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Efeito antioxidante e anti-inflamatorio da curcumina sobre o ileo, figado,
pulmé&o e rim de ratos submetidos a isquemia e reperfuséo intestinal

RESUMO

A isquemia e reperfusdo (IR) intestinal é caracterizada pela diminuicdo do fluxo sanguineo no
6rgdo, condicdo que leva 0 mesmo ao desenvolvimento de estresse oxidativo e inflamagdo. A
IR intestinal também pode provocar o aumento da permeabilidade da barreira epitelial intestinal
e permitir a translocacdo bacteriana e a passagem de substancias para a corrente sanguinea,
podendo causar inflamacdo sistémica e faléncia maultipla de 6érgdos. A curcumina é uma
substancia natural, que possui atividade antioxidante e anti-inflamatoria, com potencial para
prevenir os efeitos deletérios causados pela IR. O objetivo deste trabalho foi investigar a acdo
da curcumina sobre o estresse oxidativo e processo inflamatério no ileo, figado, pulméo e rim
e sobre as alteracGes neuronais no plexo mientérico de ratos Wistar submetidos a isquemia e
reperfuséo intestinal. 30 ratos Wistar foram divididos em 5 grupos, controle (C), sham controle
(SC), sham tratado (ST), isquémico controle (IC) e isquémico tratado (IT). A artéria
mesentérica superior foi ocluida por 45 minutos para o estabelecimento da isquemia, e o0 tempo
de reperfuséo foi de 72 horas. O animais foram tratados via oral com 40mg/kg de peso corporal
de curcumina 30 minutos antes da cirurgia e diariamente durante o tempo de reperfusdo. Foi
realizada a analise das atividades enzimaticas da catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD)
e glutationa s-transferase (GST), mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-glicosaminidase (NAG) e
os niveis de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) e glutationa reduzida (GSH) no ileo, figado,
pulmé&o e rim e os niveis de nitrito no ileo, além da andlise quantitativa e morfométrica dos
neurdnios nitrérgicos (NNOS™) do plexo mientérico. Foi observada a ocorréncia de estresse
oxidativo e inflamagdo nos 6rgéos estudados e alteracdes na densidade e no perfil neuronal de
nNOS®. A isquemia intestinal de 45 minutos seguida de reperfusdo de 72 horas promove
estresse oxidativo e inflamacdo no ileo, figado, pulméo e rim de ratos Wistar. A curcumina
preveniu as alteracfes da maioria dos parametros alterados apés a IR intestinal, demonstrando

atividade antioxidante e anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Inflamagdo. Neurdnios nitrérgicos.



Antioxidant and anti-inflammatory effect of curcumin on the ileum, liver, lung
and kidney of rats submitted to intestinal ischemia and reperfusion

ABSTRACT

Intestinal ischemia and reperfusion (IR) are the decrease in blood flow to the organ due to a
pathological process, that leads to the development of oxidative stress and inflammation.
Increased permeability of the intestinal epithelial barrier allows bacterial translocation and
passage of substances into the bloodstream, which can lead to systemic inflammation and
multiple organ failure. Curcumin is a natural substance that has antioxidant and anti-
inflammatory activity, with potential to prevent the deleterious effects of IR. The objective of
this work was to investigate the action of curcumin on oxidative stress and inflammatory
process in the ileum, liver, lung and kidney and on neuronal changes in the myenteric plexus of
Wistar rats submitted to intestinal ischemia and reperfusion. 30 Wistar rats were divided into 5
groups, control (C), sham control (SC), treated sham (ST), ischemic control (CI) and treated
ischemic (IT). The superior mesenteric artery was occluded for 45 minutes for the establishment
of ischemia, and the reperfusion duration was 72 hours. Animals were treated orally with 40
mg/kg body weight of curcumin 30 minutes prior to surgery and during the reperfusion. It was
evaluated the enzymatic activities of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione-
s-transferase (GST), myeloperoxidase (MPO), n-acetyl-glycosaminidase (NAG), and lipid
hydroperoxide (LOOH) and glutathione reduced (GSH) levels present in the ileum, liver, lung
and kidney and nitrite levels in the ileum. In addition, the quantitative and morphological
analysis of the nitrergic neurons (nNOS+) was performed in the myenteric plexus. It was
observed the occurrence of oxidative stress and inflammation in the organs and changes in the
density and neuronal profile of nNOS+. The 45-minute intestinal ischemia followed by 72-hour
reperfusion promotes oxidative stress and inflammation in the ileum, liver, lung and kidney of
Wistar rats. Curcumin prevented alterations in most of the altered parameters after intestinal
IR, demonstrating antioxidant and anti-inflammatory activity.

Keywords: Oxidative stress. Inflammation. Nitrergic neurons.
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CAPITULO |

ISQUEMIA E REPERFUSAO INTESTINAL

A isquemia intestinal ou mesentérica é a restricdo patoldgica do fornecimento sanguineo
no intestino delgado, condicdo que estabelece um desequilibrio metabdlico no o6rgao,
caracterizando hipoxia tecidual, seguida de leséo celular (1). A isquemia intestinal pode ser
oclusiva, sendo as etiologias mais frequentes a embolia arterial mesentérica (50%) e trombose
arterial mesentérica (15-25%), ou ndo-oclusiva, choque hemorragico e hipovolémico (2-3).
Embora sua incidéncia seja relativamente baixa (0,09 a 0,2% das admissGes nas unidades

emergenciais), sua taxa de mortalidade ¢ elevada (50-80%) (4-6).

Durante a fase inicial da isquemia ocorre lesdo da mucosa intestinal. O déficit de
oxigénio altera a permeabilidade microvascular, através da reducéo da atividade da adenilato
ciclase, enzima que catalisa a transformacdo da molécula adenosina trifosfato (ATP) em
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc), um importante mediador responsavel pelo
crescimento e diferenciacdo celular (7), que parece estar diretamente ligado a manutencéo da
permeabilidade vascular. Baixas concentragcdes de AMPc aumentam a permeabilidade capilar,

causando extravasamento de liquidos para o meio intersticial e consequente edema no 6rgao
(8).

No momento em que o fluxo sanguineo é reestabelecido (reperfusdo) ocorre a
exacerbacao da lesdo causada pela hipdxia. Parks e Granger (9) demonstraram que trés horas
de isquemia seguidas por uma hora de reperfusdo determinam maior lesdo na mucosa intestinal
do que quatro horas exclusivas de isquemia. Durante a reperfusdo ocorre a intensa producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), produzindo estresse oxidativo e sobrecarregando 0s
sistemas antioxidantes (10).

A isquemia e reperfusdo (IR) intestinal possui a capacidade de causar inflamagdo no
Orgdo, que ativa e recruta células do sistema imune, intensificando a lesao tecidual (11). Além
disso, 0 aumento da permeabilidade vascular e a ruptura da barreira mucosa causam
translocacdo bacteriana. Ao atingirem a corrente sanguinea, os produtos bacterianos podem
produzir sepse, choque e faléncia multipla de 6rgaos (14). Pode ainda afetar a capacidade de
absorcdo do intestino, causando deficiéncias nutricionais (13,14) e promover alteraces

morfologicas na parede intestinal e perturbacdes no sistema nervoso entérico (SNE),



modificando a funcdo neuronal e a expressdo de neurotransmissores, o que pode afetar, entre

outros fatores, a motilidade gastrointestinal (15).

SISTEMA NERVOSO ENTERICO

O Sistema Nervoso Entérico (SNE) inclui uma série de circuitos neuronais que
funcionam de forma relativamente independente do Sistema Nervoso Central (SNC) e sédo
responsaveis pelo controle das fungdes intestinais, que incluem o fluxo sanguineo local,
absorcdo e secrecdo, modulacdo imune, funcbes enddcrinas e motoras (16), além disso,
contribui para a manutencgéo da integridade da barreira epitelial intestinal, juntamente com as
células da glia (17). O SNE é composto por pequenos agregados de células nervosas ou ganglios
neuronais e suas conexdes e fibras nervosas efetoras, que ficam em contato com os muasculos

da parede intestinal, barreira epitelial, vasos sanguineos e células enddcrinas (18).

O SNE esta organizado basicamente em plexos ganglionares (Figura 1), o plexo
mientérico (de Auerbach) esta presente entre as camadas longitudinal e circular da musculatura
externa, em toda a extensdo do trato gastrointestinal, enquanto o plexo submucoso (de
Meissner) é basicamente restrito ao intestino delgado e grosso (16). Diferentes tipos de
neurénios com diferentes cddigos quimicos compdem o SNE, incluindo neurénios motores
(excitatorios e inibitérios da musculatura circular, longitudinal e mucosa) interneurdnios
ascendentes e descendentes, neurbnios sensoriais (quimio/mecanorreceptores da mucosa) e
neurdnios secretomotores/vasodilatadores, que liberam 6xido nitrico (NO), acetilcolina (Ach),
acido gama-aminobutirico (GABA), peptideo intestinal vasoativo (VIP), calretinina, entre

outros neurotransmissores.
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Figura 1 — Sistema Nervoso Entérico (Fonte: Kulkarni et al., 2018)

ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMAS ANTIOXIDANTES

O conceito de que os derivados da xantina oxidase sdo 0s principais responsaveis pelos
efeitos deletérios ao tecido apés a IR foi proposto em 1981 (19), e confirmado através de estudos

utilizando inibidores desta enzima (20).

A restricdo de oxigénio inibe a fosforilagdo oxidativa mitocondrial e ocasiona a
diminuigéo na producgéo de ATP. Entretanto, 0 ATP remanescente continua sendo transformado
em adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP) e, posteriormente, em
adenosina, inosina e hipoxantina. Além disso, ocorre um aumento de Na* intracelular devido a
faléncia da bomba de sédio-potassio (Na*/K*), dependente da energia liberada pela quebra do
ATP em ADP, gerando edema celular e influxo de Ca** para o citosol. O acumulo de Ca™ ativa
a protease calpaina, que promove a quebra de uma ponte peptidica da enzima xantina
desidrogenase (XD), que € rapidamente convertida em xantina oxidase (XO), enzima que
necessita de oxigénio (O2) para converter a hipoxantina em xantina (21). A hipoxantina é
acumulada durante a isquemia e, no momento da reperfusdo, o fornecimento de oxigénio
possibilita a acdo da XO, que oxida a hipoxantina em xantina e tem como produto final o acido
urico. Entretanto, esta reagdo tem como subproduto o &nion superoxido (02" ), uma EROs

altamente deletéria para as células (22).

O radical superoxido € instavel e esta presente em grandes quantidades ap6s a isquemia
e reperfusdo (IR). Ele pode ser convertido em perdxido de hidrogénio (H20-) e ainda promover

a liberacdo do ion ferroso da ferritina. Na presenca de ferro, através da reacdo de Fenton, o
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H>0> é transformado no radical hidroxila (OH") (23). O radical hidroxila, em especial, inicia a
peroxidacdo lipidica, que causa alteracfes na membrana e permeabilidade celular. Os radicais
lipidicos liberados pela reacdo de peroxidacdo, além de serem espécies reativas, iniciam a
reducdo de outros &cidos lipidicos. A perda da seletividade da membrana provoca a liberacéo
dos constituintes celulares, como enzimas hidroliticas lisossomais, e a producdo de compostos

citotoxicos, resultando em morte celular (24).

Os agentes oOxido-redutores, como as EROs, sdo normalmente produzidos como
consequéncia direta do metabolismo do O>. Em condic¢des néo-fisiologicas, a quantidade de
EROs sobrepbe a capacidade das defesas antioxidantes enddgenas, das quais fazem parte
enzimas e substancias redutoras (22). Na primeira linha de defesa antioxidante estdo presentes
as enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Existem duas formas de SOD, a
SOD-cobre-zinco, presente principalmente no citosol e a SOD-manganés, localizada
principalmente na mitocéndria. A SOD catalisa a conversdo do radical superéxido em H2Oz e
O2, na presenca do proton H*, enquanto a CAT, um hemeproteina citoplasmatica, catalisa a
reducdo do H202em H»0 e O (25).

A glutationa reduzida (GSH) é um tiol (-SH) presente em abundancia no meio
intracelular. Sua atividade antioxidante esta relacionada a sua capacidade redutora, determinada
pelo grupamento -SH presente na cisteina (26). Para que a atividade protetora da glutationa,
expressa pela reducdo de espécies oxidantes, e consequente oxidacdo da GSH a glutationa
dissulfeto (GSSG) seja mantida, a GSH precisa ser regenerada através de um ciclo catalitico,
gue envolve a acdo de trés enzimas, a glutationa oxidase (GO), a glutationa peroxidase (GSH-
PX) e a glutationa redutase (GR). A GSH protege o tecido contra as lesdes produzidas apés a
IR, de forma direta, através da reducdo das espécies radicalares, ou mesmo atuando como

cofator de outras enzimas antioxidantes (27).

As glutationas-transferases (GSTs) compreendem uma familia de enzimas envolvidas
principalmente no metabolismo de xenobioticos, incluindo drogas, pesticidas, herbicidas,
poluentes ambientais e substancias carcinogénicas (28), além disso participam da detoxificagdo
de produtos gerados pelo estresse oxidativo. As GSTs reduzem fosfolipidios, acidos graxos e
hidroperdxidos de colesterol, produtos de vida curta derivados da peroxida¢do das membranas
lipidicas pelas EROs, impedindo sua quebra em eletrofilos secundérios, tais como epdxidos e

carbonilas reativas, que sdo considerados genotoxicos (29).
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PROCESSO INFLAMATORIO

A perturbacdo das juncdes entre as células epiteliais da camada mucosa, somada a
producdo acentuada de espécies reativas de oxigénio e a peroxidagdo lipidica apds a IR
intestinal, possuem a capacidade de recrutar e ativar neutréfilos, dando inicio a um processo
inflamatorio, inicialmente, local. A acdo das células imunes é regulada por quimiotaticos (C5a,
IL-8, LTB4, PAF), produzidos durante a IR intestinal, e pela expressdo aumentada de moléculas
de adesdo presentes na superficie das células imunes, células endoteliais vasculares, lamina
prépria e tecido conjuntivo. As moléculas de adesdo responsaveis pela interacao dos leucdcitos
com as células epiteliais sdo as selectinas, integrinas b2 (CD11/CD18) e imunoglobulinas
(ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1) e quando S0 superexpressas, provocam uma maior adesao de

células imunes (31).

Durante a IR intestinal também séo ativadas proteinas quinases que acionam fatores de
transcricdo (PA-1 e NFkB), responsaveis por regular a expressdo de genes pro-inflamatorios,
produzindo enzimas (iNOS, fosfolipase A, ciclooxigenase), citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6) e
moléculas de adesdo (ICAM-1) (31). A ativacdo de vias de transcricdo sdo mediadas pela
ligacdo aos receptores tipo Toll (TLRs). Esses receptores podem ser ativados tanto por
antigenos microbianos (padrdes moleculares associados a patégenos - PAMPS) ou por
substancias ndo-microbianas (padrdes moleculares associados a danos - DAMPS) (32). Muitos
DAMPs sdo constituintes intracelulares, que sdo liberados para o meio extracelular ap6s a lesao,

ou substancias geradas pela acdo das EROs aos componentes celulares (33).

Existem evidéncias de que a lesdo tecidual apds IR intestinal pode ainda ser mediada
pela ativacdo do sistema complemento (34), pela acdo dos mastocitos (35) e acimulo de

plaquetas (36).

Entre as substancias produzidas durante a IR intestinal destaca-se o 6xido nitrico (NO),
sintetizado pela NO sintase (NOS) a partir da L-arginina. A NOS existe em trés isoformas, a
NOS endotelial (eNOS), a neuronal (nNOS) e a induzivel (iNOS), sendo a ultima diretamente
ligada a resposta imune (34). Em concentragdes normais o0 NO possui, entre outros, efeitos
vasodilatadores no sistema microvascular. Entretanto, em grandes quantidades pode estar
envolvido com a producdo de radicais citotoxicos (37). O aumento nas concentracdes de NO
esta relacionada com o estimulo da transcri¢do da iNOS através da ativagdo principalmente do
fator NFxB (38).
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Os neutréfilos sdo as primeiras células recrutadas para o local da inflamacdo e é
reconhecido que sua infiltracdo é a maior causa de lesdo tecidual associada a doencas
inflamatdrias intestinais (39). Os neutrofilos ativados se aderem ao epitélio e promovem leséo
através da liberacdo de radicais livres, enzimas proteoliticas e peroxidases (34). Uma das
principais peroxidases liberadas pelos neutréfilos é a mieloperoxidase (MPO), uma enzima que
catalisa a formag&o de espécies reativas intermediérias, na presenca de H>O> e cloro, bromo e
tiocianato, formando acido hipocloroso (HCIO), é&cido hipobromoso (HOBr) e 4&cido
hipotiocianoso (HOSCN), respectivamente. Essas substancias sdo microbicidas, entretanto, séo

altamente instaveis e contribuem com o aumento do estresse oxidativo no tecido (39).

Os estimulos inflamatérios ativam também os macréfagos residentes no tecido, que
agem através da liberacdo de citocinas, EROs, inducdo da atividade da mieloperoxidase e
fagocitose (40), além da liberacdo da enzima lisossomal proteolitica n-acetil-glicosaminidase,

importante marcador da ativacdo de macréfagos (41).

REPERCUSSOES SISTEMICAS

O acometimento de drgdos distantes é uma condicdo frequente apds a IR intestinal,
podendo afetar os pulmdes (42), figado (43) e rins (44). O aumento da permeabilidade intestinal
permite a translocacdo de produtos bacterianos entéricos e a liberacdo de espécies reativas e
citocinas inflamatorias para a circulacdo sanguinea, levando ao desenvolvimento de sindrome
da resposta inflamatoria sistémica (SRIS), que pode progredir para faléncia multipla de 6rgaos
(45).

O figado é o primeiro 6rgéo a ser afetado pela IR intestinal, entretanto sua capacidade
de reserva metabdlica substancial faz com que as alteracBes nao sejam detectadas a principio,
dificultando o diagndstico de insuficiéncia hepatica (46). A vascularizacdo hepatica esta
diretamente ligada a intestinal pela veia porta, portanto a oclusdo da artéria mesentérica reduz
o fluxo sanguineo no figado, ocasionado lesdo hepatica. Entretanto, as alteracfes encontradas
no figado e no intestino apos a IR intestinal sdo distintas, sugerindo que o figado responde de

forma diferente a reperfusdo (47).

O pulméo é um dos 6rgdos mais afetados. O edema pulmonar agudo, relacionado ao
aumento da permeabilidade microvascular para fluidos e proteinas no érgdo, e o intenso

processo inflamatorio local apds a IR intestinal, principalmente apos a infiltragdo de neutréfilos
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(48) e ativacdo dos macrofagos alveolares (49), podem contribuir com o desenvolvimento de

insuficiéncia respiratéria (50).

Os rins também séo susceptiveis a IR intestinal. A reducéo do fluxo sanguineo renal e
as alteracGes nos niveis de ATP no tecido, somado as substancias geradas pelo quadro
iIsquémico, levam a alteragdo da atividade dos sistemas antioxidantes e ao recrutamento e

ativacdo de células imunes, causando disfuncao nos tabulos renais (51).

CURCUMINA

A curcuma (Curcuma longa), também conhecida com acafrdo-da-terra, € uma planta
herbacea da familia do gengibre. E utilizada na culinaria como tempero e na industria
alimenticia como corante e conservante (52). A curcumina, um polifenol hidrofébico e principal
principio ativo da curcuma, foi isolada pela primeira vez em 1815 por VVogel e Pelletier, desde
entdo tém sido utilizada em diversos estudos (53). Nos ultimos 60 anos, mais de 3000 estudos
demonstraram a atividade antioxidante, antibacteriana, antifingica, antiviral e anti-inflamatéria
da curcumina. Ela exerce efeitos benéficos em doencas degenerativas, artrite, alergia, doenca

inflamatoria intestinal, nefrotoxicidade, AIDS, psoriase, diabetes, entre outras (54).

Evidéncias indicam que as propriedades apresentadas pela curcumina séo resultantes da
sua interacdo com diversos alvos moleculares, incluindo fatores de transcricdo, fatores de
crescimento, citocinas inflamatorias, moléculas de adeséo e outras. A curcumina pode ligar-se

diretamente e modular a atividade destes alvos ou pode regular indiretamente suas fungdes (55).

A estrutura molecular da curcumina é lipofilica e consiste em dois anéis aromaticos
conectados por dois grupos de carbonos insaturados, em consequéncia disso, possui baixa
solubilidade em agua. A molécula é estabilizada por ligacGes de hidrogénio associadas a um
grupo hidroxila (OH) central (Figura 2), sendo esta uma regido importante, responsavel pelas
atividades bioldgicas da curcumina (56). A curcumina possui baixa biodisponibilidade via oral.
Ela é instdvel em pH intestinal, sendo rapidamente metabolizada, conjugada no figado e
excretada nas fezes. Um dos maiores problemas envolvendo o tratamento com curcumina é sua
ma absorcdo, que resulta em baixas concentragdes no plasma e tecidos, dificultando suas a¢des
terapéuticas (57, 58).
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Figura 2 — Estrutura quimica da curcumina (Fonte: Gomes, 2014)

A curcumina possui a¢Oes benéficas sobre as alteragdes causadas pela IR intestinal,
principalmente em decorréncia da sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria. A atividade
antioxidante ¢ determinada pela capacidade da curcumina de “varrer” as espécies reativas de
oxigénio produzidas em grandes quantidades apds o quadro isquémico, através da doagdo de
elétrons a partir dos anéis fenolicos (59) neutraliza as EROs e impede sua reagcdo com
constituintes celulares. Além disso, ela inibe a atividade enzimatica da xantina oxidase (60). A
curcumina possui a capacidade de modular a atividade de componentes envolvidos no processo
inflamatorio, incluindo o fator de transcricdo nuclear kB (NF-xB). O NF-kB é encontrado no
citosol associado a um inibidor (IkBa) e sua ativacdo é realizada via transducdo de sinal, que
degrada o IxkBa e o NF-kB é deslocado para o nicleo, induzindo a expressdo de genes

importantes para a imunidade inata e adaptativa (61).

A curcumina previne a ativagdo do NF-«xB através da inibicdo da degradagdo do IxBa
em diversos tipos de célula (62). Além disso, a curcumina regula 0s seguintes mecanismos
envolvidos na inflamacéo (63,64): modulacdo negativa da COX-2 e iNOS (via supressdo do
NF-xB); inibicdo de citocinas inflamatorias, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucinas (IL-1, -2, -6,-8 e -12), proteina quimiotatica de mondcitos e fator inibitério da

migracao de macréfagos (MIF); inibicdo da lipoxigenase e cicloxigenase (65).

JUSTIFICATIVA

A mortalidade causada pela isquemia e reperfusdo intestinal permanece elevada apesar
dos avancos nos cuidados com os pacientes. Diversas patologias podem levar a obstrucdo da
circulacdo sanguinea no 6rgdo e seus efeitos afetam fungdes basicas do intestino, como
absorcdo, secrecdo e motilidade gastrointestinal, além disso, as substancias produzidas atingem
orgdos distantes, e podem ocasionar faléncia multipla de 6rgdos. A complexidade das lesdes
ocasionadas pela IR intestinal e a dificuldade de tratamento tornam necessaria a busca por

terapias que amenizem o intenso processo oxidativo e inflamatério. A curcumina pode ser uma
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alternativa, devido sua acdo antioxidante e anti-inflamatéria, e pode trazer uma nova

perspectiva para o tratamento de situacfes patoldgicas envolvendo hipoxia tecidual.

OBJETIVOS

GERAL

Avaliar o efeito da administracdo oral de curcumina sobre o estresse oxidativo e
processo inflamatdrio no ileo, figado, pulm&o e rim e sobre as altera¢es neuronais no plexo

mientérico de ratos Wistar submetidos a isquemia e reperfusdo (IR) intestinal.

ESPECIFICOS

Analisar o efeito da administracdo oral de curcumina sobre o estresse oxidativo no ileo,
figado, pulmé&o e rim promovido pela isquemia de 45 minutos seguida de reperfusdo de 72

horas, através da analise de enzimas e substancias antioxidantes.

Avaliar o efeito da curcumina sobre a inflamacéo no ileo, figado, pulmao e rim apds a
IR intestinal, através da determinacdo da atividade de enzimas que participam do processo

inflamatorio.

Avaliar o efeito da curcumina sobre a producdo de 6xido nitrico no ileo apo6s a IR

intestinal, através da quantificacdo de nitrito.

Avaliar o efeito do tratamento com curcumina sobre a densidade e perfil neuronal da
populacéo nitrérgica no plexo mientérico do ileo ap6s isquemia de 45 minutos e reperfusdo de
72 horas.
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CAPITULO 1l

Artigo: “CURCUMINA PROMOVE EFEITO ANTIOXIDANTE E ANTI-
INFLAMATORIO NO ILEO, FIGADO, PULMAO E RIM DE RATOS

SUBMETIDOS A ISQUEMIA E REPERFUSAO INTESTINAL”
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Curcumina promove efeito antioxidante e anti-inflamatério no ileo, figado, pulmao e

rim de ratos submetidos a isquemia e reperfusao intestinal

Curcumin promotes antioxidant and anti-inflammatory effect in ileum, liver, lung and kidney

of rats submitted to intestinal ischemia and reperfusion
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Resumo

Obijetivo: O objetivo deste trabalho foi investigar a acdo da curcumina sobre o estresse oxidativo
e processo inflamatorio presente no ileo, figado, pulméo e rim e sobre as alteragdes neuronais

no plexo mientérico de ratos Wistar submetidos a isquemia e reperfusdo intestinal.

Métodos: 30 ratos Wistar foram divididos em 5 grupos, controle (C), sham controle (SC), sham
tratado (ST), isquémico controle (IC) e isquémico tratado (IT).. A artéria mesentérica superior
foi ocluida por 45 minutos para o estabelecimento da isquemia, e o tempo de reperfusdo foi de
72 horas. Os animais foram tratados via oral com 40 mg/kg de peso corporal de curcumina 30
minutos antes da cirurgia e diariamente durante o tempo de reperfusdo. Foi realizada a analise
das atividades enzimaticas da catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa s-
transferase (GST), mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-glicosaminidase (NAG) e os niveis de
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) e glutationa reduzida (GSH) no ileo, figado, pulméo e rim e
os niveis de nitrito no ileo, alem da analise quantitativa e morfométrica dos neurénios

nitrérgicos (NNOS™) do plexo mientérico.

Resultados: Foi observada a ocorréncia de estresse oxidativo e inflamag&o nos 6rgaos estudados
e alteracGes na densidade e no perfil neuronal de nNOS™. A curcumina preveniu as alteracdes

da maioria dos parametros alterados apos a IR intestinal.

Concluséo: A isquemia intestinal de 45 minutos seguida de reperfusdo de 72 horas promove

estresse oxidativo e inflamacgdo no ileo, figado, pulméo e rim de ratos Wistar. A curcumina
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apresenta a¢do protetora em varios parametros analisados demonstrando atividade antioxidante

e anti-inflamatéria.
Palavras-chave: Neurdnios nitrérgicos, Estresse oxidativo, Inflamacao.
Abstract

Aim: The objective of this work was to investigate the action of curcumin on the oxidative stress
and inflammatory process present in the ileum, liver, lung and kidney and on the neuronal

changes in the myenteric plexus of Wistar rats submitted to intestinal ischemia and reperfusion.

Main methods: 30 Wistar rats were divided into 5 groups, control (C), sham control (SC),
treated sham (ST), ischemic control (CI) and treated ischemic (IT). The superior mesenteric
artery was occluded for 45 minutes for the establishment of ischemia, and the reperfusion
duration was 72 hours. Animals were treated orally with 40 mg/kg body weight of curcumin 30
minutes prior to surgery and daily during the reperfusion period. Enzymatic activities of
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione-s-transferase (GST),
myeloperoxidase (MPO), n-acetyl-glycosaminidase (NAG) were evaluated, and lipid
hydroperoxide (LOOH) and glutathione reduced (GSH) levels present in the ileum, liver, lung
and kidney and nitrite levels in the ileum were also analysed. In addition, the quantitative and
morphological analysis of the nitrergic neurons (NNOS+) was performed in the myenteric

plexus.

Key findings: It was observed the occurrence of oxidative stress and inflammation in the organs
and changes in the density and neuronal profile of nNOS+. Curcumin prevented alterations in

most of the altered parameters after intestinal IR.

Significance: The 45-minute intestinal ischemia followed by 72-hour reperfusion promotes
oxidative stress and inflammation in the ileum, liver, kidney, and lung of Wistar rats. Curcumin
has protective action in several analyzed parameters demonstrating antioxidant and anti-
inflammatory activity.

Keywords: Nitrergic neurons, Oxidative stress, Inflammation.

1. Introducéo
A isquemia intestinal é caracterizada pela diminuigdo ou suspensdo da irrigacéo
sanguinea do 6rgdo em decorréncia de traumas e/ou processos patoldgicos, tais como embolia

mesentérica, trombose, hérnia, choques hemorrégicos e hipovolémicos, infec¢bes, angina



25

abdominal e o transplante do intestino delgado . A isquemia ocasiona um desequilibrio
metabolico no tecido, que leva a leséo tecidual. Entretanto, € no momento em que o fluxo

sanguineo é reestabelecido (reperfusdo) que essas lesdes se agravam [1,

As consequéncias da isquemia/reperfusao (IR) intestinal incluem a producédo acentuada
de espécies reativas de oxigénio (EROSs), sobretudo pela acdo da enzima xantina oxidase, que
transforma produtos do metabolismo em radicais livres, gerando estresse oxidativo no tecido e
sobrecarregando os sistemas antioxidantes endogenos 1. A IR intestinal provoca ainda perda
neuronal e alteracbes morfologicas de neurdnios do plexo mientérico, que afeta funcdes
essenciais do trato gastrointestinal, incluindo a motilidade . Além disso, a IR ocasiona a
infiltracdo e ativacdo de células do sistema imune, como neutréfilos e macrofagos e a produgédo
de 6xido nitrico no intestino, que caracterizam a ocorréncia de processo inflamatério no tecido
intestinal [°1. Durante a isquemia ocorre a perturbacéo da barreira epitelial intestinal, condi¢ao
que promove a liberagcdo de produtos bacterianos presentes no intestino para a corrente
sanguinea. Neste momento o sistema imune é ativado, provocando uma inflamacao sistémica

que pode resultar em faléncia maltipla de 6rgéos, tais como o pulméo, figado e rim [,

O organismo possui sistemas naturais de eliminacdo de radicais livres, que sdo na
maioria enzimas antioxidantes e substancias redutoras. Através da determinacdo da atividade
enzimatica e dos niveis dos produtos intermediarios das reacfes oxidativas e inflamatérias é
possivel avaliar a ocorréncia de estresse oxidativo e processo inflamatorio no tecido "1, Diante
do grave quadro ocasionado pela IR a identificacdo de substancias que podem ser administradas
como adjuvantes na terapia apds a IR intestinal é clinicamente importante. A curcumina, um
composto fendlico que possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, € uma substancia
natural com potencial para conter os danos apds o quadro isquémico . As propriedades
apresentadas pela curcumina sdo resultantes da sua interacdo com diversos alvos moleculares,
incluindo fatores de transcricdo, fatores de crescimento, citocinas inflamatorias, moléculas de
adesdo e outras. A curcumina pode ligar-se diretamente e modular a atividade destes alvos ou
pode regular indiretamente suas funcdes . O objetivo deste estudo foi analisar o efeito da
curcumina no ileo, figado, pulméo e rim apo6s o quadro de IR intestinal, através da analise de

enzimas e substancias intermediarias que participam do processo oxidativo e inflamatério.

2. Materiais e métodos
2.1 Animais e protocolo experimental
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No experimento foram utilizados 30 ratos machos albinos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus; 264 + 3,708g). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringd e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias
Morfologicas durante o periodo de tratamento, em temperatura (22 £ 2° C) e iluminacéo (ciclo
claro/escuro de 12 h) controladas. Todos os animais receberam racdo padronizada para roedores
NUVILAB® (recomendada pelo National Research Council & National Health Institute - USA)
e agua ad libitum. Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Maringad (CEUA n° 8219300317).

O tratamento com curcumina foi iniciado 30 minutos antes da cirurgia de inducdo da
isquemia e prosseguiu por 72 horas (periodo de reperfusdo), uma vez por dia, sendo a ultima
dose administrada 2 horas antes da eutanasia. Os animais foram distribuidos em 5 grupos
(n=6/grupo), conforme tabela 1, e tratados via gavagem com 40 mg/kg de peso corporal do
animal de curcumina (Curcuma longa; Sigma Aldrich Corp., Darmstadt, Alemanha), diluida

em Oleo de milho (veiculo).

2.2 Inducéo da isquemia

Os animais foram mantidos em jejum por 15 horas antes da cirurgia. ApOs serem
anestesiados com 20mg/kg de xilazina (Ceva Saude Animal Ltda, Paulinia, SP, Brasil) e
100mg/kg de ketamina (Ceva Saude Animal Ltda, Paulinia, SP, Brasil), via intramuscular, 0s
animais de todos os grupos, com excecdo do grupo controle, foram submetidos a laparotomia

abdominal.

A isquemia intestinal foi estabelecida através da oclusdo da artéria mesentérica superior
(AMS) na porgdo terminal do ileo por 45 minutos utilizando um clamp microvascular.
AmarracOes laterais foram feitas como o proposito de bloguear o fluxo sanguineo entre as
regides isquémicas e ndo-isquémicas. Apds 45 minutos o clamp e as linhas foram removidos,
restabelecendo o fluxo sanguineo. O abddémen foi suturado com fio de nylon 3-0. Durante o
periodo de reperfusdo de 72 horas, os animais permaneceram em gaiolas individuais e

receberam racdo e 4gua ad libitum.
2.3 Coleta dos 6rgaos

Apos a eutanasia do animal, realizada com dose letal de 120 mg/kg de peso corporal de
Tiopental Sodico (Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, SP, Brasil) por via
intraperitoneal, o segmento intestinal (ileo) delimitado durante a cirurgia foi coletado e

fracionado em 3 partes para as técnicas de imunofluorescéncia, determinacéo dos marcadores
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bioldgicos envolvidos no estresse oxidativo e processo inflamatorio. Figado, pulmdo e rim

foram coletados para a realizacéo das técnicas de estresse oxidativo e anélise inflamatoria.
2.4 Analises bioquimicas
2.4.1 Niveis de glutationa reduzida e hidroperéxidos lipidicos

As porgdes do ileo, figado, pulméo e rim destinadas a analise inflamatdria e de estresse
oxidativo foram mantidas em freezer -80°C apds a coleta. As amostras foram trituradas e
homogeneizadas com tampéo fosfato 200 mM (pH 6,5). Os niveis de glutationa reduzida (GSH)
foram determinados através da reagdo do homogenato com 5,5’-ditiobis 2-acido nitrobenzdico
(DTNB) 1% a leitura foi feita em espectofotdmetro (412nm). Os valores obtidos foram
interpolados na curva padréo de GSH e expressos em ug/mg de tecido.

Os homogenatos foram centrifugados a 9000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi
utilizado para mensurar o total de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) através do ensaio de
oxidagdo de ferro 1l na presenca de xilenol laranja (3. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (560 nm). A concentracdo de LOOH foi determinada utilizando o coeficiente

de extincdo 4,3 mmolar 1.cm-1 e expressa em mmol/mg de tecido.
2.4.2 Atividade enzimatica de superoxido dismutase, catalase e glutationa s-transferase

O sobrenadante remanescente foi utilizado para determinar a atividade enzimatica da
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa s-transferase (GST). A atividade da
SOD foi avaliada baseado na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidagéo do pirogalol [*21. A
leitura foi realizada em espectofotébmetro (405nm) e os resultados expressos em U de SOD/mg
de proteina. A atividade da GST foi avaliada utilizando o método desenvolvido por Warholm
etal. 31, A leitura foi realizada em espectofotdmetro (340nm), usando o coeficiente de extingdo
de 9,6 mmolar 1.cm-1. Os resultados foram expressos em pmol/min/mg de proteina. A
atividade da CAT foi realizada com base no método de Aebi ' utilizando perdxido de
hidrogénio (H202) como substrato. A leitura da absorbéancia foi feita em espectofotdmetro

(240nm) e os resultados expressos em pmol/min/mg de proteina.
2.4.3 Atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-glicosaminidase (NAG)

Os precipitados obtidos apds a centrifugagdo dos homogenatos foram ressuspendidos
com tampédo fosfato de potassio 80 mM na presenga de 0,5 % de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB). Apds a homogeneinizagdo, as amostras foram novamente centrifugadas a 11000 g por
20 min a 4 °C. Para a analise da atividade da mieloperoxidase, a reagcdo ocorreu ap6s a adi¢ao
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de tetrametilbenzidina (TMB) ao sobrenadante. A atividade enzimatica foi determinada em
espectofotdmetro (620 nm) e os resultados expressos em unidade de densidade 6ptica (D.O)/mg
de proteina/3 minutos. A andlise da n-acetil-glicosaminidase foi realizada em microplaca,
adicionando a amostra, tampéo citrato 50mM pH 4,5 e solucdo de n-acetil-glicosaminidase
2,24mM. Apos incubagdo, a reacdo foi parada com tampdo glicina 200mM pH 10,4. A leitura
foi realizada em espectrofotdbmetro (405nm) e os resultados expressos em unidade de densidade

optica (D.O)/mg de proteina/minuto.
2.4.4 Quantificacéo de nitrito

A quantificacio do 6xido nitrico foi realizada utilizando a reacio de Griess [*°!, na qual
é quantificado o subproduto nitrito. O ileo foi homogeneizado em PBS 0,1M (pH 7,4) e
centrifugado a 3000 g por 10 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado o reagente de Griess
(&cido fosférico, sulfanilamida e N-1-naphitiletilenodiamida). A mistura (50 pL dos
sobrenadantes e 50 pL da solugéo de Griess) foi adicionada em placa de 96 pocos e a leitura foi
realizada em espectofotébmetro (570 nm). A curva padrdo foi feita utilizando diluigdes de

NaNO> de 100 mM a 1.56 mM. Os niveis de nitrito foram expressos em pM.
2.5 Analise imunohistoquimica

A porcdo de ileo coletada para a técnica de imunofluorescéncia foi lavada com Tampéo
Fosfato de Sodio (PBS 0,1M, pH 7,4) e fixada com solu¢do de paraformaldeido 4% por 3 horas.
Apos esse periodo, foi lavado duas vezes em PBS e armazenado em PBS com azida sodica
(0,08%). O segmento foi dissecado com o auxilio de pingas sob estereomicroscopio para a

exposicao do plexo mientérico através da obtencdo dos preparados totais da tdnica muscular.
2.5.1 Estudo dos neur6nios mientéricos nNOS™

Os preparados totais da tinica muscular do ileo de cada animal foram submetidos as
técnicas imunohistoquimicas para a marcacdo de neur6nios nitrérgicos (NNOS*). Foram
realizadas trés lavagens de 5 minutos em cada preparado total, utilizando solucdo de PBS
(0,2M, pH 7,4) e Triton-X100 a 0,5% (PBS-T), e incubados por 1 hora em solucgéo de bloqueio
(albumina de soro bovino, BSA a 2% e soro de burro a 10% em PBS-T). Em seguida, foi
realizada a marcacdo com o anticorpo primario anti-nNOS (1:400, rabbit, Molecular Probes,
Invitrogen, Eugene, OR, EUA), durante 48 horas a temperatura ambiente sob agitacdo, em meio
de incubacdo composto por PBS-T, BSA a 2% e soro de burro a 2%. Ap0s o periodo de
incubacdo com o anticorpo primario, os preparados totais foram lavados cinco vezes em PBS-

T por 5 minutos cada e foram incubados com o anticorpo secundério anti-rabbit (1:500 Alexa
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Fluor 568, Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, EUA), durante 2 horas ao abrigo da luz,
em meio de incubacdo contendo PBS-T, BSA 2% e soro de burro 2%. As membranas foram
lavadas 5 vezes em PBS-T por 5 minutos e montadas em laminas histoldgicas contendo
Antifade® (Life Technologies do Brasil Com. Ind. Prod. Biotec. Ltda, SP, Brasil), e

armazenadas sob refrigeracéo e ao abrigo da luz.
2.5.2 Anélise quantitativa dos neurénios mientéricos imunorreativos

Imagens aleatdrias das laminas dos preparados totais foram capturadas por camera de
alta resolucdo acoplada ao microscopio de fluorescéncia FSX100 (Olympus). As imagens
foram analisadas no programa Image-Pro Plus (v. 4.5.029; Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, EUA). Para a quantificagdo foram contados todos os neurdnios presentes em 30 imagens
capturadas em objetiva de 20X. A area de cada imagem foi de aproximadamente 0,144 mm? e

a area total quantificada foi 4,32 mm?. Os resultados foram expressos como neurdnios/cm?.
2.5.3 Anélise morfométrica dos neurdnios imunorreativos

A analise morfométrica da populacdo nitrérgica (nNOS™*) no plexo mientérico foi
realizada através das imagens aleatorias capturadas em objetiva de 20x e analisadas no software
Image Pro-Plus. Foram mensuradas a area de 100 corpos celulares por animal. Os resultados

morfométricos foram expressos em pm?,
2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa Graphpad Prism 5. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo. Para a comparagdo entre 0s grupos com
distribuicdo normal de dados foi aplicada a analise de variancia One-way (ANOVA), seguida
do pos-teste de Tukey. Para dados com distribui¢do ndo normal o teste ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis foi utilizado, seguido do pos-teste de Dunns. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
3. Resultados

3.11leo

3.1.1 Analises bioquimicas

Os niveis de GSH diminuiram no grupo IC em relagcdo ao grupo C (p < 0,01) e
aumentaram no grupo IT em comparagdo com o grupo IC (p < 0,01) (Fig. 1A). Os niveis de
LOOH aumentaram no grupo IC em comparagdo com o grupo C (p < 0,05) e ocorreu uma
reducdo no grupo IT quando comparado com o grupo IC (p < 0,05) (Fig. 1B). Ocorreu um



30

aumento na atividade da SOD no grupo IC em relagdo aos grupos C, SC e ST (p < 0,05),
enquanto a atividade no grupo IT diminuiu em relacdo ao grupo IC (p < 0,05) (Fig. 1C). A
atividade de CAT aumentou no grupo IC em comparacao com o grupo C (p < 0,01), e houve
uma reducéo da atividade no grupo IT em relagdo ao grupo IC (p < 0,01) (Fig. 1D). A atividade
de GST ndo sofreu alteracdes entre os grupos estudados (p > 0,05) (Fig. 1E).

A atividade de NAG aumentou no grupo IC quando comparada com os grupos C e ST
(p < 0,05) e ocorreu uma reducéo da atividade no grupo IT quando relacionado com o grupo IC
(p <0,05) (Fig. 1F). A atividade da MPO aumentou no grupo IC em relagéo aos grupos C e SC
(p <0,05) (Fig. 1G).

3.1.2 Quantificacéo de Oxido nitrico

Os niveis de nitrito no ileo aumentaram no grupo IC quando comparados ao grupo C (p
<0,01). No grupo IT os niveis de nitrito foram menores em comparagéo ao grupo IC (p < 0,01)
(Fig. 1H).

3.1.3 Analise quantitativa dos neurdnios mientéricos nNOS imunorreativos

A densidade neuronal da populacdo nitrérgica (nNOS™) diminuiu no grupo IC quando
comparada com o grupo C (p < 0,01), enquanto que, este parametro ndo foi alterado

significativamente no grupo IT em relagdo ao grupo IC (p > 0,05) (Fig. 2A).
3.1.4 Anélise morfométrica dos neurdnios nNOS imunorreativos

A éarea do perfil celular dos neurénios nitrérgicos aumentou no grupo IC em relagéo aos

grupos C e SC (p < 0,05), o grupo IT apresentou valores semelhantes ao controle (Fig. 2B).
3.2 Figado

3.2.1 Analises Bioquimicas

Os niveis de LOOH no figado aumentaram no grupo IC em comparagdo com o grupo C
(p < 0,01). Ocorreu uma reducao dos niveis de LOOH no grupo IT em relacdo ao grupo IC (p
< 0,01) (Fig. 3B). A atividade da enzima CAT aumentou no grupo IC em relagéo ao grupo C
(p <0,05), enquanto no grupo IT ocorreu uma reducgéo na sua atividade quando comparada com
o grupo IC (p < 0,05) (Fig. 3D). A atividade da MPO aumentou no grupo C em relacdo aos
grupos C, SC e ST (p < 0,05), enquanto ocorreu uma diminui¢ao na sua atividade no grupo IT
em relagdo ao grupo IC (p < 0,05) (Fig. 3G). Os niveis de GSH, bem como as atividades
enzimaticas de SOD (Fig. 3C), GST (Fig. 3E) e NAG (Fig. 3F), ndo sofreram alteragdes nos
grupos estudados (p > 0,05).
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3.3 Pulméo
3.3.1 Anélises Bioquimicas

A figura 4 demonstra uma diminuicéo nos niveis de GSH no grupo IC em comparagédo
aos grupos C (p < 0,05) (Fig. 4A). Os niveis de LOOH aumentaram no grupo IC em relagéo
aos grupos C e ST (p < 0,05) (Fig. 4B). A atividade das enzimas SOD e CAT no grupo IC
aumentou no grupo IC quando comparado com os grupos C, SC e ST (p <0,01), e ocorreu uma
reducdo na atividade no grupo IT em comparagdo com o grupo IC (p <0,01) (Fig. 4C e 4D). A
atividade da enzima da glutationa s-transferase (GST) néo foi alterada nos grupos estudados (p
> 0,05) (Fig. 4E).

A atividade enzimética da NAG aumentou significativamente no grupo IC em
comparagdo aos grupos C, SC e ST (p < 0,01) e no grupo IT em relagédo aos grupos C e ST (p
<0,01) (Fig. 4F). A atividade enzimatica da MPO aumentou no grupo IC em relacdo aos grupos
C, SC e ST (p <0,01). No grupo IT ocorreu a reducao da atividade de MPO em comparacao
com o grupo IC (p <0,01) (Fig. 4G).

3.4 Rim
3.4.1 Andlises Bioguimicas

Os niveis de GSH no rim diminuiram nos grupos IC e IT em relacdo ao grupo C (p <
0,01) (Fig. 5A). Os niveis de LOOH aumentaram no grupo IC e IT quando comparados com o
grupo C (p <0,01) (Fig. 5B). Ocorreu um aumento significativo na atividade da enzima CAT
no grupo IC quando comparado ao grupo C (p < 0,05), enquanto no grupo IT ocorreu a reducdo
da atividade da CAT em relacédo ao grupo IC (p < 0,05) (Fig. 5D). A atividade da enzima GST

aumentou no grupo IC e quando comparada com o grupo C (p < 0,05) (Fig. 5E).

A atividade enzimatica da MPO aumentou nos grupos IC e IT em comparagdo com o
grupo C (p <0,05) (Fig. 5G). As atividades enzimaticas de SOD (Fig. 5C) e NAG (Fig. 5F) nédo

demonstraram diferengas estatisticas significativas nos grupos estudados (p > 0.05)

4. Discussao

Nosso estudo demonstrou que a isquemia intestinal de 45 minutos, seguida de 72 horas
de reperfusdo provocou um quadro de estresse oxidativo (EO) nos diferentes 6rgaos estudados.
Este quadro somado ao processo inflamatorio, verificados em nosso estudo através da alteracéo
dos marcadores bioguimicos avaliados, sdo responsaveis por danos a mucosa intestinal, lesdo e

morte de neurdnios entéricos, que podem resultar em alteragdes na funcdo absortiva, secretora
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e motora do intestino 1871 Além disso, a ruptura da barreira epitelial durante a IR intestinal
promove a passagem de bactérias, produtos bacterianos como lipopolissacarideos, endotoxinas
e metabolitos bacterianos para a corrente sanguinea podendo promover a sindrome da resposta
inflamatdria sistémica (SRIS), a qual causa estresse oxidativo e inflamacdo em outros 6rgéos
como figado, pulmao e rim [8 A ruptura da barreira epitelial e a quantidade de produtos
bacterianos translocados, bem como o efeito do tratamento com moléculas antioxidantes e anti-
inflamatorias, estd diretamente relacionado com a intensidade dos danos ocasionados nos
diferentes 6rgdos. Desta forma foi possivel observar diferentes graus de estresse oxidativo e

inflamacéo e diferentes efeitos da curcumina nos érgéos avaliados.

Nos quatro Orgdos estudados encontramos alteracfes nos parametros de estresse
oxidativo. Esta injuria pode ser justificada pela sequéncia de rea¢fes bioquimicas que ocorrem
durante a IR inicialmente no intestino. Na isquemia a restricdo de oxigénio afeta a fosforilacédo
oxidativa mitocondrial reduzindo a produgdo de ATP. Esta redugdo promove alteracdes na
concentracdo de Na* intracelular devido a faléncia da bomba de sodio-potassio (Na*/K*) e
promove influxo de Ca®* levando ao edema celular [*°1. O excesso de Ca?* ir4 ativar enzimas,
as quais irdo converter a xantina desidrogenase em xantina oxidase que, na presenca do
oxigénio durante a reperfusdo, ird converter a hipoxantina em xantina 2%, tendo como produto
final o 4cido Urico e como subproduto o anion superdxido (02" ). O anion superoxido é uma
espécie reativa de oxigénio (ERO) altamente deletéria para as células Y que pode ser
convertido em peroxido de hidrogénio (H20.) atraveés da reacdo de Fenton, onde serd
transformado no radical hidroxila (OH") % este dltimo podera promover a peroxidagio
lipidica das membranas celulares. Nos quatro érgdos estudados houve um aumento significativo
na formacdo de hidroperoxidos lipidicos (LOOH), subprodutos da peroxidacao lipidica. O
aumento da peroxidacdo lipidica apos a IR intestinal € relatada na literatura em 6rgaos como o
intestino 2, figado ®3 e pulmdo ®. Apesar destes efeitos deletérios da IR nos grupos
isquémicos tratados com curcumina (IT) observamos que a peroxidacao lipidica no ileo, pulméo
e figado mantiveram-se semelhantes ao controle. A atividade antioxidante da curcumina esta
relacionada com sua estrutura quimica. Ela é capaz de realizar a doagdo de elétrons a partir de
seus anéis fendlicos [?°! neutralizando as EROs e impedindo sua reagdo com constituintes
celulares. Além disso, a curcumina também é capaz de inibir a atividade enzimatica da xantina

oxidase, reduzindo a producio do &nion superdxido (02" ) [,

Em outros parametros de estresse oxidativo avaliados, observamos o aumento da

atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) no ileo (47%) e no pulméo
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(45%), da catalase (CAT) no ileo (65%), figado (93%), pulm&o (102%) e rim (91%) e da
glutationa s-transferase (GST) no rim apos a IR intestinal. A restauracdo do fluxo sanguineo
durante a reperfusdo agrava a lesdo no orgéo [?® através da producdo acentuada de radicais
livres, que sobrecarregam os mecanismos de defesa antioxidantes alterando a atividade destas
enzimas [#71, tais como SOD, CAT e GST. Dentre as atividades destas enzimas, a SOD
transforma os radicais superoxido em H2O>, enquanto a CAT faz a conversdo do H.0> em &gua
e oxigénio molecular 28, A GST reduz fosfolipidios, acidos graxos e hidroperdxidos de
colesterol, produtos de vida curta derivados da peroxidacdo das membranas lipidicas pelas
EROs, impedindo sua quebra em compostos secundarios, tais como epoxidos e carbonilas
reativas, que s&o considerados genotoxicos ?°1. Além disso, a GST catalisa 0 ataque nucleofilico
da forma reduzida da glutationa (GSH) a compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio
ou um &tomo de enxofre eletrofilico 2%, Diversos autores relatam a alteracdo no comportamento
de enzimas antioxidantes ap6s a IR intestinal no intestino B2, figado 31, pulm&o B4 e rim B3],
Nossos estudos demonstraram que na IR intestinal a curcumina manteve as fung¢Ges das enzimas
SOD e CAT a valores semelhantes ao grupo controle. Estudos tem demonstrado que a
curcumina possui a capacidade de modular a atividade das enzimas antioxidantes durante
quadros de estresse oxidativo apos a IR intestinal no figado 8, pulm&o B e intestino 28,

Além das enzimas antioxidantes, a glutationa reduzida (GSH), um tiol ndo-proteico, tem
um papel chave na protecao contra o estresse oxidativo, pois ela reage com as EROs ou participa
como cofator de enzimas antioxidantes . Sua reducio pode significar que a GSH esta sendo
utilizada para a protecdo contra o estresse oxidativo ou que os danos oxidativos provocaram
alteracbes no DNA prejudicando sua sintese. Em nosso estudo observamos que houve uma
reducdo da GSH no ileo, pulm&o e rim no grupo isquémico controle. Akinrinmade et al. (2
também observaram uma diminuicdo nos niveis de GSH no intestino 45 minutos apos a IR
intestinal, enquanto Barut et al. [*1 relataram uma reduc&o nos niveis de GSH no pulm&o ap6s
isquemia intestinal seguida de 3 horas de reperfusdo. Em nosso estudo, o tratamento com
curcumina foi capaz de manter os niveis de GSH a valores semelhantes ao controle,
principalmente no ileo. Estudos demonstram que a curcumina aumenta a biossintese da GSH,
principalmente através da modulacdo da expressdo do gene glutamato cisteina ligase (GCLC)
[8].

A além do EO, a IR intestinal também e responsavel por desencadear processos
inflamatdrios, tanto no ileo, quanto em outros 6rgdos afetados. Esta pode ser medida pela
avaliacdo da atividade de duas enzimas, a mieloperoxidase (MPO) a n-acetil-glicosaminidase

(NAG). A atividade enzimética da MPO é capaz de avaliar o acimulo de neutrofilos ativos no
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tecido, e é frequentemente utilizada como marcador de processo inflamatério “°1, E uma enzima
presente majoritariamente nos granulos azurofilos dos neutréfilos, que catalisa a reacdo do
perdxido de hidrogénio com cloreto, formando radicais livres e substancias oxidantes com acéo
antimicrobiana, entretanto, essas substancias também contribuem para o aumento do estresse
oxidativo e lesdo tecidual Y. A n-acetil-glicosaminidase (NAG) é uma enzima lisossomal
produzida principalmente pelos macréfagos, e sua atividade pode ser empregada como meio de
avaliacdo indireta da ativacdo de macrdfagos [“l. Neste trabalho observamos um aumento da
atividade de MPO no ileo (54%), pulméo (140%), figado (43%) e rim (198%). Ja a NAG
aumentou significativamente somente no ileo (49%) e pulmdo (74%). O que poderia justificar
estes aumentos nos pardmetros inflamatorios é a perda da integridade da barreira epitelial
intestinal tendo em vista que estudos demonstram que a isquemia mesentérica de 45 minutos
esta relacionada com o aumento da permeabilidade intestinal “31, condicdo associada a
diminuico da atividade da adenilato ciclase e dos niveis de AMPc nos enterécitos 4. O AMPc
é responsavel por regular positivamente as juncfes comunicantes (GAP) entre as células,
portanto a diminuicdo da sua concentracdo promove um desequilibrio na permeabilidade da
barreira epitelial 3. O aumento da permeabilidade intestinal promove a translocacdo de
produtos bacterianos para a circulacdo sanguinea. Estas substancias interagem com o0s
receptores de membrana das células imunes, resultando em uma cascata de sinalizacéo que ativa
fatores de transcricdo, como o NF-kxB, levando a produgdo de citocinas pré-inflamatérias, como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas e quimiocinas [“®l, Estas substancias
ativam e recrutam células da imunidade inata e adaptativa, como neutrofilos e macréfagos para
o tecido lesado B471 produzindo uma resposta inflamatoria que intensifica a lesdo tecidual.
Apesar destes efeitos sobre a inflamagéo, no grupo isquémico o tratamento com curcumina foi
capaz de manter a atividade da MPO semelhante ao grupo controle em todos o0s 6rgaos
alterados. Enquanto a NAG que havia aumentado somente no pulmao e ileo, manteve sua
atividade apenas no ileo. Esta melhora ocasionada pela curcumina deve-se a sua capacidade de
reduzir a infiltracdo de células imunes, entre elas neutrofilos e macrofagos, nos tecidos em

condigdes inflamatérias [“8, pois ela inibe a transcrigio do NF-«xB [,

Outro mediador inflamatério importante é o 6xido nitrico (NO), mensurado em nosso
estudo apenas no ileo. Para essa avaliagdo utilizamos um método indireto através da dosagem
do nitrito [*®1, Observamos no grupo isquémico um aumento consideravel dos niveis de nitrito
(300%). O NO é produzido por trés diferentes isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS):

neuronal (NNOS), endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS) 91, Entretanto, a les&o por IR intestinal
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tém sido associada principalmente ao aumento da producdo de NO induzivel, através da
ativagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB), responsavel pela inducdo da
transcricéo de iNOS %, por mediadores inflamatorios. O NO produzido pela ativacio de iNOS
possui acao citotoxica, que resulta da sua acao direta sobre os constituintes celulares ou da sua
reagdo com compostos liberados durante o processo inflamatorio, no qual células ativadas,
como macréfagos, neutrofilos e células endoteliais secretam simultaneamente NO e enzimas
que produzem espécies reativas de oxigénio, como a MPO e a NAG. O superoxido produzido
pela MPO interage com o NO formando o peroxinitrito (ONOQO"), um radical associado a
oxidagdo de proteinas e morte celular Y. Em nosso estudo, a curcumina preveniu o aumento
da producdo de 6xido nitrico no ileo, provavelmente em decorréncia da sua capacidade de inibir
0 NF-kB, impedindo a ativagao da iNOS &1,

Os processos inflamatorios e o quadro de estresse oxidativo gque encontramos podem
justificar a neurodegeneragdo que ocorre no sistema nervoso entérico do ileo. A IR intestinal,
portanto, é capaz de promover alteracbes morfofuncionais no intestino, como alteracdo na
motilidade, secrecdo e absor¢do. Em nosso estudo observamos uma reducdo na densidade e
alteracdes morfoldgicas nos neurdnios nitrérgicos (NNOS*) do plexo mientérico do ileo apds
72 horas de reperfusio. Rivera et al. % também observou diminuicio da densidade e aumento
no perfil neuronal de NNOS™ ap6s 24 horas de reperfusao, sendo que as alteracGes persistiram
apos 4 dias de reperfusdo. Estes resultados podem ser justificados pelo quadro de estresse
oxidativo e inflamatdrio observados no ileo. No entanto, estas alteracdes foram amenizadas no
grupo isquémico tratado com curcumina, onde observamos que estes animais apresentaram-se
semelhantes ao grupo controle. Provavelmente por sua capacidade de reduzir o estresse

oxidativo e a inflamacéo I,

As diferencas que observamos nos oOrgdos estudados é ocasionada por suas
particularidades. A lesdo hepética ap0s a IR intestinal € uma situacdo frequente, principalmente
pelo fato de os dois 6rgdos possuirem uma via anatbmica comum, a veia porta, por onde as
substancias absorvidas pelo intestino séo transportadas para serem metabolizadas pelo figado.
Em consequéncia disso, a oclusdo da artéria mesentérica reduz o fluxo sanguineo no figado,
produzindo alteragbes metabdlicas importantes 3. Entretanto, o figado possui uma capacidade
de reserva metabdlica substancial que faz com que as alteracdes presentes neste 6rgao nao sejam
detectadas a principio, explicando o motivo pelo qual o figado foi o 6rgdo afetado em menor
grau em nosso estudo. Além disso, estudos demonstram que a infiltragdo de neutrofilos é

determinante para a lesio tecidual hepatica 4, situagio observada em nosso estudo através do
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aumento da enzima MPO. Da mesma forma, é possivel haver o envolvimento de outras células,
como macr6fagos 1. No entanto, ndo encontramos alteragdo na atividade da enzima NAG
neste Orgao e neste tempo de reperfusdo. Quando avaliamos o pulméo, observamos alteracfes
mais significativas devido a IR intestinal. Neste 6rgdo ¢ comum o desenvolvimento de
insuficiéncia respiratoria apds a isquemia, pois este € um dos 6rgdos mais suscetiveis a resposta
inflamatoria sistémica por ser altamente vascularizado. E reconhecido que a IR intestinal
promove lesdo pulmonar, sobretudo pelo aumento da infiltracdo de neutrofilos e ativacao de
macrdfagos alveolares 61, O aumento significativo da atividade das enzimas MPO e NAG
observada no pulmdo em nosso trabalho confirmam esta teoria. Entretanto, essas enzimas
produzem espécies reativas de oxigénio, que contribuem para o aumento do estresse oxidativo
no 6rgdo, também visualizado em nosso estudo. As analises de rim demonstraram que este
orgdo também é sensivel a IR intestinal, no entanto, em menor grau que o pulmdo. A disfuncéo
renal também ¢é atribuida & IR intestinal por diversos autores 7581 percebida através da
alteracdo de marcadores de estresse oxidativo e inflamatorios, além de alteracbes morfoldgicas
presentes nos tubulos renais. Entretanto, ainda sédo pouco elucidados os mecanismos pelos quais

a lesdo renal é estabelecida [*.

Constatamos que, da mesma maneira em que cada 6rgdo responde diferentemente a IR
intestinal, devido as particularidade de cada tecido, que envolvem o metabolismo celular, o
aporte de circulagéo colateral e fatores humorais locais, a resposta ao tratamento com curcumina
também foi diferente entre os 6rgdos estudados. No ileo, figado e pulmé&o obtivemos uma acéo
antioxidante e anti-inflamatoria mais evidente da curcumina, entretanto no rim sua atividade
foi bastante discreta. Isto deve-se ao fato de que a distribuicdo tecidual da curcumina varia
conforme o 6rgdo. A curcumina é metabolizada no intestino e no figado, portanto suas maiores
concentragdes estdo presentes nestes orgdos 9. Marczylo et al. 1 dosaram a concentracéo de
curcumina nos érgdos utilizando cromatografia liquida de ultra performance (UPLC) apds a
administragdo oral (340mg/kg) e concluiram que as maiores concentragdes sdo encontradas no
plasma (16,1 ng/mL), urina (2,0 ng/mL), mucosa intestinal (1,4 mg/g), figado (3671.8 ng/g), e
por ultimo no rim (206,8 ng/g) e no coragdo (807,6 ng/g). Através do estudo de Marczylo et al
[61] ¢ possivel perceber que as concentragdes de curcumina presentes no rim s&o menores em
comparacdo com o intestino e figado, esclarecendo o motivo pelo qual, em nosso estudo, a
curcumina nao teve uma acao muito relevante sobre este 6rgéo. Alem disso, o fato da curcumina
possuir, em sua forma livre, baixa biodisponibilidade quando administrada via oral foi um fator

limitante para este estudo. Uma alternativa neste caso seria a utilizacdo de formas



37

farmacéuticas, como nanocapsulas ou nanoparticulas contendo curcumina, que possuem

liberag&o controlada, melhorando sua absorgao pelo organismo e seus efeitos terapéuticos [©21,
5. Concluséao

Em resumo, a isquemia intestinal de 45 minutos, seguida de 72 horas de reperfusédo
ocasiona estresse oxidativo e inflamacdo no ileo, figado, pulméo e rim, caracterizados pela
alteragdo dos pardmetros oxidativos e inflamatorios avaliados. A isquemia e reperfusdo ainda
ocasiona perda neuronal e alteracbes morfologicas de neurbnios nitrérgicos do plexo
mientérico. A curcumina, na dose utilizada (40mg/kg), demonstra atividade antioxidante e anti-
inflamatoria, prevenindo a alteracdo de diversos parametros nos diferentes 6rgdos. Foi possivel
perceber também que cada 6rgdo responde de uma forma diferente & IR intestinal e ao
tratamento. O ileo, pulmé&o e rim foram afetados em maior grau do que o figado. E o efeito
antioxidante e anti-inflamatério da curcumina foi mais eficiente no ileo, pulméo e figado. A
resposta a acdo protetora da curcumina também varia conforme o 6rgéo, principalmente em

decorréncia da sua distribuicéo tecidual.
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Figura 1. Pardmetros bioquimicos do ileo. Niveis de glutationa reduzida (GSH) (A), niveis de
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) (B), atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD)
(C), atividade enzimatica da catalase (CAT) (D), atividade enzimética da glutationa s-
transferase (GST) (E), atividade enzimatica da n-acetil-glicosaminidase (NAG) (F) e atividade
enzimética da mieloperoxidase (MPO) (G), niveis de nitrito (H). Significativamente diferente
do grupo Controle (C). "Significativamente diferente do grupo Sham controle (SC).
‘Significativamente diferente do grupo Sham tratado (ST). 9Significativamente diferente do
grupo Isquémico controle (IC). Os resultados representam a média £ erro padréo (n=6).

Figura 2. (A) Densidade neuronal de nNOS*. (B) Média da area celular dos neurénios nNOS™.
3Significativamente diferente do grupo Controle (C). Significativamente diferente do grupo
Sham controle (SC). Os resultados representam a média * erro padrdo (n=6).

Figura 3. Parametros bioquimicos do figado. Niveis de glutationa reduzida (GSH) (A), niveis
de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) (B), atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)
(C), atividade enzimatica da catalase (CAT) (D), atividade enzimética da glutationa s-
transferase (GST) (E), atividade enzimatica da n-acetil-glicosaminidase (NAG) (F) e atividade
enzimatica da mieloperoxidase (MPO) (G). @Significativamente diferente do grupo Controle
(C). "Significativamente diferente do grupo Sham controle (SC). Significativamente diferente
do grupo Sham tratado (ST). Significativamente diferente do grupo Isquémico Controle (IC).
Os resultados representam a média + erro padréo (n=6).

Figura 4. Pardmetros bioquimicos do pulmao. Niveis de glutationa reduzida (GSH) (A), niveis
de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) (B), atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD)
(C), atividade enzimatica da catalase (CAT) (D), atividade enzimatica da glutationa s-
transferase (GST) (E), atividade enzimética da n-acetil-glicosaminidase (NAG) (F) e atividade
enzimatica da mieloperoxidase (MPO) (G). 2Significativamente diferente do grupo Controle
(C). "Significativamente diferente do grupo Sham controle (SC). Significativamente diferente
do grupo Sham tratado ST. 9Significativamente diferente do grupo Isquémico controle (IC). Os
resultados representam a média + erro padréo (n=6).

Figura 5. Parametros bioquimicos do rim. Niveis de glutationa reduzida (GSH) (A), niveis de
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) (B), atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD)
(C), atividade enzimatica da catalase (CAT) (D), atividade enzimatica da glutationa s-
transferase (GST) (E), atividade enzimatica da n-acetil-glicosaminidase (NAG) (F) e atividade
enzimatica da mieloperoxidase (MPO) (G). ®Significativamente diferente do grupo Controle
(C). bSignificativamente diferente do grupo Sham controle (SC). Significativamente diferente
do grupo Sham tratado (ST). “Significativamente diferente do grupo Isquémico controle (IC).
Os resultados representam a média + erro padrdo (n=6).



Tabela 1. Grupos experimentais e tratamento.

Grupos AMS?! Tratamento
C Controle ndo operado - veiculo

SC Sham controle submetido a cirurgia  ndo ocluida veiculo

ST Sham tratado submetido a cirurgia  ndo ocluida curcumina
IC Isquémico controle  submetido a cirurgia  ocluida veiculo

IT Isquémico tratado submetido a cirurgia  ocluida curcumina

LAMS artéria mesentérica superior
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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CAPITULO 111

CONCLUSOES

O estudo do tratamento com curcumina sobre o ileo, figado, pulm&o e rim de ratos

submetidos a isquemia e reperfusao intestinal demonstrou que:

1)

2)

3)

4)

A isquemia intestinal de 45 minutos, seguida de reperfusdo de 72 horas provoca
perda neuronal de neurénios nitrérgicos do plexo mientérico, aumento dos niveis de
oxido nitrico no ileo, estresse oxidativo e inflamacéo nos 6rgéos, observados através
da alteracdo dos parametros avaliados.

A curcumina, na dose de 40 mg/kg de peso corporal do animal, foi capaz de prevenir
a maioria das alteracdes causadas pela IR intestinal, demonstrando atividade
antioxidante e anti-inflamatoria.

Cada 6rgdo responde de uma forma diferente a IR intestinal. O ileo, pulmé&o e rim
foram afetados em maior grau do que o figado.

A resposta a acdo protetora da curcumina também varia conforme o 6rgdo,
principalmente em decorréncia da sua distribuicdo tecidual. Os 06rgdos mais
sensiveis a agdo antioxidante e anti-inflamatoria da curcumina foram o ileo, pulméo

e figado.



o1

PERSPECTIVAS FUTURAS

Através dos resultados obtidos foi possivel vislumbrar um panorama dos efeitos da
isquemia e reperfusdo intestinal em nivel local e sistémico, possibilitando o entendimento dos
mecanismos pelos quais as lesdes se desenvolvem. Desta maneira, é possivel uma terapia que
contemple todas as implicacBes geradas pela hipdxia tecidual. Ainda hd um longo caminho a
percorrer, as altas taxas de morbidade e mortalidade associadas & IR intestinal devem ser
superadas e pesquisa por novas moléculas protetoras precisa continuar. A curcumina mostrou-
se uma importante aliada na terapia para prevenir os efeitos deletérios da IR intestinal,
entretanto ela possui limitagdes, sua baixa biodisponibilidade via oral dificulta a absorcéo e
distribuicdo para os tecidos. Essa barreira pode ser superada utilizando formas farmacéuticas
de liberacdo controlada, que aumentem a biodisponibilidade e potencializem os efeitos

benéficos da curcumina.



