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Resumo:

Doencgas Inflamatérias Intestinais causam prejuizos tanto funcionais como
estruturais e terapias com anti-inflamatorios naturais devem ser investigadas. O
objetivo deste estudo foi avaliar o tratamento com nanoparticulas de curcumina
sobre o colo distal de ratos induzidos a colite ulcerativa cronica. Ratos Wistar
machos dos grupos controles receberam enema com solucdo salina e os coliticos
com acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS), ambos foram subdivididos em
tratamento realizado por vinte e oito dias com agua ou nanoparticula de curcumina
(CurNano). Verificou-se que parametros inflamatérios macroscopicos e
microscépicos estavam aumentados apenas no colo distal dos animais coliticos
tratados com agua (p<0,05). Este mesmo grupo também apresentou aumento na
atividade enzimética da mieloperoxidase tecidual (p<0,05), enquanto no tratamento
com CurNano houve reducéo a niveis semelhantes aos controles (p>0,05). Todas as
tunicas da parede do colo distal apresentaram espessura aumentada quando 0s
animais foram induzidos com TNBS e tratados com agua (p<0,05), entretanto,
naqueles que receberam CurNano este parametro foi estatisticamente igual aos
animais ndo coliticos (p>0,05), exceto para a tunica muscular. Conclui-se que o
tratamento com nanoparticulas de curcumina por 28 dias, em ratos com colite
experimental, possibilitou a remissdo dos parametros inflamatorios avaliados,
indicando seu potencial efeito anti-inflamatério.

Introducao

Doencgas Inflamatérias Intestinais (DIIs) apresentam incidéncia crescente e afetam
morfofuncionalmente o trato digestorio, mais especificamente o intestino grosso. A
Doenca de Crohn e a colite ulcerativa caracterizam-se pela alternancia entre
remissao e ativacdo da inflamacao, evoluindo a cronicidade, com manifestacdes de
dor abdominal, diarreia, sangramento retal e perda de peso.

As terapias com corticosteroides e anti-inflamatérios nao-esteroidais tém eficacia
limitada e causam efeitos colaterais, principalmente se aplicadas de forma cronica,
por isso a agdo de produtos naturais deve ser investigada. A Curcuma longa tem
potente atividade anti-inflamatéria, porém é pouco absorvida. O encapsulamento em
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nanoparticulas aumenta a biodisponibilidade de substancias, além de possibilitar o
uso de baixas doses (Rocha et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito crénico do tratamento com curcumina
encapsulada em nanoparticulas em modelo experimental de colite ulcerativa em
ratos, induzida por acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS).

Materiais e métodos

Ap0Os aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (n° 22342171116),
utilizou-se 30 ratos machos (Rattus novergicus), linhagem Wistar, com 90 dias de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa.

Os animais foram distribuidos em 5 grupos (n=6): C: Controle; SA: enema salina,
gavagem agua; SCN: enema salina, gavagem CurNano; TA: enema TNBS,
gavagem agua e TCN: enema TNBS, gavagem CurNano. A colite foi induzida pela
aplicacéo retal de solugéo alcodlica de acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS, 15 mg)
de acordo com o modelo descrito por Morris et al. (1989). Realizou-se tratamento
diario via gavagem, por 28 dias, utilizando uma dose de 25 mg de nanoparticula de
curcumina (CurNano) por kg do animal nos grupos SCN e TCN. Apos esse periodo
0s animais foram eutanasiados para coleta de 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 0 processamento histolégico do colo distal com coloragdo em
Hematoxilina-Eosina (HE) e avaliou-se semi-quantitativamente a intensidade da
inflamacéo, utilizando-se critérios modificados de Boyer et al. (2005). A andlise
morfométrica foi realizada em 20 imagens de cada animal, capturadas por
microscopio Optico com objetiva de 10x, totalizando 100 mensurag¢des/tunica/animal
através do sistema de analises de imagens Image Pré Plus® 4.5, com resultados
expressos em pym.

Quantificou-se a atividade enzimatica da mieloperoxidase tecidual (MPO), na
presenca de peroxido de hidrogénio e do indicador tetrametilbenzidina (TMB). A
leitura foi realizada em espectrofotbmetro (620 nm).

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

Resultados e Discussao

ApoOs vinte e oito dias de experimento, a superficie do colo distal dos animais dos
grupos SA e SCN, apresentava hiperemia leve e localizada, com auséncia de
ulceracdes, contrastando com o obtido nos animais do grupo TA (p<0,05), que
apresentaram escores elevados na avaliagdo macroscopica, devido ao
espessamento da parede do Orgao e a presenca de danos teciduais extensos. Os
animais tratados com CurNano (TCN) revelaram um escore de inflamagdo menor,
pois apresentaram apenas hiperemia e ulceracéo localizada, indicando um inicio de
recuperacéo dos danos teciduais (Tabela 1).
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O processo inflamatorio também foi avaliado pela dosagem da atividade da MPO,
enzima armazenada nos neutrofilos. A Tabela 1, apresenta 0 aumento na atividade
da MPO estatisticamente significativo no grupo TA (p<0,05), correlacionado com a
presenca de extenso infiltrado inflamatério nestes tecidos. No grupo TCN a dosagem
foi semelhante aos controles (p>0,05), mostrando reducdo da inflamacédo apos o
tratamento com nanoparticulas de curcumina.

Microscopicamente, no colo distal dos animais dos grupos SA e SCN foram
observadas alteragbes pontuais na mucosa, resultando em baixos escores. Os
animais coliticos (TA), apresentaram caracteristicas de inflamacao tecidual severa,
que permitiram diferir estatisticamente dos grupos controles (p<0,05), tais como
destruicdo da arquitetura da mucosa, vasodilatagcdo, pontos hemorragicos,
alteracbes na morfologia das criptas, além da presenca de infiltrado de
polimorfonucleares nas tunicas que compdem a parede colbnica. No grupo TCN
constatou-se reducdo na intensidade das caracteristicas inflamatorias, com
recuperacdo de aspectos morfoldgicos padrdo, semelhantes aos grupos controles
(p>0,05), conforme expresso na Tabela 1.

Tabela 1 - Avaliacdo semi-quantitativa macroscéopica e microscopica da inflamacédo e
atividade da mieloperoxidase (MPO) do colo distal de ratos dos grupos controle (C), salina-
agua (SA), TNBS-a4gua (TA), salina-nanoparticulas de curcumina (SCN) e TNBS-
nanoparticulas de curcumina (TCN). Resultados expressos em média * erro padrdo (n=6).

G Avaliacdo Avaliacéo Atividade MPO

rupos A . S y
macroscopica microscopica (D.O/mg de proteina)

C 0,0 +0,0% 0,16 + 0,162 0,079 + 0,0092

SA 0,0 +0,0% 0,66 + 0,212 0,069 + 0,003?

TA 4,00 +0,0° 5,5+ 0,34° 0,129 + 0,019°

SCN 0,167 + 0,1672 0,66 + 0,212 0,074 + 0,0052

TCN 2,33 +0,211% 2,6 +0,612 0,064 + 0,0072

Teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn’s para avaliagdo macroscopica e microscopica; Analise de Variancia (ANOVA
one-way) e poés-teste de Tukey para atividade MPO. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica (p < 0,05).

Como mostra a Tabela 2, as tdnicas mucosa, submucosa, muscular e serosa
apresentaram aumento nas suas espessuras apos a indu¢do com acido TNBS e
tratamento com agua, em consequéncia houve aumento da parede total neste grupo
(p<0,05). Para o grupo TCN, a analise morfométrica indicou aumento significativo
apenas na tunica muscular (p<0,05), enquanto as demais apresentaram espessura
semelhante aos grupos controles (p>0,05). O espessamento das tunicas é justificado
pela ocorréncia de infiltrado inflamatorio, vasos dilatados, edema e angiogénese,
gue de acordo com Jerkic et al. (2010) sao caracteristicas associadas a fase crbnica
da doenca intestinal.

Os resultados obtidos mostram que o tratamento com CurNano por um periodo de
28 dias, possibilitou a remissdo dos parametros inflamatorios avaliados. Isso indica
que 0 nanoencapsulamento pode ser uma estratégia para aumentar a
biodisponibilidade da curcumina e permitir sua acdo anti-inflamatoria, baseada na
inibicdo do metabolismo do acido araquidénico, da atividade da cicloxigenase e do
fator nuclear NF-kB, além da eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(Rocha et al., 2014).
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Tabela 2 - Morfometria das tlnicas mucosa, submucosa, muscular, serosa e parede total do
colo distal de ratos dos grupos controle (C), salina-adgua (SA), TNBS-a4gua (TA), salina-
nanoparticulas de curcumina (SCN) e TNBS-nanoparticulas de curcumina (TCN).
Resultados expressos em meédia + erro padrdo (n=6).

Grupos/ Mucosa Submucosa Muscular Serosa Parede total
Tunicas (um) (Hm) (um) (Hm) (um)

C 570,0 +13,63% 49,61 +2,14* 116,6 +4,60° 11,13+0,34® 908,6 + 17,152
SA  521,5+21,30° 44,35+1,28% 130,9+7,08° 11,44 +0,36% 760,2 + 36,232
TA 732,8+29,7° 98,03+10,66° 168,7 +18,66™ 13,80+0,59" 1.218 + 68,69

SCN  554,1+38,62* 37,95+26% 107,1+3,14® 10,64 +0,28° 847,3 +39,19°
TCN  643,4+3567% 46,77+4,34° 168,7 +16,77° 11,61+0,39° 1.062 + 90,18

Andlise de Variancia (ANOVA one-way) e poés-teste de Tukey. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna
apresentam diferenca estatistica (p < 0,05).

Conclusbes

Comprova-se a cronicidade da inflamacao induzida pelo agente acido TNBS no colo
distal e a eficacia do mesmo, reproduzindo caracteristicas semelhantes as Dlls
humanas. O potencial anti-inflamatério da curcumina nanoencapsulada foi
constatado pela recuperacdo das caracteristicas macroscépicas e morfométricas
teciduais e pela reducdo da atividade da MPO, indicando efeito positivo do
tratamento.
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