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Resumo:

As Doencgas Inflamatérias Intestinais (DIlls) tém etiologia multifatorial,
causam prejuizos tanto funcionais como estruturais e terapias com anti-
inflamatorios naturais devem ser investigadas. Nosso objetivo é avaliar o
efeito da nanoparticula de curcumina sobre a inflamacéo do colo distal de
ratos Wistar. Os animais dos grupos controles receberam enema com salina
e o0s coliticos com acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS), ambos foram
subdivididos em tratamento com agua, nanoparticula vazia (Nano) ou
nanoparticula de curcumina (CurNano), por sete dias. Nas andlises
macroscopica e microscopica das amostras do colo distal, constatou-se
diferencas significativas entre os grupos Salina e TNBS (p < 0,05), devido
acentuada leséo tecidual com desenvolvimento de inflamagao transmural no
grupo TNBS, persistindo em todas as formas de tratamento. A atividade
enzimatica da mieloperoxidase (MPO) mostrou aumento significativo (p <
0,05) apenas no grupo induzido com TNBS e tratado com agua, tal fato
indica que a CurNano pode ter contribuido para reducdo do processo
inflamatorio nos animais tratados. Conclui-se que o modelo de colite
experimental induzida por TNBS exibe padrdes semelhantes a doenca
humana e é util para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos,
sendo um deles a nanoparticula de curcumina, promissora na minimizacao
da inflamacéo intestinal.

Introducao

A Doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU) séo inflamacbes
idiopaticas do trato gastrointestinal, sendo denominadas coletivamente como
Doencas Inflamatérias Intestinais (DlIs). Caracterizam-se pela alternancia
entre remissdo e ativacdo da doenca, com manifestaces clinicas de dor
abdominal, diarréia severa, sangramento retal, febre e perda de peso.
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O tratamento com anti-inflamatorios usuais tem eficacia limitada e gera
efeitos adversos, por isso produtos naturais com acgdo anti-inflamatoria,
como a Curcuma longa podem ser promissores como terapia alternativa
(Rocha et al., 2014).

Uma vez que a curcumina apresenta baixa solubilidade e biodisponibilidade,
0 encapsulamento em nanoparticulas aumenta sua disponibilidade no
organismo, permite o uso de doses menores, reduz a toxicidade e otimiza o
tratamento.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi estabelecer a inflamacéo
intestinal através do modelo experimental induzido por acido TNBS e avaliar
o tratamento da inflamacdo aguda com nanoparticulas de curcumina
(CurNano) em ratos Wistar.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(n® 22342171116). Utilizou-se 35 ratos machos adultos (Rattus novergicus),
linhagem Wistar, com 90 dias de idade, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram distribuidos em 7
grupos (n=5): C: Controle; SA: enema salina, gavagem &agua; SN: enema
salina, gavagem nanoparticulas vazias; SCN: enema salina, gavagem
CurNano; TA: enema TNBS, gavagem agua; TN: enema TNBS, gavagem
nanoparticulas vazias e TCN: enema TNBS, gavagem CurNano. A colite foi
induzida pela aplicagdo retal de solugdo alcodlica de acido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS, 15 mg) de acordo com o modelo descrito
por Morris et al. (1989).

Realizou-se tratamento diario via gavagem e apos 7 dias os animais foram
eutanasiados sendo coletadas amostras do colo distal. As caracteristicas
macroscopicas teciduais foram pontuadas de 0 a 13 de acordo com o nivel
crescente de lesdo, baseado no escore de Appleyard e Wallace (1995).
Realizou-se o processamento histologico do colo distal com coloracdo em
Hematoxilina-Eosina (HE) e avaliou-se semi-quantitativamente a intensidade
da inflamacéo, utilizando-se critérios modificados de Boyer et al. (2005).
Quantificou-se a atividade enzimética da mieloperoxidase tecidual (MPO), na
presenca de peroxido de hidrogénio e do indicador tetrametilbenzidina
(TMB), A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (620 nm), expressando
os resultados em densidade 6ptica (D.O)/mg de proteina.

Através do software Graph Pad Prism® 5.0, verificou-se a normalidade dos
dados pelo teste Kolmogorov-Sminov. Os dados ndo parameétricos foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn's, enquanto 0s
paramétricos foram submetidos a Analise de Variancia (One-way ANOVA) e
pos-teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média * erro
padrdao com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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Resultados e Discussao

Sete dias apos a inducdo com solucao salina (SA, SN, SCN), a superficie do
colo distal desses animais apresentava apenas hiperemia leve e localizada e
auséncia de ulceracdes, contrastando com o obtido nos grupos induzidos
com TNBS (p < 0,05), que apresentaram escores elevados, danos teciduais
extensos e varios sitios de inflamacdo e ulceracdo (Tabela 1). O TNBS
também provocou em alguns animais presenca de megacolo, regides
necroticas e adesdo serosa aos 0rgaos adjacentes.

De forma semelhante, a avaliagdo microscopica resultou em baixos escores
para 0s grupos Salina e altos escores para 0s que receberam enema com
TNBS, como expresso na Tabela 1. O colo distal dos grupos controles,
apresentava caracteristicas histoldgicas padrdo, com nodulos linfaticos na
tunica submucosa e dilatagdo de vasos sanguineos do colo distal de alguns
animais. Os animais coliticos, tratados ou ndo, apresentaram caracteristicas
de inflamacao tecidual severa, que permitiram diferir estatisticamente dos
grupos controles (p< 0,05), tais como extensa destruicdo da arquitetura
mucosa, vasodilatagdo, hemorragias, alteracées na morfologia das criptas,
abscessos, além da presenca de células polimorfonucleares nos plexos
submucoso e mioentérico, caracterizando uma inflamagéo transmural.
Através da dosagem da mieloperoxidase (MPO), enzima armazenada nos
granulos azurdfilos de células inflamatérias como neutréfilos, avaliou-se
bioquimicamente o processo inflamatério. Houve aumento significativo na
atividade da MPO no grupo TA (p < 0,05), correlacionado com a presenca de
extenso infiltrado inflamatorio nestes tecidos. Nos grupos TN e TCN a
atividade foi semelhante aos controles (p > 0,05), indicando uma tendéncia a
reducdo da atividade inflamatoria nestes tratamentos, que em periodo de
tratamento mais prolongado poderia ser ainda mais expressiva, contribuindo
também na melhora dos aspectos morfologicos (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliacdo semi-quantitativa macroscopica e microscopica da inflamacao e
atividade da mieloperoxidase (MPO) do colo distal de ratos induzidos com salina (SA, SN,
SCN) e com TNBS (TA, TN, TCN) e tratados com agua (SA, TA), nanoparticulas vazias
(SN, TN) e CurNano (SCN, TCN). Resultados expressos em média + erro padrao
(n=5/grupo).

Grupos Avaliacdo Avaliacao Atividade MPO
macroscopica microscopica (D.O/mg de proteina)

CONTROLE 0,0x0,0a 0,40+0,40 a 2,707 £ 0,502 a
SA 0,55+0,17 a 1,80+0,73 a 1,816 £ 0,240 a

TA 8,04+0,46 b 6,80+0,37 b 5,006 £ 0,362 b

SN 0,67+0,17 a 2,60+1,03 a 2,838 +0,436 a

TN 7,83+0,35b 480+0,86b 1,549 + 0,084 a
SCN 0,89+0,11 a 1,60+0,40 a 1,606 £0,172 a
TCN 8,27+0,34 b 4,00+0,84b 1,543 £ 0,215 a

Resultados seguidos por letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica. Teste de Kruskal-
Wallis e pés-teste de Dunn’s para avaliagdo macroscépica; Andlise de Variancia (ANOVA one-way) e pds-teste de
Tukey para avaliagdo microscopica e atividade MPO (p < 0,05).
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Estes resultados permitem inferir que o modelo de colite experimental
induzida pelo &cido trinitrobenzenosulfénico causa alteracdes e quadro
clinico similares a doenca de Crohn, caracterizada pela inflamacéo severa e
transmural do colo distal. Porém, a susceptibilidade dos animais ao TNBS
pode variar de acordo com a idade, o sexo e a linhagem utilizados ( Morris et
al., 1989).

Com sete dias de tratamento ndo foi possivel diferenciar os tratamentos com
nanoparticulas vazias e nanoparticulas de curcumina. Ambas causaram
reducdo na atividade da MPO, justificada pela recuperacédo natural da fase
aguda da doenca, indicando que para comprovar a acao anti-inflamatéria da
curcumina em nanoparticulas deve-se prolongar o tratamento.

Conclusodes

O modelo de colite experimental em ratos, induzida por acido TNBS é
eficiente e adequado para o desenvolvimento de novas terapias. A eficacia
das nanoparticulas de curcumina na minimizacdo da inflamacé&o intestinal
pode estar associada a maior periodo de tratamento.
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