Maranhdo, Vieira
and Campos, 2015; Vezza et al., 2016). Although the main symptoms are linked to the
gastrointestinal tract. The DII is a systemic disease that often presents with conditions
associated or extra intestinal manifestations (EIM): dermatological lesions, musculoskeletals,
orals, eyepieces, cardiovascular, neurological, hepatobiliary or pancreatic (Greuter & Vavricka,
2019). The worldwide increase in IBD incidence and prevalence is related to modern lifestyles,
consumption of ultra-processed foods, and stress (Santos et al., 2015).

Redox imbalance is considered to underlie the pathophysiology of IBD. This mechanism
is involved in the pathogenesis and progression of other chronic inflammatory diseases,
including neurodegenerative disorders, cardiovascular diseases, and cancer (Soares et al., 2015;
Zhu and Li, 2012). Redox imbalance is linked to the occurrence of diarrhea, toxic megacolon,
and abdominal pain, important signs and symptoms of IBD (Barbosa et al., 2010; Damiani,
2006). The production of endogenous antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase, glutathione S-transferase (GST), and catalase (CAT), is
increased during an inflammatory process, as these enzymes are responsible for combating
oxidative stress in the intestinal mucosa. However, when the demand for antioxidant enzymes
1s not met, there is an inequality between pro- and antioxidant factors, leading to the formation
of lesions in the intestinal epithelium (Mandalari et al., 2011; Moura et al., 2015; Torres et al.,
2011).

Oxidative stress causes genetic modifications in the cell nucleus and acts as a potent
inducer of inflammatory responses by altering the synthesis of cytokines, prostaglandins,
thromboxane, leukotrienes, adhesion molecules, and chemokines (Haddad, 2002; Jassen-
Heiniger, Poynter and Baeurle, 2000; Rauhman and Macnee, 2000). Inflammatory cells
activated during IBD pathogenesis cause oxidative damage to cellular constituents, including
lipids, leading to additional mucosal damage, dysfunction, inflammation, and intensification of
the pathological process. Lipid peroxidation products, such as reactive aldehydes, induce the

infiltration and activation of inflammatory cells (Trevisani et al., 2007).
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The body requires endogenous production and dietary consumption of antioxidants to
prevent oxidative stress and preserve homeostasis. Dietary antioxidants include vitamin E
(tocopherols and tocotrienols), ascorbic acid (vitamin C), ubiquinone (coenzyme Q10), thiols
(alpha-lipoic acid), carotenoids, and flavonoids (Strobel et al., 2011). These bioactive
compounds positively influence the expression of genes involved in intracellular anti-
inflammatory signaling and systemic anti-inflammatory responses (Dragano et al., 2013).

Studies have been directed toward the extraction and application of polyphenolic
antioxidants for the treatment of IBD, as these compounds show fewer side effects than
conventional drugs. Extracts of turmeric (Curcuma longa L.) contain a diversity of phenolic
antioxidants. Curcumin, a yellow fat-soluble polyphenol and the major component of C. longa
extract, exerts antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, antiangiogenic, antimutagenic,
and antiplatelet aggregation effects (Vecchi et al., 2014). These characteristics make curcumin
beneficial for the prevention or treatment of several diseases, including osteoarthritis, cancer,
dyslipidemia, metabolic syndrome, hyperuricemia, nonalcoholic fatty liver disease, anxiety,
ischemia/reperfusion injury, diabetes, lung disorders, and dermatological disorders (Devassy et
al., 2015; Deogade and Ghate, 2015; Kocaadam and Sanlier, 2015; Monton, Luprasong and
Charoenchai, 2019; Prasad et al., 2014; Sadeghi et al., 2018).

Curcumin has been suggested as a potential drug for digestive diseases, including IBD.
However, its low oral bioavailability is a major limitation for its clinical use, as assessed in
human and non-human animal models (Vecchi et al., 2014). Curcumin is hydrophobic, unstable
at intestinal pH, and rapidly metabolized, resulting in low intestinal absorption and a short half-
life (Ohno et al., 2017). The bioavailability problems of many drugs stem from low water
solubility, low dissolution rate, and instability in the gastrointestinal tract (Tzankova et al.,
2019). In rodents, curcumin undergoes rapid metabolism by conjugation when administered via
the oral route, showing low systemic bioavailability (Yadav et al., 2009).

The use of model animals for the study of the DII and other diseases allows elucidating
the pathogenesis of the disease and possible treatments. The understanding of the interferences
in intestinal mucosa homeostasis caused by chronic inflammation and its immune mechanisms
has been facilitated by the using of some model animals (Bamias et al, 2017). The disabled
mouse in interleucina-10 (IL-10-/-) has been widely used for studies about the DII. Genetically
modified, this animal model develops spontaneously the colitis, with histological changes

similar to those observed in humans (Keubler et al, 2015). This study aimed to develop a topical
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formulation of curcumin for increased bioavailability and assess its antioxidant and anti-
inflammatory effects in an IL-10 knockout mouse model of inflammatory bowel disease.
2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Preparation of curcumin transdermal gel

The curcumin transdermal gel formulation was developed at the Laboratory of Chemistry
and Biochemistry of Natural Products (BIONAT) of the Federal University of Vigosa, Minas
Gerais, Brazil. Curcumin from C. longa rhizomes (molecular weight 368.38 g; >98.0% purity,
as assessed by high-performance liquid chromatography) was obtained from Sigma—Aldrich.

Pentravan®

, a commercial vehicle for transdermal permeation, was used to prepare the
formulations. The vehicle is a transdermal gel composed of bilayer phospholipid nanosomes. It
has the ability to interrupt the lipid bilayer of the stratum corneum without dissolving it,
providing optimal transdermal delivery without damaging the skin structure. This system
avoids first-pass metabolism in the gut or liver, favors patient adherence, and improves
treatment success.

Transdermal gel formulations were prepared by placing the appropriate amount of
curcumin in a glass mortar, adding small portions of vehicle, and vigorously homogenizing the
mixture using a pestle. Three formulations were prepared containing 12.5, 18.8, and 25 mg
curcumin g ! vehicle.

2.2. Animals

Seventeen newly weaned (28-day-old) C57BL/6 IL107" mice (Mus musculus)??macho
ou fémea? were used. This animal model was previously reported in the literature for the study
of IBD (Byrne and Viney, 2006; Mizoguchi and Mizoguchi, 2010; Neurath, 2014). According
to Koboziev and collaborators (2011), IL-10 knockout mice spontaneously develop pancolitis
and cecal inflammation at the age of 8 to 16 weeks. The animals were kept in polyethylene
boxes with ad libitum access to commercial feed (Presence/InVivo Animal Nutrition) and
distilled water under a 12 h light/dark cycle and controlled temperature conditions (22 £ 3 °C).
The experiment was initiated when the animals were 60 days old and in the initial stages of
IBD. Mice were placed in individual stainless-steel cages and maintained under controlled
conditions (22 £ 3 °C, 12 h light/dark cycle).

All experimental procedures were approved by the Animal Research Ethics Committee

of the Federal University of Vicosa, Brazil (protocol no. 41/2019).
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2.3. Experimental design

At the beginning of the experiment, mice were allocated into 4 groups. The negative
control group consisted of 8 animals receiving only vehicle. Each experimental group consisted
of 3 animals treated with transdermal gels containing different concentrations of curcumin. The
animals were randomly distributed into groups using an online randomizer (Research
Randomizer, https://www.randomizer.org), in agreement with AOAC recommendations
(1997).

The animals were shaved over an area of 2 cm? in the distal dorsal region and received a
daily application of 80 pg of transdermal gel for 4 weeks. Treatments contained the following
concentrations of curcumin per kilogram of body weight: CO (control), 0 mg (vehicle only);
C50, 50 mg; C75, 75 mg; and C100, 100 mg. These values are equivalent to daily doses of 0,
1.0, 1.5, and 2.0 mg curcumin for C0, C50, C75, and C100, respectively.

At the end of the experiment, the animals were evaluated for body weight gain, being that
the gain weight was calculated by the subtraction of the weight in euthanasia day by the weight
in the beginning of the experiment., and body mass index (BMI) (Novelli et al., 2007). Then,
the animals were anesthetized with 100% isoflurane (Isoforine, Cristalia) and euthanized. The
intestine was removed whole and dissected into three regions: small intestine, cecum, and colon.
A portion of each segment was immersed in Carnoy’s fixative for histopathological analysis,
and another was stored at —80 °C for analysis of oxidative stress and antioxidant defense
markers.

2.4. Preparation of intestine homogenates for analysis of oxidative stress and antioxidant
defense markers

The activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) glutathione S-transferase
(GST) and the levels of malondialdehyde (MDA) were analyzed in the supernatant obtained
tissues removed from several animals by independent analysis. For this fragment (100mg) of
each region of the intestine were homogenized in ice-cold phosphate buffer (PBS) for 30 s, and
centrifuged at 10,000 xg (4 °C) for 10 min. The supernatant was collected and stored at —80 °C

until analysis.

2.5. Malondialdehyde (MDA) concentration

MDA concentration was determined by the thiobarbituric acid reactive substances assay,
as described by Kohn and Liversedge (1944). A standard curve of 2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-N-oxyl (TEMPO) was used to calculate MDA values. Results are

expressed as nmol MDA mg ! protein.
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2.6. SOD activity

Quantification of SOD activity was performed spectrophotometrically (Multiskan Go,
Thermo Fisher Scientific) at 570 nm (Marklund, 1985). One unit (U) of SOD activity was
defined as the amount of enzyme required to inhibit the oxidation of pyrogallol by 50%. Results

are expressed as U mg ! protein.

2.7. CAT activity

Determination of catalase activity was based on the conversion of hydrogen peroxide
(H20) to water and molecular oxygen, as described by Aebi (1984). One unit of catalase
activity (U) was defined as change in absorbance in 1 min of reaction. Results are expressed as

U mg ! protein.
2.8. GST activity

GST activity was determined by measuring the conjugation of 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB, molecular weight 202.6 g) with glutathione, monitored as an increase
in absorbance at 340 nm (Habig, Pabst and Jakoby, 1976). Absorbances readings were
performed in triplicate at 0, 30, 60, and 90 min. Results are expressed as pmol min~! g ! protein.
2.9. Histomorphometric analysis of the small intestine, colon, and cecum

Tissue fragments were dehydrated in a graded series of ethanol and xylol and embedded
in paraffin. A semi-automatic rotary microtome (Leica RM2255) was used to obtain 5 um thick
semi-serial sections. Specimens were mounted on slides (BioGlass) using Entellan mounting
medium (Merck,), stained with hematoxylin and eosin, and analyzed under a light microscope
(Nikon Phase Contrast 0.90 Dry, Japan). Images were captured with a DIGI-PRO 5.0 M digital
camera and processed using Micrometrics SE Premium (Accu-Scope). Histomorphometric
measurements were performed using Image-Pro Plus version 4.0.5.29 (Media Cybernetics Inc.).

Histomorphometric analysis was conducted according to Bastos et al. (2016) and
Drobowolski et al. (2012), with modifications. The small intestine was evaluated for muscular
layer thickness, villus epithelium thickness, crypt epithelium thickness, crypt diameter, villus
diameter, and villus height. The cecum and colon were assessed for muscular layer thickness,
crypt epithelium thickness, crypt diameter, lamina propria diameter, and crypt depth.
Measurements were taken at five different points per animal for each parameter.

2.10. Statistical analysis

Normality of data distribution was assessed by the Shapiro—Wilk test. Non-normally

distributed data were transformed to logio values for parametric statistical analyses. Results are

presented as mean * standard deviation. One-way analysis of variance was used to analyze
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continuous variables. Treatment means were then compared using the Newman—Keuls post-
hoc test. The level of significance was set at 0.05. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism version 6.01.

3. RESULTS

3.1. Effect of curcumin transdermal gel on body weight

Weight gain was greater (P < 0.05) in the C100 group than in the control (C0O) but did not
differ (P > 0.05) between treated groups (C100, C75, and C50) (Fig. 1A). Treatment with
curcumin transdermal gel did not alter BMI (Fig. 1B) or weights of the small intestine, colon,

and cecum (Fig. 1C) compared with the control.
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Figure 1. (A) Weight gain, (B) body mass index, and (C) organ weights of IL-10 knockout
mice treated with curcumin transdermal gel for 4 weeks.
Different letters above error bars indicate significant differences (P < 0.05) by the Newman—
Keuls post-hoc test. C0O, control (vehicle); C50, transdermal gel containing 50 mg curcumin
kg ! body weight (BW); C75, transdermal gel containing 75 mg curcumin kg ' BW; C100,
transdermal gel containing 100 mg curcumin kg™! BW.
3.2. Effect of curcumin transdermal gel on oxidative stress

The presence of lipid peroxidation products was determined by measuring MDA levels
in the small intestine and colon. MDA levels in the small intestine did not differ (P > 0.05)
between groups (Fig. 2A). However, colon MDA concentrations were lower (P < 0.05) in C50
and C75 mice than in the control but did not differ (P > 0.05) between C100 and the other
groups (Fig. 2B).
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Figure 2. Malondialdehyde (MDA) concentration in the (A) small intestine and (B) colon of
IL-10 knockout mice treated with curcumin transdermal gel for 4 weeks.
Different letters above error bars indicate significant differences (P < 0.05) by the Newman—

Keuls post-hoc test. CO, control (vehicle); C50, transdermal gel containing 50 mg curcumin
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kg ! body weight (BW); C75, transdermal gel containing 75 mg curcumin kg ! BW; C100,

transdermal gel containing 100 mg curcumin kg™' BW.

CAT activity was lower (P < 0.05) in the C100 group than in CO and C50 groups, but
enzyme activity in C75 animals did not differ (P > 0.05) from that in C50 and C100 animals
(Fig. 3A). C50 and C75 treatments increased (P < 0.05) SOD activity in relation to CO and
C100 (Fig. 3B). GST activity was higher (P < 0.05) in C75, not differing (P > 0.05) from that
of C50 an C100 (Fig. 3C). In colon samples, CAT and SOD activities were lower (P < 0.05) in
treated groups (C50, C75, and C100) than in the control (Fig. 3D—E), whereas GST activity was
lowest (P < 0.05) in C75 animals, not differing between the other groups (Fig. 3F).
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Figure 3. Antioxidant enzyme activity in the small intestine (A, B, and C) and colon (D, E, and
F) of IL-10 knockout mice treated with curcumin transdermal gel for 4 weeks.
Different letters above error bars indicate significant differences (P < 0.05) by the Newman—
Keuls post-hoc test. CO, control (vehicle); C50, transdermal gel containing 50 mg curcumin
kg ! body weight (BW); C75, transdermal gel containing 75 mg curcumin kg ! BW; C100,
transdermal gel containing 100 mg curcumin kg ' BW; CAT, catalase; SOD, superoxide
dismutase; GST, glutathione S-transferase.
3.3. Effect of curcumin transdermal gel on the small intestine, colon, and cecum
Histomorphometric analysis revealed no differences (P> 0.05) between groups regarding
muscular layer thickness, villus epithelium thickness, crypt epithelium thickness, crypt
diameter, villus diameter, or villus height in the small intestine (Fig. 4A-F). In the cecum and
colon, no differences (P>0.05) were observed in muscular layer thickness, crypt epithelium

thickness, crypt diameter, lamina propria diameter, or crypt depth (Fig. S5A-E).
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Photomicrographs representative of sections of the small intestine, colon and cecum treated
with different doses of curcumin is shown in fig. 6, in the present study, it was not possible to

observe the histological modification of the small intestine, colon and cecum treated with

different doses of curcumin.

@ ®)

Muscle layer height (um)
u
Epithelial height in villus (um)
3

Epithelium height in the crypt (jun)

co cso C7s

g & &

8

Villus diameter (jum)
Villus height (jum)
9 v

Crypt diameter (jun)
w
8

cOo cs=0 c7s

Figure 4. Effect of the curcumin transdermic gel on the small intestine of IL-10 KO mice with
intestinal inflammation.

followed by the same letter on the same graph do not differ by the Newman Keuls post-hoc test
at 5% probability.C0, control (vehicle); C50, transdermal gel containing 50 mg curcumin kg !
body weight (BW); C75, transdermal gel containing 75 mg curcumin kg~ BW; C100,

transdermal gel containing 100 mg curcumin kg ' BW.
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Figure 5. Effect of the curcumin transdermic gel on the colon and cecum of IL-10 KO mice
with intestinal inflammation.

followed by the same letter on the same graph do not differ by the Newman Keuls post-hoc test
at 5% probability. C0, control (vehicle); C50, transdermal gel containing 50 mg curcumin kg™
body weight (BW); C75, transdermal gel containing 75 mg curcumin kg'! BW; C100,

transdermal gel containing 100 mg curcumin kg ' BW.
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Figure 6. Photomicrographs representative of sections of the small intestine, colon and cecum
treated with different doses of curcumin. CO0, control (vehicle); C50, transdermal gel containing
50 mg curcumin kg ! body weight (BW); C75, transdermal gel containing 75 mg curcumin kg
BW; C100, transdermal gel containing 100 mg curcumin kg ' BW.
4. DISCUSSION

In the present study, C100 treatment attenuated weight loss, indicating an improvement
in the morphological parameters of animals affected with IBD. Nutrient malabsorption is a
common sign of IBD resulting from the reduction of the intestinal absorptive area, bile salt
deficiency, bacterial overgrowth, gastrointestinal narrowing, and inflammation. These factors
lead to compromised nutritional status, characterized by weight loss and lack of vitamins and
minerals (e.g., iron, folic acid, vitamin B12, vitamin D, and calcium) (Jimenez & Gasche,
2019). Fat digestion and absorption can also be impaired in IBD. The intestinal surface is altered
by inflammation, depletion of the circulating bile pool (as a result of bile acid malabsorption),
or intestinal dysbiosis, resulting in deficiency of fat-soluble vitamins (Quigley, 2013).

About oxidative stress, we have to the imbalance between production and neutralization

of free radicals, such as reactive oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS), promotes oxidation
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of biomolecules and consequent loss of biological function. Oxidizing molecules cause DNA
damage, protein oxidation, lipid peroxidation, necrosis, and cell apoptosis (Stamler et al., 1997).

MDA is a biomarker of elevated intracellular ROS concentrations, indicating lipid
peroxidation. An experimental study showed that IBD is associated with an increase in
biomarkers of oxidative stress in colonic tissue and blood, such as lipid peroxidation products
(Damiani et al., 2007). Oxidative stress plays a central role in cell damage. Defense and
elimination mechanisms may be insufficient to deal with ROS overproduction (Schanaider et
al., 2005). Curcumin, however, scavenges free radicals and inhibits lipid peroxidation, thereby
protecting cellular macromolecules, such as DNA, from oxidative damage (Bianchi & Antunes,
1999).

Direct action of the nonenzymatic antioxidant (curcumin) was evidenced by the reduction
in CAT activity in the small intestine and colon and SOD and GST activities in the colon. The
synergistic effects of curcumin and endogenous antioxidants seemed to rebalance cellular redox
homeostasis in mice with IBD, decreasing the need for the enzymes that compose the body’s
first line of antioxidant defense.

The antioxidant defense system of the human body consists of a series of antioxidant
enzymes and numerous endogenous and exogenous antioxidant compounds that neutralize ROS
(Khan et al., 2015; Lopez et al., 2016). Free radicals are formed by the catalytic action of
enzymes during electron transfer processes in cellular metabolism and by exogenous factors.
In IBD, ROS and RNS are generated via activation of inflammatory cells. Reactive species are
often observed in early disease stages and are correlated with IBD severity and progression
(Zhu & Li, 2012). Topical application of curcumin promoted ROS elimination through direct
(detoxification of oxidative radicals) and possibly indirect (enhanced endogenous antioxidant
enzyme activity) actions.

Studies have shown that intestinal epithelial cells produce high levels of ROS and RNS
during infiltration of inflammatory cells (e.g., neutrophils and macrophages), characterizing a
hallmark of IBD pathophysiology (Maloy & Powrie, 2011; Zhu & Li, 2012). Sivalingam et al.
(2008) found that curcumin plays an important role in protecting mitochondria against oxidative
stress and increasing glutathione levels. In an animal model of insulin resistance, curcumin
contributed to the increase in glutathione, glutathione reductase, SOD, CAT, and peroxidase
activities, favoring the antioxidant defense system (Panahi et al., 2018).

We did not observe a dose-dependent increase in enzyme activity, allowing us to infer

that curcumin, whether at high or low doses, is effective in activating oxidative stress mediators
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and enzymes. Our results confirm the antioxidant and anti-inflammatory effects of curcumin
reported in the literature (Abrahams et al., 2019; Baradaran et al., 2020; Belhan et al., 2020; El-
Naggar et al., 2019; Peres, Vargas & Souza, 2015).

In histomorphometric analysis, it was not possible to observe an improvement in
intestinal inflammation with the treatment of gels of different concentrations of curcumin.
However, CTG s do not act by worsening the disease stage, thus keeping the inflammatory
process constant.

The depth of the crypt is indicative of the compensatory capacity or hyperplasia of
epithelial cells due to a higher level of aggression to the morphological structure of the intestinal
mucosa caused by inflammation. We have to reduce the height of the villi as a result of the
increase in the rate of epithelial desquamation, which may result from the increase in the depth
of the crypt, aiming to ensure the adequate rate of cell turnover and guarantee the replacement
of cell losses in the apical region of the villi (Oetting et al., 2006). In our study, it is likely the
absence of difference in the histological injury may be due to the exposure time to curcumin or
we can infer that the own preservation of the mucosa with the decreasing of oxidative stress
may induce the transcription of genes involved in the synthesis of glutathione by the intestinal
mucosa. (Lutgendorff et al., 2009). There is also the reduction of the transcription factor linkage
NF-kB to DNA, with consequential reduction of the expression of inflammatory mediators (Bai
et al., 2006; Hegazy et al., 2010; Truusalu et al., 2008). The fact of the animal has not
histologically worsened is already a gain, since these animals are very inflamed and tend to
worsen their stage of the disease over time.

Preceding the change in tissue morphology, we have changes in biochemical, enzymatic
and genetic parameters, in the most recent scientific literature, the frequency of IBD extra-
intestinal manifestations (MEI) varies between 21-47% (Carvalho et al., 2018). The chronic
inflammatory state of IBD is perceived as a set of aggressive cellular immune responses to a
certain type of colonic bacterial flora. The susceptibility to the disease is conferred by certain
genes that encode the immune responses triggered by environmental stimuli. Therefore, the
pathogenesis of IBD and, possibly, its extra-intestinal manifestations, is based on a relationship
between genetics, immune dysregulation, microbial flora and barrier dysfunction (Carvalho et

al., 2018).

It allows us to infer that the higher the ratio of villus height to the crypt depth, the better
the absorption of nutrients and the lower the energy losses with cell renewal. Thus, the greater

the height of the villi and the lesser depth of the crypts in the small intestine, the better
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absorption of nutrients and less energy losses with a rate of cell renewal (Liu et al., 2020). In
the present study, we observed less weight loss in the C100 group, even though there was no
statistical difference in villus and crypt, this group managed to maintain better nutrition, by
optimizing the absorption of nutrients, reducing energy losses.
5. CONCLUSION

In conclusion this study, therefore, demonstrates the potential protective effects of the
curcumin transdermal gel on the oxidative stress and can perform a significant role in the

treatment of inflammatory bowel disease in the future, particularly as adjunctive therapy.
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ARTIGO 2

AVALIACAO DOS EFEITOS DA FORMULACAO DE CURCUMINA EM GEL
TRANSDERMICO IN VITRO QUANTO A VIABILIDADE, CAPACIDADE
CITOPROTETORA, ANTIOXIDATIVA E DE PROTECAO IN VIVO DA
MORFOLOGIA INTESTINAL

EVALUATION OF THE EFFECTS IN VITRO OF TRANSDERMIC GEL CURCUMIN
FORMULATION ON VIABILITY, CYTOPROTECTIVE, ANTIOXIDATIVE AND IN
VIVO PROTECTION CAPACITY OF INTESTINAL MORPHOLOGY

ABSTRACT

As doengas inflamatorias intestinais (DII), representadas principalmente pela doenga de Crohn
(DC) e colite ulcerativa (UC), apresentam prevaléncia crescente em todo o mundo. A
Curcumina ¢ o principal pigmento curcuminoide farmacologicamente ativo na Curcuma longa
e atua modulando varias vias de sinalizagdo celular, produzindo efeitos antiinflamatoérios,
antitumorais, antioxidantes e imunomoduladores. O desenvolvimento de um gel de acafrdo para
administracdo transdérmica visa garantir uma acao sistémica mais efetiva desse fitofairmaco e
aumentar a adesdo do paciente ao tratamento devido a sua facilidade de administragdo. O
objetivo do estudo foi avaliar o efeito da curcumina e do gel transdérmico da curcumina (GTC)
no estresse oxidativo e na inflamagao intestinal em camundongos knockout para IL-10. Foram
realizadas in vitro os ensaios de determinacao da atividade antioxidante por DPPH, o ensaio de
viabilidade celular, a avaliacdo da viabilidade celular apds indugdo ao estresse oxidativo com
H202 e a avalia¢ao da capacidade citoproterora da curcumina. In vivo, camundongos fémeos
foram divididos em cinco grupos: controle (CN) e trés tratamentos (C100: 100mg, C200:
200mg e C400: 100mg de Curcumina por Quilograma de Peso Corpoaral) e foram realizadas
analises dos niveis de peroxidagao lipidica e estresse oxidativo e avaliagdo histomorfométricas
do intestino, coléon e ceco. A curcumina apresentou potencial antioxidante em todas as
concentracgoes testadas e que a concentragao de curcumina € diretamente proporcional a agao
antioxidante. Nas concentragdes mais altas de curcumina, houve uma redu¢ao na viabilidade
celular. Os tratamentos com maiores concentragdes de curcumina, ndo foram capazes de gerar
alteragdes no estado de oxidagdo-reducdo. Os GTC foram capazes de reduzir no intestino
delgado as atividades de SOD e CAT e aumentar as atividades de GST no grupo C200. No
coOlon tivemos maior concentragdao das moléculas antioxidantes GST e do grupo ON C400. Na
histologia, o GTC promoveu o relaxamento da camada muscular, no intestino delgado de todos

os animais tratados, no colon dos animais C100 e C200 e no ceco dos animais C100. No ceco,
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0 GTC aumentou a profundidade da cripta nos grupos C200 e C400. O presente estudo
demonstrou que o CTG tem efeito protetor sobre o estresse oxidativo e melhora morfoldgica

em camundongos knockout para IL-10.

Keywords: intestinal inflammation, oxidative stress, curcumin, antioxidates, transdermal gel.
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1. INTRODUCAO

A doenca inflamatéria intestinal (DII), representadas principalmente pela doenga de
Crohn (CD) e colite ulcerativa (UC), mostram uma prevaléncia crescente em todo o mundo
(GRAHAM & XAVIER, 2020; MARTINO et al., 2020).

A maior incidéncia e prevaléncia da DII sdo em paises industrializados, embora estejam
aumentando nos paises em desenvolvimento e seguem padroes geograficos de industrializacao,
que tém sido associadas ao aumento da ingestdo de gordura total, carne processada e excesso
de carboidratos simples (KILBY et al., 2019; SCARANO et al., 2018). Além disso, estamos
testemunhando uma mudanca no perfil de idade dos pacientes com DII. Os dados
epidemioldgicos afirmam claramente que existe uma incidéncia crescente de DII entre a
populagdo idosa (KRZYSTEK-KORPACKA et al, 2020; ARNOTT, ROGLER &
HALFVARSON, 2018).

A DII se desenvolve a partir de uma combinagao de suscetibilidade genética e fatores
ambientais que provocam uma resposta inflamatéria deletéria, com um curso da doenga
caracterizado por manifestagdo de episoddios de inflamagdo remitentes e recidivantes
(AXELRAD et al., 2021). Nao ha cura eficaz para DII, porém medicamentos moduladores
imunoldgicos, anti-inflamatorios e anticorpos monoclonais sdo frequentemente usados no
tratamento (SCARANO et al., 2018). Muitos desses tratamentos estdo associados a riscos
aumentados de infecgdes nos pacientes devido a uma acentuada supressdo da resposta imune
(COELHO et al., 2020; RUBIN et al., 2020).

Relatdrios recentes, documentam o uso de fitoquimicos naturais na DII que possuem
atividade anti-inflamatoria e antioxidante. O aumento da utilizacdo de espécies vegetais no
tratamento das mais diversas patologias, acompanha a humanidade. Isso se deve ao potencial
terapéutico dos constituintes fitoquimicos dos espécimes vegetais, que se apresentam como
fonte em potencial para a preparacdo de novos compostos (CAVALCANTE, BARBOSA &
SILVA, 2021; DENT & MATOBA, 2020). Além disso, o envolvimento de radicais livres em
doencas inflamatorias justifica a indicacdo de diversas plantas medicinais, que reduzem o
estresse oxidativo pela capacidade de eliminagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS). A
investigagdo de produtos naturais para tratamento da DII ¢ de grande importancia, pois esta
relacionado a uma melhora na qualidade e vida dos pacientes, por apresentarem menores efeitos
colaterais em relacdo ao tratamento convencional (KHARE et al., 2020). Evidéncias indicaram

que a curcumina pode ser usada como candidato terapéutico sozinho ou em combina¢do com
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outros agentes terapéuticos no tratamento de DII (SAMARGHANDIAN et al., 2017; CHIN,
2016).

A curcumina, possui efeitos comprovados cientificamente, como a redugdo da inflamacgao
em casos de artrite, prevencao de arteriosclerose, desordens respiratorias e gastrointestinais,
efeitos hepatoprotetores, afeccdes da pele como psoriase e eczema, prevencao de cancer e
capacidade antioxidante. A capacidade anti-inflamatéria, em parte, é devida a inibicdo da
sintese de prostaglandinas inflamatodrias (LIMA et al., 2019). Estudos pré-clinicos sugeriram
que a curcumina exerce seus efeitos farmacoldgicos por meio do direcionamento de uma
variedade de vias celulares e moleculares que estdo envolvidas na patogénese da DII
(FALLAHI et al., 2021).

Uma possivel barreira para a administragdo de medicamentos naturais de forma
convencional, oral, como a curcumina, ¢ restrita devido a sua pouca solubilidade,
permeabilidade e biodisponibilidade (KHARE et al.,, 2020). Estudos demonstram que a
curcumina oral em camundongos nocaute de IL-10, melhora a colite espontanea ao ser eficaz
na reducao dos niveis de citocinas inflamatdrias e possui efeitos anti-inflamatérios mediados
por uma producdo reduzida de potentes citocinas pro-inflamatdrias da mucosa (UNG et al.,
2010). Em humanos ou em roedores, a curcumina quando ¢ administrada por via oral, ela sofre
conjugacao no figado, formando glucuronideos e sulfato de curcumina. Essa rea¢do produz um
forte conjugado lipofilico, o qual ¢ menos estdvel do que a sua forma ndo conjugada, que ¢&,
entdo, menos absorvida pelo organismo, sendo excretado pelas fezes (AGGARWAIl et al., 2009;
PFEIFFER et al., 2007).

O nosso grupo de pesquisa (ARAUJO, 2021, em prelo) evidenciou o potencial efeito
protetor do GTC nas concentragdes 50, 75 e 100 mg de curcumina por quilo de peso corporal
sobre o estresse oxidativo. Demonstrou que a resposta do GTC ndo ¢ dose dependente, € na
concentragdo de 100 mg de curcumina o gel ¢ capaz de reverter a perda de peso causada pela
DII. Assim, o presente estudo tem como objetivo testar diferentes concentragdes de gel
transdérmico de curcumina, quanto a capacidade antioxidativa e na melhora dos parametros

histomorfométricos em modelo de DII.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Determinacio da atividade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante da curcumina foi determinada através da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH. O ensaio de DPPH
foi realizado de acordo com Roesler et al. (2007) com algumas adaptacdes, no qual a curcumina
foram previamente dissolvidas em metanol e 50 uL. de cada diluicao foi misturado a 250 pL. de
solucao DPPH (0.1 mmol/L) em microplaca de 96 pogos.

O controle da reagao (reagente DPPH) foi preparado de acordo com o procedimento
descrito anteriormente, sem adi¢do de composto e utilizando o metanol para corrigir a linha de
base. A curcumina, foi pesada (1 mg) e diluida em 1 ml de metanol. A partir dessa solucao,
foram preparadas solucdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 pg/ml para cada composto,
que foram as concentracdes utilizadas no teste. O mesmo foi feito para os controles positivos
(padroes), utilizando-se acido ascorbico, rutina e Butylated Hydroxytoluene — BHT. A reagao
foi mantida ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos, e posteriormente, as absorbancias
foram determinadas a 517 nm em um leitor de microplacas Elisa Multiskan™ FC Microplate
Photometer (Thermo Scientific™). Os experimentos foram realizados em triplicata. A
capacidade de sequestro de radicais livres foi calculada da seguinte forma:

% 1nibigdo = ((ApppH —Acomposto) / ApppH) *100  onde:
Appph: absorbancia da solugao de DPPH;
Acomposto: absorbancia da amostra.

2.2 Ensaios de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi avaliado pelo método de redugdo do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), seguindo a metodologia descrita por Kim
(2011) com algumas adaptacdes.

Células de macrofagos RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma
densidade de 2x10* células/pogo em 200 pL de meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 100 U/ml de
estreptomicina/penicilina em estufa a 37°C e 5% de COz. Apds um periodo de 24 horas de
incubac¢do, o meio foi substituido pela curcumina em diferentes concentracdes 6,25, 12,5, 25,
50, 100 e 200 pg/ml em meio de cultura + 0,4% de dimetilsulfoxido (DMSO), e a incubacao
continuou pelas proximas 22 horas. O controle (C) (100% de crescimento) foram células

cultivadas apenas em meios de cultura. Foi feito também o controle do solvente (CS) utilizando
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meio de cultura + 0,4% de DMSO. Apos este periodo de incubagdo, retirou-se 50 plL. do
sobrenadante e adicionou-se 50 pL de solu¢do de MTT (0,5 mg/ml) a cada pogo, e as células
foram incubadas novamente na estufa por um periodo de 2 horas. Apds este periodo, o
sobrenadante foi retirado e 150 pLL. de DMSO foram adicionados aos pogos.

A absorbancia foi lida em um Leitor de Microplaca Elisa Multiskan Ascent (Thermo
Labsystems, Franklin, MA, EUA) ajustado para 570 nm. Os experimentos foram realizados em
triplicatas.

2.3. Avaliacao da viabilidade celular apés inducio ao estresse oxidativo com H20:2

O H20:; foi utilizado para a indugdo do estresse oxidativo como descrito por BALEKAR
et al. (2012) e PONNUSAMY et al. (2015). O teste de viabilidade celular foi conduzido de
acordo com a metodologia descrita no topico 8.2.2, onde avaliou-se diferentes concentragdes
de H>0,(0,125; 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 mM) em meio de cultura. O controle (100% de crescimento)
foi constituido de células cultivadas apenas em meio de cultura. Esta anélise foi realizada para
determinar a concentracao que reduziria a viabilidade celular em no minimo 80% apods 24 horas
de exposi¢do. Os experimentos foram realizados em triplicatas.

2.4. Avaliacao da capacidade citoproterora da curcumina in vitro

Células de macrofagos RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pogos a uma
densidade de 2x10* células/pogo em 200 uL de meio de cultura DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 100 U/ml de estreptomicina/penicilina em estufa a 37°C e 5% de
COz. Apos um periodo de 24 horas de incubagdo, o meio foi substituido pela curcumina em
diferentes concentracdes 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/ml em meio de cultura + 0,4% de
dimetilsulfoxido (DMSO), e a incubagao continuou pelas proximas 24 horas. O controle (100%
de crescimento) foi constituido de células cultivadas apenas em meio de cultura. Foi feito
também um controle utilizando meio de cultura + 0,4% de DMSO. Apos este periodo, o controle
utilizando meio de cultura + 0,4% de DMSO e os tratamentos utilizando diferentes
concentragdes de curcumina foram expostos ao H>O> na concentragao de 2 mM por um periodo
de 3 horas. A avaliagdao da viabilidade celular foi realizada por meio do teste de MTT como
descrito no item 8.2.2. Os experimentos foram realizados em triplicatas.

2.5. Preparo do gel transdérmico de curcumina (GTC) para ensaio biologico in vivo

Para desenvolvimento dos trés geis transdérmico, a curcumina (Sigma-Aldrich®) foi
incorporado ao gel de permeacio transdérmica Pentravan® foi realizada adicionando-se a 25,
50 e 100 g de curcumina no gral de vidro, seguida da adi¢do, aos poucos, do Pentravan® e

agitacdo vigorosa com pistilo para mistura dos componentes. Foram produzidos géis
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transdérmicos com concentragdes de 25 mg de curcumina/g de Pentravan®; 50mg de
curcumina/g de Pentravan® e 100mg de curcumina/g de Pentravan®. Todos os géis foram
desenvolvidos para que volume de gel aplicado nos animais nao variasse, reduzindo ao maximo

o erro de resultado por absorgao.

2.6. Ensaio Biologico in vivo
2.6.1. Animais/Desenho experimental

Foram utilizados 20 camundongos fémeas C57BL/6 (IL107") (classe Mammalia, ordem:
Rodentia, familia Muridae e espécie Mus musculus), recém-desmamados, com 28 dias de idade.
A escolha dos animais utilizados no experimente foi baseado em modelo ja descrito na
literatura, para estudo de doenga inflamatoria intestinal (NEURATH, 2014; KOBOZIEV et al.,
2011; MIZOGUCHI & MIZOGUCHI, 2010; UNG et al.,2010; BYRNE & VINEY, 2006).
Dessa forma, os animais foram mantidos até¢ o 60° dia de idade em caixas de polietileno,
consumindo ragdo comercial (Presence/InVivo® Nutricdo Animal) e agua destilada ad libitum.
A temperatura da sala de experimentacao foi controlada em 22°C + 3°C, com ciclo claro/escuro
de 12 horas. Apds esse periodo, os animais adultos jovens em fase inicial de DII, foram alocados
em gaiolas de aco inoxidavel individuais, em ambiente com temperatura controlada de 22°C +
3°C, com ciclo de luz de 12 horas.

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: 1) Controle Positivo — animais
doentes (veiculo via transdérmica n=5); 2) C100 (veiculo + curcumina 100mg/Kg de peso do
animal n=5); 3) C200 (veiculo + curcumina 200mg/Kg de peso do animal n=5) e 4) C400
(veiculo + curcumina 400mg/Kg de peso animal n=5). Os animais receberam 80 mg por dia de
gel transdérmico, sendo as quantidades iguais em todos os grupos experimentais.

A distribuicdo dos animais em cada grupo experimental foi realizada de forma
randomizada, atendendo a recomendag¢dao da AOAC (1997). O esquema de randomizac¢do dos
animais foi gerado utilizando-se o software online Reserch Randomizer® disponivel no site <
https://www.randomizer.org/>. Em seguida, os animais foram tricomizados na regidao dorsal
distal, em uma area de 2 cm?.

Ao final do experimento, os camundongos foram colocados em jejum por 12 horas, em
seguida foram anestesiados (com a utilizagdo de Isoflurano 100%, Isoforine, Cristalia®, por
inalacdo em camara fechada, conforme resolucao 714, de 20 de julho de 2002) e submetidos a
eutanasia por pungao cardiaca do sangue. O intestino foi removido inteiro e dissecado em trés

regides: intestino delgado, ceco e colon. Uma por¢ao foi imersa em solugdo fixadora de Carnoy,
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para posteriores analises histopatoldgicas e outra foi armazenada a temperatura de -80°C para
analises do estresse oxidativo e defesa antioxidante.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Comité de Etica
em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Vigosa, Brasil (numero de aprovacao
41/2019).

2.7. Medidas biométricas

Foi aferido o peso dos animais no inicio e ao final do experimento, ¢ o ganho de peso
determinado pela diferenga do peso final e do pelo peso inicial. O indice de massa corporal
(IMC) foi obtido pela relagdo entre o peso e o quadrado do comprimento naso-anal. O intestino
delgado, coélon e ceco foram pesados e comparadas as suas médias entre 0s grupos

experimentais.

2.8. Analise dos niveis de peroxidacao lipidica e estresse oxidativo

2.8.1. Preparo do homogeneizado

Foram preparados os homogenatos das amostras do intestino delgado e coélon para a
avaliacdo do estresse oxidativo. Os orgdos foram pesados (100 mg de cada segmento),
triturados em microtubos e em seguida adicionadas de 1000 pL de tampao fosfato 1M (pH 7,4).
Os tubos foram centrifugados a 10.000 xg por 10 min a 4°C e o sobrenadante coletado e

armazenado a -80°C.

2.8.2. Concentragdao de malondialdeido (MDA)

As concentracdes de MDA foram determinadas por meio do ensaio de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (KOHN & LIVERSEDGE, 1944). Os valores finais
foram calculados usando uma curva padrao e o reagente N-oxil-2,2,2,6,6-tetrametilpiperidina
(TMPO). Os resultados sdo expressos como nmol de MDA por miligrama de proteina (nmol de
MDA/mg de proteina).

2.8.3. Concentracao de Nitrito

A concentracdo do indicador indireto do 6xido nitrico NO (Nitrito) foi determinada em
homogenatos de figado usando a reagdo de Griess como uma medida indireta da producao de
NO (Green et al., 1982). Uma curva padrdo foi preparada pela adi¢do de padrao de nitrito de
sodio e tampao. Apos a incubagdo, a absorbancia foi medida a 570 nm em um leitor Thermo

Scientific-Multiskan ™ GO (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
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2.8.4. Atividade da superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi expressa em unidades relativas (U), com uma unidade de SOD
definida como a quantidade de enzima que inibe a taxa de oxidag¢do do pirogalol em 50%. A
analise foi realizada em um espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific) a 570

nm, e os resultados sdo expressos como U de SOD / mg de proteina (Marklund, 1985).

2.8.5. Atividade da catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da enzima catalase ¢ baseada na sua capacidade de clivar o
peréxido de hidrogénio (H202) em 4gua e oxigénio molecular, conforme descrito por AEBI
(1984). Para a atividade da catalase foi calculada o delta das absorbancias obtidas nas medigdes
(absorbancia no tempo 0 - absorbancia aos 60 s), de acordo com a lei de Lambert Beer. A
atividade enzimatica foi registrada em U catalase/mg de proteina.

2.8.6 Atividade da Glutationa Transferase (GST)

A avaliagdo da atividade da GST ¢ através do CNDB (1-cloro2,4-dinitrobenzeno; MW
202,6) que ¢ metabolizado pela GST conjugado a GSH, resultando no aumento de absorbancias
(340nm). (HABIG; PABST & JAKOBY, 1976). Foram medidas as absorbancias das amostras

em triplicatas a 0, 30, 60 e 90s. Os resultados foram registados em pmol/min/g de proteina.

2.9. Analises histomorfométricas do intestino, colon e ceco

O intestino delgado, colon e o ceco foram desidratados em solugdes crescentes de etanol
e xileno e incluidos em parafina. Foi utilizado um micrétomo rotativo semi-automatico (Leica
® RM2255) e navalhas de ago. Foram obtidos cortes semi seriados de Sum de espessura. Foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas (BioGlasss®) foram montadas com o
meio de Entellan (Merck, Frankfurt, Germany) e analisadas em microscopio de luz (Nikon
Phase Contrast 0,90 Dry®, Japao). Foram capturadas as imagens na camera digital DIGI-PRO
5.0 M por meio de Software Micrometrics SE Premium (Accu-Scope®). As andlises
morfométricas foram feitas com auxilio do software Image-Pro Plus (versao 4.0.5.29, Media
Cybernetics Inc.). A andlise histomorfométrica foi realizada segundo Bastos et al (2016) e
Drobowolski et al (2012) com alteracdes necessarias. No intestino delgado foram feitas as
medidas: a) altura da camada muscular; b) altura do epitélio na vilosidade; c) altura do epitélio
na cripta; d) didmetro da cripta; e) didmetro da vilosidade; f) altura da vilosidade. E no ceco e
colon, diante da diferencga fisioldgica, foram aferidos: a) altura da camada muscular; b) altura

do epitélio na cripta; c) didmetro da cripta; d) didmetro da lamina propria; e) profundidade da
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cripta. Foram feitas as medidas em 5 pontos diferentes, de cada parametro, por animal. Os
resultados para cada animal (repeti¢do) foram apresentados como médias das medidas para o
parametro em questao.
2.10. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) seguido pelos testes post hoc de Tukey
(testes in vitro) e Newman-Keuls (testes in vivo) e a dispersao principal foi expressa como o
desvio padrao. Foi adotado o nivel de significancia igual a 5%. Todas as analises estatisticas

foram realizadas pelo programa GraphPad Prism versao 6.01.

3. RESULTADOS
3.1. Atividade antioxidante da curcumina in vitro

O método de DPPH ¢ muito utilizado para se determinar a atividade antioxidante em
extratos e substancias isoladas como: compostos fendlicos, fenilpropanoides, fenolicos totais,
flavondis, cumarinas, quitosana com diferentes pesos moleculares, antocianinas,
antocianidinas, carotenoides, rutina e kaempferol (NEPLAME, 2017).

Na concentragdo mais baixa testada, 25 pg/mL de curcumina, a porcentagem de redugdo
do DPPH foi igual (p>0,05) ao acido ascorbico e menor (p<0,05) que a rutina ¢ BHT (Fig. 1A).
Nas concentragoes de 50, 75 100, 125 e 150 pg/mL de curcumina, a capacidade de evitar a
oxidagdao do DPPH, foram menores (p<0,05) em relagdo ao acido ascorbico, rutina e BHT (Fig.
1B-F). Na concentragdo de 175 pg/mL de curcumina a capacidade de redu¢do do DPPH foi
menor (p<0,05) ao 4cido ascorbico e igual (p>0,05) a rutina e BHT (Fig. 1G). A curcumina em
concentracdo de 200 ug/mL apresentou capacidade de oxidagdo do DPPH igual (p>0,05) ao
acido ascorbico e maior (p<0,05) que a rutina e o BHT (Fig. 1H).

Em relagdo a capacidade antioxidante nas diferentes concentragdes da curcumina, ¢é
possivel verificar que a capacidade em reduzir o DPPH aumentou proporcionalmente ao
aumento da concentracdo da curcumina, assim quanto maior a concentragdo de curcumina

maior foi o potencial antioxidante (R?>=0,9983) (Fig.2).
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Figura 1. Atividade antioxidante da curcumina nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150,

175 € 200 pg/mL pelo teste de DPPH. *® ¢médias seguidas por letras distintas no mesmo grafico

diferem entre si pelo teste post-hoc de Tukey a 5% de probabilidade.



104

60

enging (% )

DPPH scav

curcumin concentration (pg/mL)

Figura 2. Capacidade da curcumina em inibir o DPPH nas concentra¢des de 25, 50, 75, 100,

125, 150, 175, 200 ug/mL. Dados expressos em média + DP.

3.2. Viabilidade celular de macro6fagos da linhagem RAW 264.7 apés tratamento com
curcumina

Ensaios in vitro foram realizados com macrofagos da linhagem RAW 264.7. Essas células
secretam enzimas, proteinas plasmaticas, ERO, prostaglandinas e citocinas. Portanto, os
macrofagos apresentam fungdo importante na regulacdo imunologica e protecdo contra o
estresse oxidativo e a inflamacao (POZNYAK et al., 2020).

O Aumento na taxa da viabilidade celular pode indicar inducdo de proliferacdo dos
macrofagos pela curcumina, a reducdo pode indicar efeito citotoxico e a ndo alteragdo da taxa
em relacdo ao controle, indica que o composto ndo afeta a viabilidade celular.

Nas primeiras 24 horas, a curcumina nas menores concentragdes 6.26, 12.5 e 25 pg/mL
ndo afetou a viabilidade celular, porém nas maiores concentragcdes 50, 100 e 200 pg/mL
demonstrou efeito citotoxico. Também foi possivel observar que o DMSO na concentragao de
0,4% nao demonstrou ser toxico para as células, visto que, foi o veiculo utilizado para diluigao

da curcumina (Fig. 3).
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Figura 3. Avaliacdo da viabilidade celular de diferentes concentracdes de curcumina. C:
controle (DMEM); CS: controle do solvente (DMEM+0,4% DMSO). *Diferenga estatistica

significativa em relagdo ao controle pelo teste post-hoc de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3. Atividade antioxidante da curcumina em células de macrofago RAW 264.7
Previamente a indugdo do estresse oxidativo, uma curva de concentragdes de H>O> foi
construida para auxiliar na definicado da dose efetiva a diminui¢cdo de, no minimo, 80% da
viabilidade celular. Ap6s 24 horas em contato com diferentes concentracdes de curcumina
observou-se que as concentragdes de 0.5, 1, 2 e 4 reduziram a viabilidade celular, porém o valor

referente a 80% de inibicao da viabilidade celular foi de 2 mM (Fig. 4).
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Figura 4. Viabilidade dos macrofagos de linhagem RAW 264.7 tratados com H20» durante 24
horas. Controle: DMEM+0,4% DMSO. *Diferenca estatistica significativa em relacdo ao

controle <pelo teste post-hoc de Tukey a 5% de probabilidade.

Apos a definicdo da menor concentracao, 2 mM de H>O», que possibilitou uma redugao
de 80% da viabilidade celular, temos que nas concentragdes de 6,25 e 12,5 pg/mL de curcumina

as atividades sdo iguais (p>0.05) ao controle. E a taxa de sobrevivéncia das células lesadas por
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H>02> nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200 pg/mL de curcumina diminuiu (p<0,05)

significativamente em relacdo ao controle (Fig. 5).
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Figura 5. Citoprotecdo- Viabilidade macréfagos de linhagem RAW 264.7 tratados com
curcumina e expostos ao H>O». *Diferenca estatistica significativa em relagao ao controle pelo

teste post-hoc de Tukey a 5% de probabilidade.

3.4. Estudo in vivo - Efeito do gel transdérmico de curcumina (GTC) nas medidas
biométricas
Ao final de 28 dias de experimento o ganho de peso foi igual (p<0.05) nos grupos CN,
C100, C200 e C400 (0.57+ 0.38; 1.29 £+ 0.63; 0.50 = 0.04; 0.39 £ 0.66 nos grupos CN, C100,
C200 e C400, respectivamente) (Fig. 6A). O tratamento com GTC nao alterou o IMC dos
grupos experimentais (Fig. 6B). Assim também, ndo houve diferenca no peso do intestino

delgado, colon e ceco entre os grupos CN, C100, C200 e C400 (Fig. 6C).
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Figura 6. Medidas biométricas camundongos IL-10KO tratados com gel transdérmico de
curcumina por 4 semanas. ®® médias seguidas por letras distintas no mesmo grafico diferem
entre si pelo teste post-hoc de Newman Keuls a 5% de probabilidade. CN: grupo controle IL-
10 KO; C100: grupo teste com concentracdo do gel de 100 mg/Kg de curcumina; C200: grupo
teste com concentragdo do gel de 100 mg/Kg de curcumina; C200: grupo teste com

concentragdo do gel de 100 mg/Kg de curcumina.

3.5. Efeito do GTC na peroxidacio lipidica e nas enzimas envolvidas no estresse

oxidativo

Em relacdo ao MDA, um biomarcador da peroxidagdo lipidica, as concentragdes no
intestino delgado foram iguais (p>0,05) para todos os grupos experimentais (Fig. 7A). Foram
observadas ainda no estudo, a concentracdes de MDA no tecido do célon, sendo também iguais

(p>0,05) em todos os grupos, tratados e nao tratados com GTC de curcumina (Fig. 7B).
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Figura 7. Efeito do gel transdémico de curcumina (GTC) no biomarcador do estresse oxidativo.
Atividade do MDA no intestino delgado (A) e coélon (B) em animais tratados com gel
transdérmico de curcumina por 4 semanas. * Médias seguidas pela mesma letra no mesmo
grafico ndo diferem entre si pelo teste post-hoc de Newman Keuls a 5% de probabilidade. CN:
grupo controle IL-10 KO; C100: grupo teste com concentragdo do gel de 100 mg/Kg de
curcumina; C200: grupo teste com concentragdo do gel de 100 mg/Kg de curcumina; C200:
grupo teste com concentracao do gel de 100 mg/Kg de curcumina.

Em relagdo as atividades das enzimas antioxidantes, temos no presente estudo, que no
intestino delgado, as concentragdes da enzima SOD foram menores (p<0.05) nos grupos
tratamentos C100, C200 e C400 em relagdo ao grupo de animais do CN (Fig. 8A). A atividade
da catalase (CAT) foi igual (p>0.05) entre os grupos CN, C100, C200 e C400 (Fig. 8C). Ao se
avaliar a concentracdo da enzima glutationa transferase, temos um aumento no grupo C200
(p<0.05) em relacdo aos animais dos grupos CN, C100 e C400. entre si (Fig. 8E).

Ao se avaliar o colon, observarmos que as concentracdes de SOD foram iguais (p>0.05)
em todos os grupos experimentais, tratados e nao tratados com gel transdérmico de curcumina
(Fig. 8B). Tivemos também a concentragdo de catalase iguais (p=>0.05) em todos os grupos
experimentais, tratados e ndo tratados (Fig. 8D). E concentracdes iguais (p=>0.05) de GST em
todos os grupos (Fig. 8F).

Ao se avaliar a producao de oxido nitrico a nivel de intestino delgado, tivemos a
concentragdo do nitrito nos grupos CN, C100, C200 e C400, iguais (p=>0.05) entre si (Fig. 8G).
Em nivel do colon, o nitrito foi maior (p<0.05) no grupo dos animais C400 em relacdo a
concentracao nos grupos C100 e CN, e tivemos as concentragdes nos animais dos grupos CN,

C100 e C200 iguais (p>0.05) e C200 e C400 também iguais (p=>0.05) entre sim. (Fig. 8H).
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Figura 8. Atividade de enzimas antioxidantes no intestino delgado (A, C, E e G) e cdlon (B, D,
F ¢ H) em animais tratados com gel transdérmico de curcumina por 4 semanas. ® médias
seguidas por letras distintas no mesmo grafico diferem entre si pelo teste post-hoc de Newman
Keuls a 5% de probabilidade CN: grupo controle IL-10 KO; C100: grupo teste com
concentragdo do gel de 100 mg/Kg de curcumina; C200: grupo teste com concentracdao do gel
de 200 mg/Kg de curcumina; C400: grupo teste com concentragdo do gel de 400 mg/Kg de

curcumina. CAT: Catalase; SOD: Superdxido Dismutase; GST: Glutationa S-Transferase.
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3.6. Efeito do gel transdémico de curcumina no tecido do intestino delgado, colon e ceco
em camundongos IL-10KO com inflamacgao intestinal

Através das analises histologicas, foram observadas diferencas entre os grupos
experimentais nas estruturas do intestino delgado, cdlon e ceco apds 28 dias tratamento.

Ao avaliar o efeito do GTC no intestino delgado, observa-se que altura da camada
muscular foi maior (p<0.05) nos grupos C100, C200 e C400 em relacdo ao grupo CN e os
grupos C100, C200 e C400 sao iguais (p=0.05) entre si (Fig. 9A). Em relagao altura do epitélio
na vilosidade, observa-se que o grupo C200 apresentou o maior epitélio (p<0.05) em relagdo
aos grupos CN, C100 e C400 e os grupos CN, C100 e C400 foram iguais (p=>0.05) entre si (Fig.
9B).

As alturas do epitélio na cripta foram iguais (p=>0.05) entre nos grupos CN, C100, C200
e C400 (Fig 9C). No diametro da cripta verifica-se que os grupos CN, C100, C200 e C400
também sdo iguais (p>0.05) em si (Fig. 9D).

E em relagdo ao didmetro da vilosidade e altura da vilosidade os grupos experimentais

tratados e ndo tratados com GTC também ndo diferiram (p=>0.05) entre si (Fig. 9E e F).
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Figura 9. Efeito do gél transdérmico de curcumina no intestino delgado de camundongos IL-
10 KO portadores de inflamagao intestinal. *® ¢, Médias seguidas por letras distintas no mesmo
grafico diferem entre si pelo teste post-hoc de Newman Keuls a 5% de probabilidade. CN:
grupo controle IL-10 KO; C100: grupo teste com concentracdo do gel de 100 mg/Kg de
curcumina; C200: grupo teste com concentragdo do gel de 200 mg/Kg de curcumina; C400:

grupo teste com concentracao do gel de 400 mg/Kg de curcumina.
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Ao avaliar o efeito do GTC no coélon, observa-se que a altura da camada muscular nos
grupos CN, C100, C200 e C400 foram iguais (p>0.05) entre si (Fig 10A). Assim também as
alturas do epitélio na cripta, o didmetro na vilosidade e as medidas do didmetro na lamina
propria ndo diferiram (p>0.05) entre os animais tratados e nao tratados com curcumina (Fig.
100).

Em relacdo a profundidade da cripta, no célon, essas foram maiores (p<0.05) nos grupos
C200 e C400 em relagao ao grupo CN, iguais (p=>0.05) entre os grupos experimentais C100,
C200 e C400 e também iguais (p>0.05) entre os grupos CN e C100 (Fig. 10E).
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Figura 10: Efeito dos gél transdérmico de curcumina no codlon de camundongos IL-10 KO
portadores de inflamagdo intestinal. * ® médias seguidas por letras distintas no mesmo grafico
diferem entre si pelo teste post-hoc de Newman Keuls a 5% de probabilidade. CN: grupo
controle IL-10 KO; WT: grupo controle selvagem; C100: grupo teste com concentracao do gel
de 100 mg/Kg de curcumina; C200: grupo teste com concentragdo do gel de 200 mg/Kg de

curcumina; C400: grupo teste com concentracao do gel de 400 mg/Kg de curcumina.

Apos realizadas as andlises histomorfométricas no ceco, com objetivo de avaliar o efeito
do GTC, observa-se que as alturas da camada muscular foram iguais (p=>0.05) entre todos os
grupos CN, C100, C200 e 400 (Fig. 11A). Ao se avaliar as medidas da altura do epitélio na
cripta; diametro da cripta e profundidade da cripta também ndo foram observadas as diferengas

(p>0.05) entre os animais dos grupos experimentais (Fig. 11B-D). Em relag¢do ao didmetro da
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lamina prépria, temos que o grupo C400 apresentou maior diametro em relacdo ao grupo CN,
os grupos C100, C200 e C400 foram iguais (p>0.05) entre si e os grupos CN, C100 e C200
também foram iguais (p>0.05) entre si (Fig. 11E).
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Figura 11. Efeito dos gél transdérmico de curcumina no ceco de camundongos IL-10 KO
portadores de inflamagdo intestinal. °® médias seguidas por letras distintas no mesmo grafico
diferem entre si pelo teste post-hoc de Newman Keuls a 5% de probabilidade. CN: grupo
controle IL-10 KO; WT: grupo controle selvagem; C100: grupo teste com concentragdo do gel
de 100 mg/Kg de curcumina; C200: grupo teste com concentracdo do gel de 200 mg/Kg de

curcumina; C400: grupo teste com concentracdo do gel de 400 mg/Kg de curcumina.

4. DISCUSSAO

A curcumina € o principal composto presente na Curcuma longum (agafrao) e tem sido
usado na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas. Numerosas investigagcoes
indicaram o efeito benéfico da curcumina em suprimir a ativa¢ao de NF-xB, regulando assim a
expressao de genes pro-inflamatdrios, inibindo a transcri¢ao de, por exemplo, COX-2 e iNOS
que desempenham um papel importante na sinalizagdo envolvidas no estresse oxidativo e
processo inflamatério (POURBAGHER-SHAHRI et al., 2021; LU et al., 2018; YUAN et al.,
2018).

Pela importancia dos macrdéfagos no sistema imunoldgico e sua vulnerabilidade a ROS,
usando macréfagos como modelos de triagem de drogas pode fornecer uma plataforma
cientifica intuitiva para pesquisar os efeitos antioxidantes de produtos naturais no sistema
imunolégico (LIN et al., 2019). Assim no presente estudo a capacidade antioxidante in vitro da

curcumina, foi examinado através da atividade de ecliminacdo de radicais de DPPH em
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macrofagos e foi confirmada pela sua porcentagem restante no sistema. A curcumina
demonstrou potencial antioxidante e de eliminar radicais em todas as concentra¢des, sendo que
nas concentracdes mais altas, ela se assemelha ao potencial inibitorio de trés antioxidantes
muito utilizados (4cido ascorbico, rutina e BHT) e foi observado que a concentragao de
curcumina ¢ diretamente proporcional a acdo antioxidante. O presente estudo corrobora com os
resultados de LEE e colaboradores (2021), que estudou extrato seco de circuma contendo 40%
de curcumina e observaram aumento na atividade de eliminagao de radicais de DPPH de uma
maneira dependente da dose, ou seja, ao aumentar a concentracdo de curcumina temos o
aumento da capacidade dessa em eliminar os radicais oxidativos. Pontes-Quero e colaboradores
(2021) observaram a viabilidade de RAW 264.7 quando em contato com nanoparticulas de
curcumina de diferentes concentragdes constataram também que essas moléculas evitavam a
oxidacao dos radicais de DPPH ao estabelecer a vitamina E como controle maximo da atividade
de eliminagao de radicais possivel no ensaio.

Em relagdo a viabilidade celular da curcumina, pelo reagente MTT, foi possivel afirmar
que nas maiores concentragdes de curcumina, houve uma reducao na viabilidade celular e
consequentemente um indicador de toxicidade, possivelmente pelo comprometimento das
organelas, em especial as mitocondrias. Os nossos achados estdo de acordo com o estudo de
Ben e colaboradores (2011), que fazendo o ensaio com MTT, avaliaram os macrofagos tratados
como 20 e 40 uM de curcumina no periodo de 24 horas, comprovando também a diminui¢ao
da viabilidade. Lin e colaboradores (2019), também observaram uma redu¢do significativa na
viabilidade celular de macrofagos quando tratados com uma concentragdo de curcumina
superior a 40 pM.

Em relacdo a viabilidade celular da curcumina por inducdo do estresse oxidativo com
peroxido de hidrogénio, sabe-se que ¢ um modelo bastante utilizado para avaliar o efeito
citoprotetor dos compostos com potencial antioxidante (REN et al., 2018; PONNUSAMY et
al., 2015). Embora o H>,O; seja um importante mensageiro secundario, seus niveis precisam ser
controlados para evitar danos a processos celulares, a producao excessiva de peroxido, ocorrem
através de sistemas enzimaticos e moléculas de radicais livres (FINKEL, 1998, GABBITA et
al., 2000). Assim, o protocolo experimental de estresse celular induzido por H20: in vitro em
macrofago simularia uma condicao de agressao decorrente de altos niveis de ROS produzidos
em processos inflamatorios na DII.

Observou-se que a concentracdo de 2mM de curcumina foi a menor concentragdo que

promovia a diminui¢do de, no minimo, 80% da viabilidade celular. Posteriormente, tivemos
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que, as células que foram submetidas a exposi¢do do H>O», apds o tratamento com as maiores
concentragdes de curcumina, ndo foram capazes de gerarem mudangas no status de oxirredugao,
pelo contrario, apresentaram efeito citotoxico. Resultado esse, que estd em acordo com os
estudos de Dong e colaboradores (2020) observaram ao estudar cancer de colon, que a
curcumina e o acido ursolico ndo apresentaram quaisquer efeitos protetores contra o HO» e até
mesmo levaram a um declinio acentuado na porcentagem celular das células Caco-2, o que
resultou na inibi¢ao viabilidade celular dependente do aumento da concentra¢ao de curcumina.

Compostos fitoquimicos podem induzir um estresse ameno que provoca uma resposta
adaptativa positiva, preparando as células para uma rapida rea¢do na produgdo de compostos
antioxidantes quando submetidas a estresses futuros. Esse fato recebe o nome de hormese (DA
SILVA etal., 2017, LIMA et al., 2011). A hormese pode explicar os efeitos observados em no
presente estudo, onde a curcumina em baixas concentragdes ndo afeta a viabilidade da célula e
em altas concentragdes ¢ toxica aumentando as moléculas de ROS em células dos macrofagos.
Lin e colaboradores (2019) em seus estudos constataram que curcumina em baixa e média dose
(5 e 10 uM) aumentou a capacidade das células de eliminar ROS, porém o nivel de ROS
aumentou significativamente no grupo de alta dose de curcumina (40, 60, 80 e 100 uM).

Ao avaliar o experimento in vivo, os efeitos da curcumina na forma de gel transdérmico
(GTC) foram avaliados, em relagdo a capacidade protetora sobre o estresse oxidativo e
capacidade de desempenhar um papel significativo no tratamento de doencas inflamatodrias
intestinais (DII), especialmente como terapia adjuvante ao utilizar o GTC (Araujo et al, 2021,
no prelo). Desta forma, investigou-se o potencial beneficio do gel transdérmico de curcumina
(GTC) em diferentes concentracdes, em relacdo a sua capacidade de reducdo do estresse
oxidativo e na estabilizagdo do processo da doencga inflamatoria intestinal nos tecidos do
intestino delgado e c6lon em animais induzidos a DII.

No presente estudo, ndo foi possivel observar maior ganho de peso entre o grupo dos
animais doentes tratados com o gel transdérmico em diferentes concentragdes de curcumina,
como também nao houve ganho de peso nos animais doentes ndo tratados. Portanto o GTC nao
foi capaz de evitar a perda de peso dos animais, porém também ndo contribuiu para a piora da
DII, assim, ndo foi possivel observar uma melhora das caracteristicas morfologica da doenga.
Em nosso estudo anterior, Araujo e colaboradores (2021, no prelo) observou que o GTC com
concentracdo de100mg de curcumina/g de prentravan® atenuou a perda de peso, indicando uma

melhora nos pardmetros morfoldgicos dos animais afetados com DII.
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O estresse oxidativo, definido como um desequilibrio redox, entre moléculas pro-
oxidantes e antioxidantes, realiza papel essencial na lesdo celular, esta fortemente associado as
respostas inflamatorias e tem sido implicado na propagagao e aumento da DIl (KRZYSTEK-
KORPACKA et al., 2020). Um mecanismo proposto como subjacente a fisiopatologia da DII é
o desequilibrio redox. As moléculas oxidantes ou espécies reativas de oxigénios (ERO) estdo
envolvidas na patogénese e progressao de distintas doencas que tem como caracteristica em
comum a inflamagao cronica (ROSSO et al., 2021; SOARES et al., 2015; ZHU & LI, 2012).
Porém, sabe-se que os mecanismos de defesa e eliminagdo de radicais oxidantes, podem ser
insuficientes para lidar com a superprodu¢ao de ROS (SCHANAIDER et al., 2005).

No presente estudo, ao avaliar as enzimas das ERO, temos que o gel transdérmico de
curcumina, foi capaz de reduzir, no intestino delgado, as atividades da SOD. A reducdo da
concentracdo das enzimas antioxidante, pode estar justificada pela propriedade da curcumina
em eliminar ERO por a¢do direta na desintoxicagdo de radicais oxidantes. Assim, temos os
efeitos sinérgicos da curcumina que junto as enzimas enddgenas sdo responsaveis pela defesa
antioxidante e promovem o reequilibrio redox celular de animais com doenga inflamatoria
intestinal (KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2020; LOPEZ et al., 2016). Nesta condigdo, a
necessidade de enzimas antioxidantes endogenas, como SOD, catalase, glutationa, entre outros,
¢ menor. Esse fato, pode ter levado a menor producao da SOD no presente estudo, a fim de
equilibrar o estado redox do organismo (KHOSRAVI et al.,2018).

Em relacao ao colon, o tratamento com GTC foi eficiente em aumentar a concentracao da
SOD em todos os grupos tratados. A SOD como primeira linha de defesa enzimatica contra a
produgdo de ERONS, atua catalisando a dismutacdo do anion radical superoxido, produzindo
H>02, que deve ser retirado do meio (POPRAC et al., 2017). Tivemos também que o gel
trasdérmico aumentou a concentragdo de GST e ON no grupo tratado com 400 mg por quilo de
peso de curcumina. SHEETHAL e colaboradores (2020), observaram em seu estudo com a
suplementagdo de curcumina + galactomananas derivadas do feno-gregoos, melhora nos niveis
das enzimas antioxidantes no colon, principalmente SOD, GPx e CAT, em ratos wistar com CU
induzida. Estudos mostraram que curcumina vem sendo usada para a prevencdo do estresse
oxidativo, pois promove a melhora dos niveis das enzimas antioxidantes como SOD, GST e
CAT, além da inibi¢ao da producdo de EROs, podendo desta forma ser utilizada em situagdes
de pré e pos-tratamento da doenca inflamatoria intestinal, na possibilidade de controlar o

equilibrio redox (FARZAEI et al., 2018; ARAUJO, 2019; DAl et al., 2015)
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A curcumina ¢ utilizada no restabelecimento da satde intestinal em varios modelos
animais de colite ulcerativa induzida (SADEGHI et al., 2019; MASOODI et al., 2018; KEDIA
et al., 2017). Os estudos citados anteriormente corroboram com os dados achados no presente
trabalho. Assim, nossos estudos evidenciam a contribui¢ao da curcumina, presente no GTC, em
atenuar o estresse oxidativo causado pela inflamacdo intestinal € mostrou a ndo dependéncia
da dose em relagdo aos resultados de forma geral da redugdo do estresse oxidativo.

A avaliagdo histomorfométrica dos oOrgaos estudados sao procedimentos de grande
importancia para que possamos identificar no tecido a presenca de atrofia, hipertrofia e outras
alteracdes celulares para constatagdo dos danos patologia presentes (ANDRADE et al., 2013;
SAMPEY etal., 2011). A metodologia do diagndstico histologico das DII se da em trés etapas:
a primeira consiste em definir se existe doenca inflamatoria; a segunda em observar indicios de
lesdo inflamatoria cronica da mucosa e a terceira etapa consiste no diagndstico histologico
especifico da DII, em doenga de Cohn ou retocolite ulcerativa (ZALTMAN et al., 2018).

Sabe-se que a DII consiste nas alteragdes morfologicas da mucosa que traduzem em
lesdes inflamatorias, envolvem aumento do infiltrado inflamatorio ¢ modificacdo da sua
composi¢ao, associado a lesdo do epitélio. Essa lesao pode ser identificada pela visualizagado
direta da perda da integridade do revestimento epitelial como tlcera, erosdo, ruptura de criptas
ou por inferéncia, pela reacao tecidual, como deple¢do de mucina, distor¢do da arquitetura,
metaplasia, atrofia muscular (ZALTMAN et al., 2018; MALOY & POWRIE, 2011).

No presente estudo, o tratamento com gél transdérmico de curcumina apresentou uma
consideravel melhora na morfologia estrutural ao avaliar as camadas musculares do intestino
delgado, pois foi evidenciado o efeito benéfico do GTC ao observar o aumento da camada
muscular nos animais tratados com 100, 200 e 400 mg de curmumina. No c6lon e ceco, 0 GTC
ndo aumentou a camada muscular, porém também ndo causou piora no tecido muscular.
Observou-se também, no intestino delgado, uma maior integridade do epitélio na vilosidade
entre os animais tratados com 200 mg de curcumina, o que permitiu a sua possivel
reestruturacao no presente estudo. O GTC induziu um aumento na espessura do epitélio das
vilosidades em um dos tratamentos experimentais, o que pode sugerir essa hipertrofia como
resposta positiva ao estimulo do tratamento com curcumina.

O tratamento com GTC foi eficaz em aumentar, no ceco, a profundidade da cripta no
grupo tratado com gel de concentracdo de 400 mg de curcumina. Assim, pode-se inferir que
com uma maior profundidade da cripta temos uma maior atividade de proliferacdo celular.

Garantindo adequada taxa de renovacao do epitélio, compensando as perdas nas extremidades
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das vilosidades (PLUSKE et al., 1997). Um aumento na profundidade da cripta na mucosa
intestinal pode indicar a reposicdo das perdas celulares na regido apical das vilosidades
(PEREZ-LOPEZ et al., 2016).

Estudos demonstram que a curcumina desempenha um papel protetor histoldégico em
modelos de IBD quimicamente induzidos em camundongos (KEDIA et al., 2017; SAREEN,
JAIN & DHAR, 2016). Contudo, o GTC apresentou valores estatisticamente iguais em relagao
aos parametros avaliados no tecido para defesa antioxidante e inflamacao, entre os animais
doentes e nao doentes. A possivel explicagdo ¢ pelo fato das areas de inflamacao acometida
pela DII, representadas clinicamente entre as doengas de Crohn (DC) e colite ulcerativa (CU).
Estas doencas (DC e CU), ndo abordam todas as regides e extensdes do intestino. A doenca de
Crohn pode afetar qualquer regido do intestino em um padrao descontinuo, geralmente envolve
o ileo terminal, ceco, area perianal e colon. E a colite ulcerosa envolve o reto e pode afetar parte
ou todo o célon em um padrao continuo (GUAN, 2019).

5. CONCLUSAO

Em conclusao, este estudo, demonstra os potenciais efeitos protetores da curcumina in
vitro e in vivo na forma do gel transdérmico de curcumina sobre o estresse oxidativo e na
melhora da morfologia intestinal podendo levar a novas estratégias para o manejo da DII,
oferecendo uma expectativa de aplicagdo na terapia adjuvante da DII que possa ser eficaz
devido as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdria, observadas na redug¢do do estresse
oxidativo, e a restauracdo do intestino diante da renovac¢ao celular em animais.
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ARTIGO 3

THE CURCUMIN POTENTIAL: A REVIEW OF THE CHARACTERIZATION,
FUNCTION AND MECHANISM OF ACTION IN INFLAMMATORY BOWEL
DISEASE

ABSTRACT

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a chronic inflammatory condition of the gastrointestinal
tract. Brazil still has a low prevalence of the disease; however, the incidence has been increasing
annually. Many patients do not respond well to therapies or have a response that is not sustained.
Thus, additional treatment options with new mechanisms of action are needed to increase
efficacy rates. Recent studies have indicated that curcumin, a bioactive compound extracted
from turmeric (Curcuma longa), with antioxidant and anti-inflammatory properties, can help to
attenuate the inflammatory cascade involved in inflammatory bowel diseases, thus improving
the function of the intestinal barrier and potentially the clinical results. This review addresses
the potential of curcumin, present in Curcuma longa, which potentially regulates the expression
of target genes in the process of inflammatory bowel disease. Studies have confirmed that
curcumin in the diet have protective and therapeutic effects in the management of IBD mediated
by the negative regulation of cytokines and inflammatory enzymes, increasing antioxidant

defense by suppressing inflammatory pathways and their cellular signaling mechanisms.

Keywords: curcumin, inflammation, oxidative stress, treatment, natural products, cytokines.1.
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1. INTRODUCTION

Inflammatory Bowel Diseases (IBD) are a group of inflammatory diseases that affect the
gastrointestinal tract. They can occur through two main forms, Crohn's Disease (CD) and
Ulcerative Colitis (UC). CD can present inflammation in any segment of the gastrointestinal
tract, including the mouth and esophagus, although it is more commonly limited to the ileum
region. However, UC is characterized by a continuous segment of inflamed tissue, specifically
in the colon and, more often, in the distal or rectum (13, 17).

The etiology of IBD is not fully understood, and many hypotheses have been proposed to
explain the pathogenesis, from infectious to psychosomatic, social, metabolic, vascular,
genetic, allergic, autoimmune and immunomediated mechanisms (4, 41). At present, there is a
general consensus that IBD occurs in genetically predisposed individuals, which has a
dysfunctional intestinal epithelium barrier and increased permeability of the narrow junction.
Under these conditions, patients develop an exaggerated immune response in the intestine
directed to the intestinal microbiota, this response cannot be controlled and leads to chronic
intestinal inflammation (3). When the inflammatory balance is altered with excessive pro-
inflammatory signs, physiological damage can occur (25).

Chronic inflammation in IBD is characterized by infiltration of mononuclear cells, such
as macrophages or lymphocytes, which promote the overexpression of target genes, through
the release of nuclear factor Kappa B (NF-«xB), pro-inflammatory cytokines, tumor necrosis
factor (TNF-a) and interleukins (IL-1f and IL-6) (44). These activations produce not only the
pro-inflammatory substances mentioned above, but also an excessive amount of reactive
oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species. Significantly, the alteration of the redox balance in
the intestinal mucosa, due to the excess of oxidative reactions, has a central role in the
expression and progression of IBD, maintaining the active inflammation in the intestinal
mucosa (20).

The conventional treatment options used for IBD are based on strategies to decrease the
exacerbated immune response and interfere in multiple stages of the inflammatory cascade (36).
These treatments are expensive, often involve significant side effects, and are limited in
effectiveness and specificity. Many patients do not respond to therapies or have an
unsustainable response (44). As a result, there is a clear demand for safe and effective
therapeutic strategies for human IBD, where it is suggested that bioactive plant compounds,
with antioxidant and anti-inflammatory function, may provide, through food, an alternative

treatment option or supplementary, to patients with IBD (26).
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Extracts of the species Curcuma longa L. have been shown to have a diversity of phenolic
compounds. The main compound, derived from Curcuma longa L. already known in the
literature, is curcumin, and has antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, antiangiogenic,
antimutagenic, antiplatelet properties, in addition to having a protective, preventive and
therapeutic effect against various human diseases, including osteoarthritis, cancer,
dyslipidemia, metabolic syndrome, hyperuricemia, liver disease, anxiety, diabetes, lung
disorders, dermatological disorders, among others (21, 31, 34, 35). In addition, it is commonly
assumed that curcumin has also been suggested for the treatment of digestive diseases, such as
inflammatory bowel diseases (21, 44).

Clarifying the pathways is extremely important to allow the development of new
therapeutic alternatives for treatment and / or prevention. Thus, the present study was based on
a literature review that aimed to highlight recent aspects of the effect of curcumin on the

treatment of IBD and the mechanisms of the biochemical pathways involved (25, 37).

2. CURCUMIN

Saffron has curcumino pigments that are phytonutrients, polyphenolic compounds, with
antioxidant function and anti-inflammatory effects on health (10, 42). Saffron extract is mainly
composed of: 77% curcumin, 17% demetoxicurcumin and 3% bisdesmethoxycurcumin (Figure

1), as well as volatile oils (tumerone, atlantone and zingiberone), sugars, proteins and resins (2,

42).
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Figure 1. Chemical structures of Curcumin, (A), Demethoxycurcumin (B) and Bis-

demethoyicurcumin (C).
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Curcumin (diferuloylmethane), also known as turmeric, is the most active component of
the Curcuma longa L. plant, belonging to the Zingiberaceae family, commonly used as a natural
food additive (10). Curcumin (molecular mass of 368.38 g / mol and melting point of 179-
183°C), presents yellow pigment, identified as the main active component obtained from the
dry rhizome of the plant, which acts mainly in the inflammatory pathways and has antioxidant
action (5, 42).

Improved and advanced curcumin extraction methods are still being described, even after
two centuries. The methods used for quantification include thin layer chromatography with UV
detection (CCD / UV), high performance liquid chromatography with UV detection (HPLC /
UV) and liquid chromatography coupled to the mass spectrometer (LC / MS) (40). Of organic
solvents used, it was found that ethanol is the most suitable solvent for extracting curcumin.
Although chlorinated solvents extract curcumin very efficiently, from saffron, they are not
commonly used due to its non-acceptance in the food industry, due to its toxicity (33). The yield
of curcumin extraction from dry rhizome varies according to the extractive method used in the
process (table 1). Thus, it is known that microwave assisted extraction and pulse ultrasound

methods are better than continuous methods (33,40).
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Table 1: Extraction of curcumin in the rhizome of Curcuma longa

Yield of Extraction method Extraction time
curcumin% (min)
2,1+0,1 Soxhlet assisted extraction 480
48,57 Microwave assisted extraction (MAE) + 5
extraction solvent (ES) (ethanol)

68,57 MAE + ES (acetone) 5
57,14 MAE + Immersion solvent (IS) 5
(ethanol) + ES (ethanol)

67,01 MAE + IS (water) + ES (ethanol) 5
90,69 MAE + IS (water) + ES (acetona) 5
32,85 Ultrasound-assisted extraction (UAE) + SE 5
(ethanol)

40,00 UAE + ES (acetona) 5
66,66 UAE + IS (water) + ES (ethanol) 5
71,42 UAE + IS (water) + ES (acetona) 5
69,37 Supercritical carbon dioxide extraction + ES 240
(ethanol)

Source: Wakte et al (2011), adapted by the authors.

Previous studies demonstrate that curcumin has an immense therapeutic potential due to
the pleiotropic characteristic of the molecule, which allows it to have important properties that
are being studied and used for the treatment of various diseases through antioxidant, anti-
apoptotic and anti-inflammatory properties (13, 16, 34). It is also commonly assumed that
curcumin has been considered a potential treatment in digestive diseases, such as IBD, which
are chronic progressive diseases defined as autoimmune diseases, implicated in aberrant and
persistent inflammation of the intestine, which affects the gastrointestinal tract (2, 31).

From clinical studies conducted with humans, it has been determined that curcumin is
safe and effective. The FDA (Food and Drug Administration) has confirmed that curcumin is a
compound "generally recognized as safe" (28,34). In recent years, dietary polyphenols, such as
curcumin, have gained a lot of attention as complementary and alternative medicine, due to

their higher safety index (12g per day), and to the beneficial therapeutic effects attributed
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through the multiple targeting of the molecular pathways involved in multifaceted pathologies
(38).

Curcumin has a wide range of biological properties and pharmacological actions,
suggesting interesting clinical applications. But researchers must deal with the other side of the
coin, that is, low bioavailability, low solubility (<1 pg / ml at pH 7.3), and consequently low
absorption, in addition to extensive intestinal and hepatic metabolic transformation, rapid
metabolic elimination by reduction and conjugation, thus causing limitations to clinical
applications (38, 45).

Therefore, some strategies have been used in order to increase the bioavailability of
curcumin. Among them, it is possible to observe the administration of curcumin associated with
piperine (8), curcumin in liposomes, micelles, nanoparticles and structural analogs (8, 38).
2.1. Curcumin and Intestinal Inflammation: Mechanisms of action

Both kappa nuclear factor B (NF-kB) and activating protein 1 (AP-1) and mitogen-
activated protein kinase (MAPK) pathways are believed to play a role in inflammatory bowel
diseases. (13, 23). NF-xB and AP-1 are pro-inflammatory transcription factors, activated in all
inflammatory diseases, which bind and activate co-activating molecules, controlling the
transcription of genes for most inflammatory, differentiating, proliferative and apoptotic factors
(7). When the inflammatory balance is altered, with excessive pro-inflammatory signs,
physiological damage can occur.

NF-«B is probably the dominant transcription factor involved in inflammatory bowel diseases.
In unstimulated cells, NF-xB is located in the cytoplasm, in the form of dimers, linked to
inhibitory molecules of the kappa B protein (IkB) family that keep proteins inactive.
Stimulation of the NF-«kB signaling pathway can occur by connecting a binder to a cellular
surface receiver, such as the TNF-a receptor (TNF-R) and the Toll-like receptor (TLR-4), which
can be activated by both lipopolysaccharides (LPS) and saturated fatty acids (13). Once
stimulated, the specific kinase complex (IKK) is activated, which will phosphorylate the IkB
proteins, signaling their ubiquitination and degradation by proteasomes and after release into
the cytoplasm, NF-kB proteins can translocate to the nucleus to bind to DNA promoters and
initiate the transcription of inflammatory genes, such as IL-1p, IL-12, inducible nitric oxide
synthase (iINOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), [L-23 and IL-6, as well as genes related to the
function and activation of T cells. IKK can be activated by cytokines, microbial components,
cell stress, among others (7, 29). It is no accident that NF-kB is an important target for

therapeutic intervention in IBD (1). Thus, a pathway for curcumin treatment is through the
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negative regulation of NF-kB signaling, through the IKB, which is able to translocate to the
nucleus and negatively regulate the binding of NF-kB to DNA promoters (7, 22). Curcumin
also inhibits the production of inflammatory cytokines: TNF-a, interleukins (IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8 and IL-12) and monocyte chemotactic protein -1 (MCP-1) (20, 45). (Figure 2).

cytosol
NF-kB transcription

“Curcumin regulation point cell core

Figure 2. Signaling pathway of the NF-«kB transcription factor. Activation of this pathway

results in increased expression of proteins involved in IBD that can be regulated by curcumin.

Studies show that curcumin is able to inhibit phosphorylation and degradation of IKB,
induced by tumor necrosis factor alpha (TNF-a), which indicates that this bioactive compound
acts in stages that precede IKB phosphorylation (7). Curcumin can then suppress the activation
of NF-«B, thereby regulating pro-inflammatory gene expression, inhibiting the transcription of,
for example, COX-2 and iNOS and consequently reducing the progression of IBD (7, 29).

IBD is also associated with high levels of cyclooxygenase. COX-2 is induced by
cytokines (IL-1, IL-2 and TNF) and by mediators at sites of inflammation, such as growth
factors and endotoxins, at transcriptional or post-transcriptional levels. However, with the
exception of the involvement of the transcription factor AP-1 and mitogen-activated protein
kinase p38 (p38-MAPK), the mechanisms for regulating COX-2 in enterocytes remain
unknown (39). Studies show that curcumin is highly pleiotropic, being a molecule capable of
interacting with numerous target molecules involved in inflammation, modulating the
inflammatory response by the negative regulation of enzyme activity: COX-2, lipoxygenase

and iINOS. In an animal model for inflammation, curcumin inhibited the metabolism of
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arachidonic acid in the study of mouse epidermal inflammation, through the negative regulation
of cyclooxygenase and lipoxygenase pathways (2, 39). (Sharma et al. 2019) studying animal
model with colitis induced by sodium dextran sulfate (DSS), treated with solid binary lipid
nanoparticles, loaded with curcumin, found a significant reduction in leukocyte infiltration,
oxidative stress and secretion of inflammatory cytokine TNF-a. The AP-1 pathway is similar
to the NF-«xB pathway and can be stimulated by the toll-like receptor 4 (TLR4), which is
activated by lipopolysaccharides (LPS), growth factors, reactive oxygen species, inflammatory
cytokines and cell stress generalized. AP-1 is a set of homodimeric and heterodimeric
complexes of the Fos and Jun families (6). Activation of the Jun N-terminal kinases (JNK) and
ERK (extracellular signal regulated kinases) pathways of the MAP kinases cascade (MAPK -
mitogen activated protein kinases), causes the AP1 pathway to be activated and binding to the
promoter region in target genes (11). Curcumin acts by inhibiting the activation of JNK and
consequently inhibits the activation of the AP-1 complex (6, 11). In in vitro assays, it was
observed that curcumin effectively inhibits the activation of the JNK pathway in cells
stimulated by TNF-a. Therefore, indicating one of the possible mechanisms for suppression of
AP-1 signaling pathways by this compound (11, 13).

Several studies provide evidence that the mucosal surface epithelium of the
gastrointestinal tract plays a critical role as defensive frontline of the innate immune system
(30). Studies demonstrate that several intestinal epithelial cell lines constitutively express
several members of a new family of transmembrane receptors, called TLR receptors, which can
serve as a major link between the innate immune response and the adaptive immune response
in the mucosa (18).

LPS, a component of the outer membrane of gram-negative bacteria, triggers the
inflammatory response, linking its cognate receptors to the surface of the sensory cells of the
innate immune system (macrophages), stimulating the synthesis of pro-inflammatory
molecules. Enterocytes, like many other cell types, can be sensitive to LPS (43). It is known
that LPS is continuously produced in the intestinal lumen by intestinal bacteria and an intact
intestinal epithelial barrier restricts the translocation of this luminal LPS into the systemic
circulation (43). The luminal LPS is assigned to the breakdown of the intestinal barrier, in
addition to the activation of intestinal epithelial cells (IEC), it also stimulates intestinal
macrophages to produce pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a, IL-1p and interferon-
gamma (IFN -y) which in turn can initiate pro-inflammatory signaling by increasing MAPK

p38 phosphorylation and light chain myosin kinase (LCMK) expression, which results in
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rupture of intestinal junctions and increased intestinal permeability (15,30). A western type diet,
rich in fat and cholesterol and low in fruits and vegetables increases intestinal permeability,
leading to increased plasma LPS levels (43).

Epstein et al. 2010 evaluated the effect of curcumin on levels of mitogen-activated p38
protein kinase (p38 MAPK), IL-1B, IL-10 and matrix-3 metalloproteinase (MMP-3) in the
intestines of children and adults with inflammatory bowel disease. Biopsies of the colonic
mucosa and colonic myofibroblasts, from children and adults with active IBD, were treated
with curcumin, and the results indicated suppression in the activation of p38 MAPK, reduction
in IL-1P and increase in IL-10 levels. Suskind et al. 2013, in a pilot study with 10 patients with
IBD receiving curcumin of 1000-1600 mg per day, it was possible to observe that half of them
showed a significant reduction in both symptoms and inflammatory indices. Corroborating with
previous studies, an in vitro study showed the ability of curcumin to increase the expression of
anti-inflammatory cytokines (IL-10), reducing inflammation associated with IBD (1, 23, 43).

Although direct contact between luminal bacteria and intestinal epithelial cells is
restricted by the presence of a tightly adherent mucin layer, LPS derived from bacteria can not
only activate CIS, but also activate intestinal macrophages leading to the production of pro-
mediators. inflammatory diseases such as IL-1B. Curcumin then acts, promoting a balance of
the mucosa, via inhibition of IL-18 and IL-1Ra and regulates inflammatory bowel diseases in
humans and animals (43). In rabbits with ulcerative colitis, the synthesis of IL-1 in the colon
occurs at the beginning of the inflammatory disease and the IL-1 levels correlates with the
degree of tissue inflammation. And it was observed that IL-1Ra levels in the colon were
elevated 10 times above those of IL-1 (18).

Inflammatory bowel diseases are defined, in part, by an altered microbiota, often
consisting of pathogenic bacteria (4, 25). In these cases, the intestinal microbiota is often
enriched by an invasive and adherent E. coli population, which can promote inflammation in
the intestine. Curcumin is able to regulate the intestinal microbiota as a whole (24). In addition,
the studies of (Niamsa and Sittiwet, 2009) confirmed the antimicrobial activity of curcumin
against several gram-negative and gram-positive pathogenic bacteria, commonly found in our
body. It is important to note that curcumin also favors the maintenance of beneficial bacteria,
known to provide protection to the intestinal mucosa and to inhibit intestinal inflammation
through the production of short-chain fatty acids (30).

Thus, highlighting butyrate, known for its beneficial role in the immunomodulation of

regulatory T cells, is a short-chain fatty acid produced by commensal bacteria and increases the
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function of the intestinal epithelium barrier. The metabolism of butyrate in the host leads to an
environment less conducive to intestinal dysbiosis (7). Ohno et al. 2017, studying a model of
colitis in mice, observed an immunological and microbiological change in order to improve the
function of the intestinal barrier and reduce intestinal inflammation, with the supplementation
of curcumin nanoparticles. The administration of curcumin in these mice significantly increased
the butyrate-producing microbiota, associated with the colonic induction of Tregs, tolerance-
promoting T cells.

It is also known that intestinal microbial metabolites affect intestinal motility through
indirect influences on serotonin production, a process that can influence the development or

progression of IBD (43).

3. CONCLUSIONS

We have evidence that curcumin, through interaction with a diverse set of cellular and
molecular targets, has an anti-inflammatory role and, therefore, can be considered as a valuable
natural compound for the IBD control. (Figure 3).

The discussion of different studies allows gathering a variety of information on the
mechanisms of action of bioactive compounds. These mechanisms may explain the individual
or synergistic effect of capturing free radicals and inhibiting the inflammatory cascade found
with ingesting curcumin.

More research is needed to better understand and judge its uses in clinical practice. In
addition, with regard to the bioavailability of its constituents and drug administration systems,
it is suggested the development of modern formulations (for example, nanoparticles, liposomes
and microspheres) and the evaluation of their effectiveness. It can be concluded that curcumin
is recommended in diets to combat a wide variety of diseases by inhibiting the activation of the
NF-kB and AP-1 pathways.

The biological effects of curcumin in inflammatory bowel disease are mediated by
different pathways. Abbreviations: NF-B: kappa B nuclear factor; ROS: radical oxygen species;
iNOS: inducible nitric oxide synthase; AP-1: Activator protein 1; MAPK: Mitogen-Activated
Protein Kinase; MLCK: Myosin Light-Chain Kinase.
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Figure 3. Main biological effects of curcumin in inflammatory bowel disease.
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CONCLUSAO GERAL

O desenvolvimento do gel transdérmico de curcumina colabora para uma melhor
biodisponibilidade, absor¢ao e consequentemente um tratamento mais eficiente da DII. Em
relagdo ao desequilibrio redox, este tem sido proposto como um mecanismo subjacente a
fisiopatologia da DII, temos que o GTC foi capaz de atenuar o estresse oxidativo causado pela
inflamacao intestinal, sendo pela eliminacdo do EROs por acdo direta na desintoxicagdo de
radicais oxidantes, exercendo efeito sinérgico junto das enzimas endégenas ou por promover
aumento das enzimas antioxidantes endogenas.

Foi evidenciado no intestino delgado o efeito benéfico do GTC de concentragdes (100,
200 e 400 mg) ao observar o aumento da sua camada muscular ¢ ao notar o aumento na
espessura do epitélio das vilosidades na concentracao de 200 mg de curcumina. No ceco, 0 GTC
foi eficaz em aumentar a profundidade da cripta na concentragdo de 400 mg de curcumina. Tais
efeitos do GTC revela sua fun¢do no restabelecimento da estrutura histolégica de um animal
sadio.

Outro dado interessante ¢ que a curcumina foi testada para a linhagem celular HT29
(adenocarcinoma colorretal humano) e o indice de seletividade (IS) obtido foi de 14,0. (SILVA,
2021). Essa informagao apoia os nossos achados uma vez que a DII se divide em dois tipos
mais comuns: doenga de Crohn (DC) e colite ulcerosa (CU). Sabe-se que pacientes com CU e
DC, enfrentam um risco aumentado para o desenvolvimento do cancer colorretal. Assm, o uso
do gel transdérmico de curcumina além de atuar na DII também funciona como um coadjuvante
na prevencao desse tipo de cancer.

Esses resultados se somam aos recentemente encontrados na literatura e corroboram com
a afirmacdo de que a curcumina ¢ um importante e segura op¢ao de tratamento adjuvante no

abrangente problema de satde publica: Doenga Infamatoria Intestinal e suas complicagdes.
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ANEXO A - Aprovaciio do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFV

CERTIFICADO

A Comissdio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o
processo n® 4172019, intitulado “Avaliagiio da atividade anti-inflamatéria e
antioxidante de derivado sintético de dibenzoilmetano e da curcumina em
modelos para doen¢a inflamatéria intestinal”, coordenado pela professora
Marisa Alves Nogueira Diaz do Departamento de Bioquimica ¢ Biologia
Molecular, esta de acordo com a Legislaglio vigente (Lei N° 11.794, de 08 de
outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a
DBCA (Diretriz Brasileira de Pritica para o Cuidado e a Utilizagdio de Animais
para Fins Cientificos ¢ Didaticos) ¢ as Diretrizes da Pritica de Eutanasia
preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comiss#o
em 02/12/2019, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Usc/UFV certify that the process number
4172019, named “Evaluation of anti-inflammatory and antioxidant activity of
synthetic dibenzoylmethane derivative and turmeric in models for
inflammatory bowel disease”, is in agreement with the a actual Brazilian
legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/
MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals
for Scientific Purposcs and Teaching) and the Guidelines of Practice the
Euthanasia recommended by CONCEA/MCTT therefore being approved by the
Committee on December 02, 2019 valid for 12 months.

Xe COoe Cogso
Prof. " Silvia Almeida Cardoso
Presidente
Comissdo de Ftica no Uso de Animais - CEUA/UFV



