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RESUMO

A colite de exclusdo é uma doenca inflamatoria que acomete o segmento
do intestino grosso desprovido de transito intestinal. Sua patogénese esta
relacionada a deficiéncia de acidos graxos de cadeia curta as células da mucosa
colica. A deficiéncia do fornecimento dos acidos graxos de cadeia curta modifica o
metabolismo energético das células que passam a produzir maiores niveis de
radicais livres de oxigénio. Os radicais livres de oxigénios determinam lesdo tecidual
por quebra dos diferentes mecanismos de defesa que formam a barreira mucosa
célica, particularmente a camada de sulfomucinas e sialomucinas que recobre o
epitélio intestinal. A aplicagdo de clisteres com substancias antioxidantes vém se
mostrando uma alternativa terapéutica promissora para o tratamento da
enfermidade. A curcumina € uma das substancias naturais com maior efeito
antioxidante e, teoricamente, poderia ser utilizada para o tratamento da colite de
exclusao.

Objetivo:  Quantificar comparativamente o conteudo tecidual de
sulfomucinas e sialomucinas na mucosa célica desprovida de transito fecal
submetida a intervencdo com curcumina, avaliando a importancia da concentragao
utilizada e tempo de intervencéo proposto.

Método: Trinta e seis ratos foram submetidos a derivagao do transito por
colostomia proximal e fistula mucosa no célon distal. Os animais foram divididos em
trés grupos: 12 receberem enemas diarios com solugao fisioldgica 0,9%, 12 com
curcumina na concentragao de 50 mg/kg/dia e 12 com curcumina na concentragao
de 200 mg/kg/dia. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos, segundo a eutanasia
ser realizada apos 2 ou 4 semanas. As mucinas acidas na mucosa foram
identificadas por histoquimica pela técnica do Azul de Alcian. A expresséo tecidual
de sulfomucinas e sialomucinas foi identificada pela técnica da diamina de ferro alto
alcian-blue (HID-AB). O conteudo tecidual de ambos os subtipos de mucinas foi
mensurado por analise de imagem assistida por computador.

Resultados: A intervengdo com curcumina em ambas as concentragdes
utilizadas aumentou o conteudo tecidual de mucinas acidas totais. Houve aumento
no conteudo de sulfomucinas nos animais submetidos a intervengdo com curcumina
apos duas semanas (p<0,00001) e apds quatro semanas (p<0,00001), havendo

relacdo com dose de aplicagdo. Ocorreu aumento no conteudo de sialomucinas



relacionando-se com a concentragdo utilizada (p<0,00001) e ao tempo de
intervencéao (p<0,00001).

Conclus&o: Enemas com curcumina aumentam o conteudo de mucinas
acidas no célon excluso de transito intestinal, apresentando dependéncia de dose e
tempo de intervencgao.

Descritores: Colite, célon, acidos graxos de cadeia curta, curcumina,

sulfomucinas, sialomucinas.



ABSTRACT

Diversion colitis is an inflammatory disease that affects the colon
segments without intestinal stream. Its pathogenesis is related to deficiency of short-
chain fatty acids to colonic mucosal cells. The deficiency of short chain fatty acids
modifies the energetic metabolism of the cells, producing higher levels of free
radicals of oxygen. Oxygen free radicals determine tissue damage by breaking down
the different defense mechanisms that form the colonic mucosal barrier, particularly
the layer of sulphomucins and sialomucins that covers the intestinal epithelium. The
application of clisteres with antioxidant substances has shown to be a promising
therapeutic alternative for the treatment of the disease. Curcumin is one of the
natural substances with the highest antioxidant effect and theoretically could be used
for the treatment of diversion colitis.

Objective: To measure the tissue content of sulphomucins and
sialomucins on the colonic mucosa without fecal stream submitted to intervention
with curcumin and the influence of the concentration used and the intervention time.

Methods: Thirty-six rats were submitted to a proximal right colostomy and
a distal mucous fistula. They were divided into two groups according to sacrifice to be
performed two or four weeks after intervention. Each group was divided into three
subgroups according daily application of enemas containing saline, curcumin at 50
mg/kg/day or 200 mg/kg/day. Acid mucins were diagnosed by Alcian Blue technique.
The contents of mucins were quantified by computer-assisted image analysis.

Results: Intervention with curcumin in both used concentrations increased
tissue amount of total acid mucins. There was an increase in the quantity of
sulphomucins in animals submitted to intervention with curcumin after two weeks (p
<0.00001) and after four weeks (p <0.00001) and was dose related. There was an
increase in sialomucins quantity, concentration (p <0.00001) and time related (p
<0.00001).

Conclusion: Curcumin enemas increase the quantity of acid mucins in the
intestinal stream excluded colon, with dose and time dependency.

Keywords: Colitis, colon, fatty acids of short chain, curcumin,

sulphomucins, sialomucins.
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1 INTRODUGAO

A mucosa do célon funciona como uma barreira de protecéo, separando a
grande quantidade de bactérias, antigenos e toxinas presentes no interior da luz
intestinal do meio estéril [1-6]. Esse sistema de protecdo € composto por uma
barreira de prote¢cao imunologica e outra mecanica [7,8].

A protecdo imunolégica é conferida por células do sistema imune
representadas por neutrofilos, eosinofilos, basofilos, linfocitos e macréfagos, bem
como por citocinas e anticorpos, formando o maior sistema linfoide do corpo humano
[3-15].

A protegdo mecanica, por sua vez, € formada por diferentes estruturas
merecendo destaque a camada de muco que recobre o epitélio intestinal, as
membranas celulares, os complexos sistemas de jungdes intercelulares e a
membrana basal. De todas essas estruturas a camada de muco representa a
primeira linha de defesa contra a agressao externa [7,16]. Sua fungéo protetora se
deve a presencga de glicoproteinas com diferentes composi¢des [1,17]. Estas tornam
0 muco Vviscoso, lubrificando a mucosa cdlica, facilitando a progresséo e impedindo o
traumatismo mecanico das fezes [18]. A camada de mucina possui a propriedade de
impedir a aderéncia de toxinas, antigenos e enzimas digestivas ao epitélio, além de
possuir propriedades bactericidas que reduzem a populacdo bacteriana sendo,
portanto, considerado importante componente do sistema de defesa intestinal
[18,19].

Componentes do muco, as mucinas neutras e acidas s&o produzidas
pelas células epiteliais [1,17]. As mucinas acidas, por sua vez, sdo constituidas de
dois subtipos, segundo a predominancia de radicais sulfato (sulfomucinas) ou de
acido sialico (sialomucinas) em sua molécula [1,17]. A propor¢gdo de mucinas
neutras e acidas, incluindo seus componentes, € constante no trato digestivo da
mucosa coélica normal. Entretanto, suas quantidades podem estar alteradas em
algumas enfermidades como colites bacterianas, retocolite ulcerativa intestinal
inespecifica (RCUI), doenca de Crohn, colite de exclusao (CE), podlipos
adenomatosos e cancer colorretal. Estas doencas podem modificar a composicgao,
secrecao ou distribuicdo das mucinas no epitélio [1,8,17,18].
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Uma das enfermidades que altera a expressdo, o tipo e conteudo das
mucinas € a CE. A CE é uma doenga inflamatéria que acomete segmentos do
intestino grosso desprovidos de transito intestinal [19]. A patogénese da doenga esta
relacionada a deficiéncia de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), decorrente da
exclusdo do transito fecal [20-27]. Como consequéncia da auséncia de AGCC, em
particular o acido butirico, ocorre a diminui¢ao da transcricao da fragao proteica das
mucinas, acarretando um declinio na producdo das mesmas [19]. Pesquisas em
modelos experimentais de CE mostraram um aumento da produgdo de radicais
livres de oxigénio (RLO) pelas células do segmento colénico excluso. Observou-se
também que a producdo de RLO é diretamente proporcional ao tempo de auséncia
de transito intestinal [1,7,12]. Os resultados desses estudos também mostraram que
os RLO promovem dano tecidual com o objetivo de substituir as células mortas,
estimulando a proliferacdo de células da zona germinativa das glandulas mucosas.
Estas células, por sua vez, sdo imaturas e expressam um subtipo especifico de
mucina acida [7,12].

Uma sequéncia de estudos realizados no Laboratorio de Investigagcéo
Médica (LIM) da Faculdade S&o Francisco mostrou que as células desprovidas de
transito intestinal sofrem diferentes reagdes bioquimicas para produgédo de energia,
promovendo a producao de RLO. Estes, quando nao neutralizados, danificam os
mecanismos de protecdo mecanica da mucosa, inclusive com reducdo e
modificagdo da produgcdo de mucinas [8,12]. Simultaneamente, evidéncias de
estudos mostrando aplicagdo de enemas de substancias, naturais ou sintéticas, com
efeito antioxidante mostraram melhora do padrao inflamatério [28,29]. A Curcuma
longa ( Curcuma longa L.) € uma planta herbacea, pertencente a ordem das
Zingiberales e da familia Zingiberaceae [30]. Diversas propriedades medicinais tém
sido atribuidas ao extrato de Curcuma longa, inclusive efeito antioxidante por
remover RLO formados durante a resposta inflamatéria [31].

Considerando que a CE cursa com redugao do conteudo de mucinas nas
glandulas epiteliais ocasionado pelo estresse oxidativo pela maior produgédo de RLO
[7,12] e que a Curcuma longa possui efeitos antioxidantes destacados [31], torna-se
interessante verificar em um modelo experimental de CE se aplicacdo diaria de
clisteres contendo curcumina preservaria o conteudo de sulfomucinas e

sialomucinas na mucosa colica exclusa de transito intestinal. Caso a curcumina
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aumente a protecao conferida pela camada de muco que recobre o epitélio intestinal
poderia se tornar uma estratégia terapéutica de baixo custo para o tratamento da
CE.

2 OBJETIVOS

* Quantificar o conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas na
mucosa colica de ratos desprovida de transito fecal submetida a intervengdo com
curcumina.

» Verificar se o conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas no
colon excluso de transito intestinal submetido a intervengdo com curcumina
encontra-se relacionado a concentracgao utilizada.

» Verificar se o conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas no

colon excluso de transito intestinal submetido a intervengdo com curcumina

encontra-se relacionado ao tempo de intervencao adotado.

3 REVISAO DA LITERATURA

31 O epitélio colbénico

A parede intestinal € composta das camadas mucosa, muscular da
mucosa, muscular propria e serosa [32].

A mucosa é formada por uma simples camada de células justapostas,
especializadas e firmemente aderidas umas as outras, separando o conteudo
intraluminal rico em antigenos, bactérias e toxinas do meio estéril [9,10]. A mucosa
apresenta células caliciformes produtoras de muco com acao lubrificante e
bactericida [11,12]. Estas células apresentam glandulas de Lieberkuhn, cuja por¢cao
proximal tém fungdo de absorver agua e ions e a porgao distal possui células
imaturas e células tronco intestinais, responsaveis pela substituicdo de células
descamadas da superficie apical [32].

A camada muscular da mucosa é formada de fibras musculares e serve
de sustentagao para as células epiteliais [32].

A camada submucosa, por sua vez, € constituida de espessa camada de

tecido conjuntivo, e apresenta plexos de vasos sanguineos, linfaticos e nervosos. O



18

plexo de Meissner é componente da submucosa e €& responsavel pela
movimentagdo da mucosa durante a peristalse [32].

Na camada muscular prépria fica o plexo nervoso de Auerbach, principal
responsavel pelo peristaltismo intestinal [32].

Finalmente, a serosa é a camada mais externa e representa o periténio

visceral do intestino [32]. A figura 1 mostra a composigao da parede intestinal.

Figura 1: Camadas da parede intestinal.

Kadri, C.J., etal. 2015

3.2 Colite de exclusao

A primeira descricdo de CE data de 1981 [19]. Na ocasido, os autores
relataram o desenvolvimento de um processo inflamatério no intestino desprovido de
transito intestinal.

Desde entdo a entidade vem sendo estudada e observou-se que a
enfermidade tem alta prevaléncia. Estudos recentes mostram que a falta de AGCC
leva a producdo de RLO. Estes, quando produzidos em excesso, danificam a
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barreira de muco na superficie do epitélio, facilitando a translocacdo bacteriana e
induzindo uma resposta inflamatéria de defesa [7].

Os AGCC sao acidos formados por dois, trés ou quatro carbonos (acético,
propibnico e butirico respectivamente). Uma vez formados sado rapidamente
absorvidos no jejuno, ileo, célon e reto. Sdo produzidos por meio da fermentagao de
carboidratos e proteinas ingeridos pela dieta, como fibras, probidticos e prebi6ticos.
Esta fermentacdo ¢é realizada por bactérias anaerobicas, principalmente
bifidobacterias e lactobacillus, presentes no intestino grosso [11,17].

Intervengdes cirurgicas que promovem a derivagao intestinal podem
ocorrer na neoplasia obstrutiva de célon, na doenca diverticular complicada, na
doenga inflamatdria intestinal (DII), no trauma, nas estomias derivativas de protegao
contra a gravidade de fistulas de anastomoses realizadas a jusante, nos segmentos
intestinais utilizados para reconstituicdo ou derivacdo das vias urinarias e na
confecgao de neovagina [1].

No Brasil, a reconstrucédo do transito intestinal em pacientes previamente
derivados ocorre em somente 57% dos casos e o tempo médio de fechamento é de
oito meses, tempo mais do que suficiente para o desenvolvimento de CE [33]. A CE
€ diagnosticada em 91% dos pacientes submetidos a exame endoscépico
sistematico do intestino excluso de transito apds trés meses da confecgcdo do
estoma, sendo 44% de forma moderada e 4% de forma grave [33].

O quadro clinico € intimamente relacionado a extensao da CE. O paciente
pode apresentar exteriorizagdo de sangue e muco, além de dor abdominal e
tenesmo [34]. Endoscopicamente, a mucosa apresenta hiperemia, congestéo,
edema, apagamento dos vasos sanguineos e nos casos graves, Ulceras aftdides
semelhantes a RCUI [24]. Na avaliagdo anatomopatologica, encontra-se infiltrado
inflamatorio crénico, hiperplasia linfoide nodular, abcesso de criptas e indice de
apoptose maior quando comparado a areas de mucosa provida de transito intestinal
[35,36].

3.3 Estresse oxidativo

O RLO é formado normalmente a partir do metabolismo energético de
células vivas, entretanto a célula possui mecanismos antioxidantes naturais,
enzimaticos e ndo enzimaticos, que sédo responsaveis pelo equilibrio de produgao e

eliminagédo dos agentes oxidantes [37,38]. O estresse oxidativo, por sua vez, ocorre
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em situagdes de diminuigdo da capacidade antioxidante do organismo, em casos de
superproducao de RLO e por superpopulagcao de bactérias produtoras de nitrato [8].
Os RLO, em excesso, difundem-se pelo interior da célula ocasionando lesdo nas
diferentes linhas de defesa da barreira e permitindo a migracdo de antigenos e
bactérias para o interior da submucosa. Na tentativa de combater os agressores
ocorre migragdo de leucocitos e liberacdo de enzimas citoliticas, agravando o
processo inflamatorio [39-41].

3.4 Sulfomucina e sialomucina

O muco secretado pelas células caliciformes é formado por compostos
glicoproteicos, principalmente representado pelas mucinas. A molécula de mucina
tém alto peso molecular, o que a permite aderir ao epitélio colico e exercer fungcao de
barreira [19].

As mucinas sao divididas em dois grandes grupos: Mucinas neutras, ricas
em glicogénio; e acidas, ricas em acido sialico e radicais sulfatados [7]. Apesar das
diferencas bioquimicas, aparentemente elas possuem a mesma fungao [42].

As mucinas acidas dividem-se em dois subgrupos representados pelas
sulfomucinas e sialomucinas segundo a predominéncia de radicais de sulfatados ou
acido sialico respectivamente [7].

Estudos mostraram que tanto mucinas neutras quanto acidas estéo
presentes no céblon, entretanto existe um predominio de mucinas acidas, em
especial de sulfomucinas [43]. As sialomucinas encontram-se predominantemente
no dominio basal da célula, junto ao nucleo, enquanto as sulfomucinas no dominio
apical, proximo a membrana celular [44].

A intensidade de expressao, o tipo e o padréao de distribuicdo modificam-
se nas diversas doencas que afetam o cdlon [43,45,46]. Nas colites inespecificas, a
producdo de mucinas acidas encontra-se diminuida ou ausente [34]. Na RCUI e na
doenca de Cronh, por sua vez, é observado predominio de sialomucinas, enquanto

na CE as sulfomucinas ocupam praticamente toda a extensao da cripta [1,7,11,43].

3.5 Curcuma longa (Curcumina)
A Curcuma longa € uma planta herbacea, pertencente a ordem das
Zingiberales e da familia Zingiberaceae [13,30]. A planta foi introduzida no Brasil

nos anos 80, porém é originaria no sudoeste da Asia [47]. A porcdo de interesse
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comercial é o rizoma da planta, devido a suas propriedades farmacoldgicas [13,47].
A Curcuma longa também é conhecida popularmente como acgafrdo-da-india,
acafrdo, tumérico, mangarataia, batatinha amarela, gengibre dourado e gengibre
amarelo.

Os principais compostos obtidos do extrato do rizoma da Curcuma longa
sdo conhecidos como curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina
[13,48] (Figura 2).

Figura 2: Compostos obtidos do extrato de Curcuma longa.
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Diversas propriedades medicinais foram atribuidas a Curcuma longa.
Encontra-se descrito na literatura o uso medicinal da curcumina como analgésico,
antisséptico, antiespasmddico, vermifugo, no tratamento de dispepsia, na uveite
anterior cronica, na erradicacdo do Helicobacter pylori, em experimentos cientificos
na artrite, no mal de Alzheimer, nas osteoartrites, na diabetes e em cancer de figado
e colorretal [47-61].

Extensas pesquisas mostraram o efeito antioxidante da curcumina, o que

torna interessante sua avalia¢ao na CE [2,18,30].

4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais de experimentagao

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, pesando entre 300 e 350 g,
com idade aproximada de 12 meses, provenientes do Biotério Central da
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Universidade S&o Francisco. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em
ambiente climatizado, com controle de temperatura, luminosidade, umidade e ruidos.
Na véspera da intervengdo cirurgica, permaneceram em jejum durante 12 horas,
exceto para agua. As gaiolas foram identificadas com o numero, grupo e subgrupo
experimental a que pertenciam e esses mesmos dados foram tatuados com tinta da
China, na cauda de cada animal. Os ratos foram alimentados sempre com a mesma
racao, propria para roedores, e pesados semanalmente. Nenhum animal morreu ou

foi substituido durante o estudo.

4.2 Técnica cirurgica

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

pontos separados com o mesmo fio (Figura 3).
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Figura 3: Técnica cirurgica.

Seccdo do cédlon 4cm acima Colostomia proximal Irrlgagatz d°‘ c.°"f“.d'“al com
da Placa de Peyer solucdo fisiolégica 0,9%
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Colostomia proximal
Fistula mucosa distal

Cortesia Laboratdrio de Investigagdo Médica da Faculdade Séo Francisco

4.3 Grupos experimentais

Os 36 animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais com 12 ratos cada. O primeiro grupo recebeu enemas retais diarios
contendo solucao fisioldgica a 0,9% (grupo controle). O segundo e o terceiro (grupos
experimentais), receberam, diariamente um enema diario contendo extrato oleoso de
Curcuma Ilonga (Sigma Aldrich do Brasil LTDA., Sao Paulo, Brasil) em duas
concentragdes diferentes: 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia, respectivamente. Em cada
um dos grupos, seis animais foram sacrificados ap6s duas semanas e os outros seis

apoés quatro semanas de intervencao (Figuras 4 e 5).



Figura 4: Intervencao
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Figura 5: Subdivisao dos grupos experimentais.
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4.4 Coleta das amostras

24

Duas ou quatro semanas apds a intervencdo com as substancias

propostas, os animais pertencentes a cada grupo foram anestesiados com a mesma

técnica descrita anteriormente. A cavidade abdominal foi reaberta, removendo-se

todo célon submetido a irrigagcao com as solucdes de intervencédo nas concentracoes



25

propostas. O espéecime extirpado foi aberto longitudinalmente pela borda
antimesentérica, lavado com SF a 37°C e dividido longitudinalmente em dois
fragmentos com 4 cm de comprimento. Os fragmentos longitudinais foram sempre
retirados de uma distancia padronizada e localizada 2 cm acima da placa de Peyer.
Os dois fragmentos foram fixados com alfinetes em fragmento de cortica com a
superficie mucosa voltada para cima e, encaminhados para estudo histologico e
histoquimico (Figura 6).

Figura 6: Coleta das amostras

A - Colon com transito Espécimes removidos para estudo
. s . histologico
8 - Célon sem transito g

Cortesia Laboratério de Investigagdo Médica da Faculdade Séo Francisco

4.5 Analise histologica

Os fragmentos removidos foram submersos em solugdo tamponada de
formaldeido a 10% (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 24 horas, desidratados por
exposicao a concentracdes crescentes de alcool e emblocados em parafina. De
cada bloco dois cortes histologicos com 5 pm de espessura foram realizados para
montagem de laminas. Apés montadas, os espécimes foram clareados, reidratados
e corados pelas técnicas da hematoxilina-eosina (HE), para o diagnostico de colite, e
pelo azul de Alcian (AB) para a identificagcdo das mucinas acidas. Do mesmo modo,
a expressao tecidual de sialomucinas e sulfomucinas foi avaliado pela técnica
histoquimica da diamina de ferro alto alcian-blue (HID-AB). Com essa técnica, as
sulfomucinas coram-se em marrom enquanto as sialomucinas em azul (Figuras 7 e
8).
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Figura 7: Lamina mostrando histologia do colon normal.

Cortesia Professor Carlos Augusto Real Martinez

Figura 8: Lamina mostrando histologia do colon excluso.

-

Cortesia Professor Carlos Augusto Real Martinez
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4.6 Graduacao inflamatoéria

As laminas foram analisadas em microscopio éptico (Eclipse DS-50, Nikon
Inc., Osaka, Japan), por um patologista experiente em DIl, que nao tinha
conhecimento da origem do material e dos objetivos do estudo. Foram realizadas
fotografias utilizando sistema digital de videocaptura (DS-Fi-50; Nikon Inc., Osaka,
Japan) previamente acoplado ao microscépio. Para o diagnostico de CE foram
considerados o0s seguintes parametros histolégicos: perda de superficie epitelial
(ulceragdes epiteliais), presenga de abscessos em criptas célicas, intensidade do
infiltrado inflamatorio e presenga de fibrose. A cada uma dessas variaveis foi
atribuindo um valor expresso em cruzes: 0/+ = ausente; ++/+++ = leve; ++++/+++++
= moderada e > 6+ grave. O valor da soma do resultado encontrado para variavel,
apos leitura de trés campos, formava o escore inflamatério para a presencga de colite
(0->6) [8] (Tabela 1). A leitura das laminas foi realizada com magnificagao final de
200x e sempre feita em local onde existissem pelo menos trés glandulas célicas
integras. Adotou-se como resultado final para o escore inflamatério, em cada animal,

a media obtida apods a leitura de trés campos distintos.
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Tabela 1: Graduacgao Inflamatoria

Grau de inflamacéao Escore Caracteristicas histopatoldgicas

Auséncia de perda epitelial
Sem abscessos de criptas
Ausente 0-1 _
Intensidade do infiltrado inflamatério

Auséncia de fibrose

Pequena perda epitelial
Sem abscessos de criptas
Leve 2-3 . _
Infiltrado inflamatério em <50%das criptas

Auséncia de fibrose

Perda epitelial pequena
Abscessos <50% das criptas
Moderado 4-5 . . ) .
Infiltragdo neutrofilica em >51%das criptas

Presenca de fibrose focal

Grande perda epitelial
Abscessos >51% das criptas
Intenso >6 . . _ .
Infiltragdo neutrofilica em >51%das criptas

Fibrose difusa

4.7 Quantificagdo do contetdo de sulfomucinas e sialomucinas

O conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas foi mensurado por
analise de imagem assistida por computador (morfometria computadorizada),
quantificando-se o conteudo de ambos os subtipos, em trés glandulas célicas
integras e contiguas analisando-se sempre para cada lamina trés campos distintos.
O conteudo de ambos os subtipos de mucinas foi quantificado nas mesmas
gléandulas selecionadas.

Apos a identificagdo do campo histolégico que iria ser analisado a
imagem selecionada, apos adequadamente focada, foi capturada por video-camera
(DS-Fi-50; Nikon Inc., Osaka, Japan), acoplada ao microscépico 6ptico (Eclipse DS-
50, Nikon Inc., Osaka, Japan), e analisada pelo programa NIS-Elements (NIS-
Elements, versdo 3.2 para Windows, Nikon Inc., Osaka, Japan), instalado em um

computador com grande capacidade de processamento de imagens graficas [I0S-5
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dual-core, oito GB de Memdria RAM (Random Access Memory)], com placa de
video-captura (Asus A7N8X-X) e armazenadas em um disco rigido externo com
capacidade de armazenamento de 1 Terabyte).

A quantificagdo das glicoproteinas foi sempre realizada apos a calibragéo
do programa para o aumento selecionado (200x). A calibragéo foi sempre refeita
apos a leitura de cada lamina histologica. Para a quantificagdo do conteudo da
proteina encontrada em cada campo escolhido, foi utilizado o filtro RGB adotando-se
histograma de onda que continha todo o espectro de variagdo para as cores marrom
(cor que identificava a imunoexpressao de sulfomucina) ou azul (cor que identificava
a imunoexpressao de sialomucina). A mensuragéo de cada uma das proteinas foi
feita separadamente. Em cada lamina, depois de identificado o campo selecionado,
inicialmente mensurou-se o conteudo se sulfomucinas. Depois de captado no campo
histolégico todo o conteudo que expressava a coloragdo marrom, era possivel
transformar todo o campo de visdo numa imagem binaria onde a coloragdo marrom,
que identificava a imunoexpressao da sulfomucina era transformada na cor branca e
todo o restante do campo de visdo capturado, onde ndo havia a presenca da
coloragdo marrom, em preto. Com isso era possivel verificar quanto havia de
coloragao branca no campo focal preenchido pela cor preta. No local realizava-se a
identificacdo da coloragcdo azul, que identificava a presengca de sialomucinas
repetindo-se a metodologia de quantificagdo descrita para a medida da sulfomucina.
Em cada lamina, como referido anteriormente, esse processo foi repetido em trés
campos histolégicos distintos. Os valores encontrados para o conteudo tecidual de
cada uma das duas glicoproteinas estudadas nos trés campos analisados foram
somados e o valor final para cada lamina sempre expresso em porcentagem do
conteudo da proteina por campo analisado. O valor final adotado para os subgrupos
controle e experimento (irrigados com SF ou extrato oleoso de curcumina nas
concentragbes de 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia) foi sempre expresso com o valor
médio com o respectivo erro padrdo. Todas as imagens selecionadas foram

arquivadas para posterior documentagéao fotografica.

4.8 Aspectos éticos
Este estudo obedeceu as recomendacdes da lei Federal No. 11.794 e
as orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA)[62]. O



30

Projeto de Pesquisa recebeu a aprovagéo do Comité de Etica no uso de Animais em
pesquisa da Universidade Sao Francisco (Projeto No 22.11/07). A cépia do parecer
encontra-se no ANEXO.

4.9 Analise estatistica
O numero de animais utilizados foi definido por meio do teste de
Amostra. O conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas foi descrito segundo o
valor médio encontrado com o respectivo desvio padrdo. A comparagao entre 0s
grupos foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney e a variancia pelo teste ANOVA. Em
ambos os testes adotou-se nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando-se o
programa Biostat® verséo 5.0.

5 RESULTADOS

Os 36 animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais com 12 ratos cada. A Figura 5 mostra o algoritmo de formag&o dos
grupos experimentais.

O Gréafico 1 mostra a graduagao inflamatéria utilizando o escore
inflamatério do Mount Sinai Hospital modificada. Observa-se que o indice
inflamatorio tecidual diminui apds irrigagcdo com curcumina nas doses de
50mg/kg/dia e de 200 mg/kg/dia apds duas e quatro semanas.

O Gréfico 2 mostra o conteudo tecidual de sialomucinas em segmento
colico desprovido de transito intestinal, mensurados no controle e apos irrigagdo com
curcumina nas doses de 50mg/kg/dia e de 200 mg/kg/dia apdés duas e quatro
semanas. Observa-se que o conteudo tecidual de sialomucinas diminui nos
controles apds quatro semanas de irrigagdo com soro fisiolégico 0,9%. Verifica-se
também que esta mucina acida esta aumentada apéds intervengdo com curcumina, e
que este aumento esta relacionado a dose e tempo de terapéutica.

O Gréfico 3 mostra o conteudo tecidual de sulfomucinas em segmento
colico desprovido de transito intestinal, mensurados no controle e apos irrigagdo com
curcumina nas doses de 50mg/kg/dia e de 200 mg/kg/dia apdés duas e quatro
semanas. Observa-se que o conteudo tecidual de sulfomucina aumenta nos

controles apds quatro semanas de irrigagdo com soro fisiolégico 0,9%. Verifica-se
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também que esta mucina acida esta aumentada apds intervengdo com curcumina, e
que este aumento esta relacionado a dose e tempo de terapéutica.

A Tabela 2 compara estatisticamente a quantidade de sulfomucina e
sialomucina expressa no tecido de segmento colico desprovido de transito intestinal,
apos intervengao especifica com soro fisiologico 0,9%, curcumina 50 mg/kg/dia e
curcumina 200mg/kg/dia, em relagdo ao tempo de exposigdo a intervencgao.
Observa-se que a quantidade de ambas as mucinas acidas € maior apos 4 semanas
em todas as formas de terapéutica utilizadas, demonstradas com significancia

estatistica.

Gréfico 1: Graduacgao inflamatédria seguindo escore de Mount Sinai
Hospital modificada.
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Grafico 2:
soro fisiolégico 0,9%, curcumina 50mg/kg/dia e curcumina 200mg/kg/dia apdés duas
e quatro semanas.
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Grafico 3: Conteudo tecidual de sulfomucina apos intervengdo com
soro fisiolégico 0,9%, curcumina 50mg/kg/dia e curcumina 200mg/kg/dia apdés duas
e quatro semanas.
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Teste de ANOVA. Sulfomucinas: Duas semanas: S.F. 0,9% > Curcumina 50mg/kg/dia; S.F.0,9% >
Curcumina 20mg/kg/dia; Curcumina 200mg/kg/dia > Curcumina 50mg/kg/dia. Quatro semanas:
S.F.0,9% > Curcumina 50mg/kg/dia; S.F. 0,9% > Curcumina 200mg/kg/dia; Curcumina 200mg/kg/dia
> Curcumina 50mg/kg/dia.Sialomucinas: Duas semanas: S.F.0,9% > Curcumina 50mg/kg/dia;
S.F.0,9% x Curcumina 200mg/kg/dia (NS); Curcumina 200mg/kg/dia > Curcumina 50mg/kg/dia.
Quatro semanas: S.F.0,9% < Curcumina 50mg/kg/dia; S.F.0,9% < Curcumina 200mg/kg/dia;
Curcumina 50mg/kg/dia < Curcuma longa 200mg/kg/dia.
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Tabela 2: Influéncia do tempo de intervengcao na expressao tecidual
de sulfomucinas e sialomucinas nos animais submetidos a intervengcdo com S.F

0,9% e extrato oleoso de curcumina nas concentragdes de 50mg/kg/dia e

200mg/kg/dia.
Substancia de intervencido e Média * Erro padrao
p valor
concentragao 2 semanas 4 semanas
Sulfomucinas
Controle 14,0+0,32 20,48+0,24 <0,0001
Curcumina (50mg/kg/dia) 5,22+0,39 7,31+0,61 <0,004
Cuarcuma longa (200mg/kg/dia) 10,56+0,36 14,61+0,49 <0,0001
Sialomucinas
Controle 0,471+0,06 0.080+0,01 <0,0001
Cuarcuma longa (50mg/kg/dia) 0.157+0,03 1,08+0,12 <0,0001
Cuarcuma longa (50mg/kg/dia) 0,74340,09 1,781+0,09 <0,0001

Teste de Mann-Whitney. 4 semanas x 2 semanas.

A Tabela 3 compara estatisticamente a quantidade de sulfomucina e
sialomucina expressa no tecido de segmento colico desprovido de transito intestinal,
apos intervengao especifica com soro fisiologico 0,9%, curcumina 50 mg/kg/dia e
curcumina 200mg/kg/dia, considerando substancia de intervengao e dose utilizada.
Observa-se que a quantidade de ambas as mucinas acidas é maior apos
intervencdo com curcumina 200mg/kg/dia, demonstradas com significancia
estatistica.

Na Figura 9, o segmento desprovido de transito fecal submetido a
intervengédo com soro fisiolégico 0,9% por quatro semanas possui irregularidade da
mucosa e baixa concentragdo tecidual de mucinas acidas, em especial
sialomucinas. Por sua vez, pode-se notar pelas Figuras 10 e 11 que a arquitetura da
mucosa esta preservada e ha presenga abundante de mucinas acidas, em especial
na mucosa colica do segmento desprovido de transito fecal submetido a intervengao

com curcumina 200 mg/kg/dia por quarto semanas.
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Tabela 3: Influencia da concentragao utilizada na expresséo tecidual
de sulfomucinas e sialomucinas nos animais submetidos a intervengédo com SF 0,9%
e extrato de Curcumina nas concentragdes de 50mg/kg/dia e 200mg/kg/dia apos 2

ou 4 semanas de intervencgao.

Substancia de Média * Erro padrao p valor

intervencgao e
SF 0,9% Curcumina Cudrcuma

concentragao
(50mg/kg/dia) (200mg/kg/dia)

Sulfomucinas
2 semanas 14,0+0,32 5,22+0,39 10,56+0,36 <0,00001

4 semanas 20,48+0,24 7,31+0,61 14,61+0,49 <0,00001

Sialomucinas
2 semanas 0,471+0,06 0.157+0,03 0,743+0,09 <0,0004

4 semanas 0.080+0,01 1,08+0,12 1,78+0,09 <0,0001

Teste de ANOVA. Sulfomucinas: Duas semanas: S.F. 0,9% > Curcumina 50mg/kg/dia; S.F.0,9% >
Curcumina 20mg/kg/dia; Curcumina 200mg/kg/dia > Curcumina 50mg/kg/dia. Quatro semanas:
S.F.0,9% > Curcumina 50mg/kg/dia; S.F. 0,9% > Curcumina 200mg/kg/dia; Curcumina 200mg/kg/dia
> Curcumina 50mg/kg/dia.Sialomucinas: Duas semanas: S.F.0,9% > Curcumina 50mg/kg/dia;
S.F.0,9% x Curcumina 200mg/kg/dia (NS); Curcumina 200mg/kg/dia > Curcumina 50mg/kg/dia.
Quatro semanas: S.F.0,9% < Curcumina 50mg/kg/dia; S.F.0,9% < Curcumina 200mg/kg/dia;
Curcumina 50mg/kg/dia < Curcuma longa 200mg/kg/dia.
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Figura 9: A mucosa célica em segmento desprovido de transito fecal
submetida a intervencdo com soro fisiolégico 0,9% por quarto semanas. Nota-se a
irregularidade da mucosa, bem como a baixa concentracdo de mucinas acidas, em

especial de sialomucinas.
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Figura 10: A mucosa colica em segmento desprovido de transito

fecal submetida a intervengdao com curcumina 50 mg/kg/dia por quarto semanas.

Nota-se a presenca de mucinas acidas em quantidade maior do que no controle.
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Figura 11: A mucosa colica em segmento desprovido de transito
fecal submetida a intervencdo com curcumina 200 mg/kg/dia por quarto semanas.

Nota-se a arquitetura preservada da mucosa e a presenca abundante de mucinas

acidas.

6 DISCUSSAO

Este estudo objetivou quantificar o conteudo tecidual de sulfomucinas e
sialomucinas na mucosa colica desprovida de transito fecal e verificar se a
guantidade de mucinas acidas se alterava apds intervengao com curcumina.

A fisiopatologia da CE ainda é motivo de investigagdo, entretanto
acredita-se que seja considerada uma sindrome de deficiéncia nutricional decorrente
da interrupcado do fornecimento regular de AGCC a mucosa codlica exclusa de

transito intestinal [63]. Uma série de estudos mostrou que a mucosa colica
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desprovida do suprimento de AGCC desenvolvem CE, enquanto segmentos
intestinais com transito restabelecido ou irrigados com solugdes nutricionais ricas em
AGCC apresentam melhora do processo inflamatoério [64].

Os mecanismos moleculares pelos quais a deficiéncia de AGCC
ocasionava a CE comecaram a ficar esclarecidos com os resultados de estudos
experimentais mostrando que as células do epitélio colico sem o fornecimento de
AGCC modificam seu metabolismo oxidativo mitocondrial formando altos niveis de
RLO [7]. Essas substancias sao toxicas para as células da mucosa cdlica
danificando as diferentes linhas de defesa permitindo a migracdo de antigenos e
bactérias da luz para as camadas estéreis da parede intestinal. A infiltracdo
bacteriana do meio interno da parede intestinal deflagra o processo inflamatoério que
promove e perpetua a lesao tecidual [7,12,29,65,66].

Considerando que o principal agente responsavel pelo surgimento da CE
seja 0 aumento na produgao de RLO, alguns autores passaram a utilizar substancias
com atividade antioxidante para o tratamento da CE. Em animais de experimentagao
varias dessas substancias mostraram-se eficazes reduzindo a producédo de RLO,
melhorando o dano oxidativo tecidual e reduzindo o processo inflamatorio a mucosa
colica [29,66,67].

A curcumina € um dos principios ativos encontrados no rizoma da
Curcuma longa [47]. A esta substancia sao atribuidas diversas acodes, dentre elas
efeito  anti-inflamatério, antimicrobiano, antiarteriosclerose, hepatoprotetor,
anticoagulante, antitrombatico, hipoglicemiante e anticarcinogénico [56,57,68-77].
Além disso, a curcumina é capaz de sequestrar uma variedade de RLO, o que lhe
confere um efeito antioxidante [78-81]. Diante de todas essas propriedades, € valido
considerar a utilizagdo da curcumina como potencial estratégia terapéutica para CE.

Estudos com curcumina na RCUI foram realizados e demostraram
beneficios tanto em ratos como em seres humanos. Sugimoto et al, em 2002,
utilizou curcumina misturada a racao de ratos induzidos a colite com acido
trinitrobenzenosulfénico, observando melhora histologica [82]. Em seres humanos,
Holt, Katz e Kirshoff, em 2005, administraram curcumina a cinco pacientes com
doenca de Crohn e RCUI, observando melhora dos sintomas clinicos. Hanai et al,
em 2006, mostraram por estudo randomizado em individuos com RCUI, que

pacientes com administragdo conjunta de curcumina e sulfassalazina mantinham
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maior resposta clinica sustentada do que aqueles pacientes com administracédo
isolada do salicilato. Kumar et al, em 2012, promoveram a primeira revisao
sistematica da literatura que mostrou eficacia do emprego da curcumina na
manutencao clinica sustentada em pacientes com RCUI [83-86]. Considerando a
resposta eficaz da RCUI a curcumina, € valido considerar que esta também seja
efetiva na CE, uma vez que as -caracteristicas clinicas, endoscépicas e
histopatoldgicas das duas doencgas se assemelham [7,39].

Merece destaque o fato de que a maioria dos estudos com curcumina nao
demostrou toxicidade, além de efeitos colaterais despreziveis para o uso em seres
humanos [87].

Também deve ser considerado o fato de a curcumina ser insoluvel em
agua, o que dificulta a absorgéo pelo trato gastrointestinal e gera a necessidade de
administragdo de altas doses da curcumina para atingir nivel sérico. Entretanto, a
medicagdo atinge concentragdes elevadas na luz intestinal, dado que corrobora que
a acgao topica talvez seja mais importante do que a sistémica [47,88].

Existem diversas maneiras de avaliar lesédo tecidual. Estudos mostraram
uma reducdo do conteudo tecidual de mucinas acidas e neutras em segmentos
intestinais desprovidos de transito, levando a acreditar que o estresse oxidativo
interfere com a producdo dessas proteinas [1,7]. Nonose et al, em 2009,
demonstraram que a derivagdo do transito fecal diminui a expressdo de mucinas
acidas nos segmentos desprovidos de transito intestinal e que essa alteragdo na
expressdo é tempo dependente. Relataram também que as quantidades de
sulfomucina e sialomucinas geralmente sdo constantes na superficie do célon
normal. No entanto, a inversao de suas propor¢des frequentemente é considerado
uma alteragao patoldgica [12].

Considerando as similaridades clinicas e histopatologicas entre CE e
RCUI, é concebivel inferir que possa haver evolugdo do processo inflamatorio
crénico para displasia e neoplasia na CE, assim como ocorre na DIl. Da mesma
maneira, é factivel acreditar que a quantificacdo da expressado de sulfomucina e
sialomucinas na mucosa cdlica pode ser um possivel avaliador da eficacia
terapéutica de diferentes substancias utilizadas, incluindo a curcumina, cuja agéo
antioxidante preveniria o desenvolvimento de displasia e posteriormente céancer

colorretal [12]. Vale ressaltar, entretanto, que a apresentacgao inversa na expressao
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de mucinas acidas na DIl e na CE, associado a incidéncia crescente de cancer
colorretal entre individuos com RCUI sugere que outros fatores intraluminais possam
estar envolvidos neste padrao distinto de expressao de sulfomucina e sialomucinas.
E possivel que os diferentes padrées de expressdo tecidual de mucinas &cidas
possam estar relacionados a uma menor possibilidade de transformacao neoplasica
[7,89].

Quando se considera que a curcumina possui efeito antioxidante e € um
medicamento de baixa toxicidade e efeitos colaterais despreziveis parece
interessante estudar seu efeito na CE, avaliando seu efeito no padrao de expressao
de mucinas acidas no segmento colénico excluso.

Verificou-se que aplicagdo de enemas de curcumina nas concentragdes
de 50 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia aumentou consideravelmente o conteudo total de
mucinas acidas do coélon desprovido de transito fecal quando comparado ao grupo
de animais tratados com soro fisiolégico a 0,9%, fato que corrobora os achados de
estudos que mostram os efeitos protetores e antioxidantes da curcumina [32].

Constatou-se que o conteudo tecidual de sulfomucina aumenta nos
controles apds quatro semanas de irrigagdo com soro fisiolégico 0,9%. Martinez et
al, em 2010, demonstraram que com o0 aumento da duragdo da exclusao
predominou a expressao de sulfomucinas nos tecidos. Em relagdo as sialomucinas,
observou-se que apos seis semanas de exclusdo, o conteudo tecidual inicialmente
aumentou na parte mais profunda das criptas, mas posteriormente desapareceu. Os
autores sugeriram que esse desaparecimento provavelmente estava relacionado a
mudangas no turnover celular ao longo das criptas, que vieram a apresentar uma
maior populagéo de células imaturas que s6 eram capazes de produzir sulfomucinas
[7,90].

Observou-se ainda que a quantidade tecidual de sialomucina e
sulfomucina € diretamente proporcional a dose de curcumina administrada e mais
extenso o periodo de tratamento.

Pesquisas anteriores que quantificaram a expressao tecidual de mucinas
acidas na colite de exclusdo em ratos constataram uma significativa redu¢cdo no
conteudo de sulfomucinas e sialomucinas, fato que valoriza ainda mais os achados
desta pesquisa. Acredita-se que a reducdo das mucinas acidas, principalmente as
sialomucinas, esteja relacionada a auséncia de AGCC [7,12,91].
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Sendo assim, os resultados do presente estudo parecem confirmar
informacdes de estudos anteriores que demostraram o efeito protetor da curcumina
sobre o epitélio coldnico, bem como demonstra indiretamente o papel dos RLO na
fisiopatologia da CE.

Em suma, este estudo evidenciou, através de seus resultados, que a
aplicacao topica de enemas de curcumina em segmentos colbnicos exclusos de
transito fecal aumenta a quantidade tecidual de sulfomucinas e sialomucinas, dado
que demonstra o efeito protetor desta terapéutica. Evidenciou ainda que a acéo da
curcumina € dependente de dose e tempo.

A CE é uma patologia de alta prevaléncia, que compromete a qualidade
de vida de pacientes que ja convivem com os estigmas de um estoma. Uma
terapéutica de baixa toxicidade, baixo custo e alta efetividade, como a curcumina,
pode aliviar o desconforto e sofrimento destes enfermos.

7 CONCLUSAO

O conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas na mucosa codlica
desprovida de transito fecal submetida a intervengcdo com curcumina aumenta
quando comparado a mucosa colica com intervengdo com soro fisiologico.

O conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas no célon excluso de
transito intestinal submetido a intervencdo com curcumina encontra-se relacionado a
concentragao utilizada, sendo maior na intervengdo com curcumina 200mg/kg/dia.

O conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas no célon excluso de
transito intestinal submetido a intervengdo com curcumina encontra-se relacionado
ao tempo de intervencdo adotado, sendo maior na terapia realizada com quatro

semanas.
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ANEXOS

Carta de aprovacdo do Comité de Etica

¢)

UNIVERSIDADL

Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAD FRANCISCO
Braganga Paulista, 22 de Abril de 2010

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo dos efeitas antioxidantes do dcido S-aminosalicilico, n-
acetilcisteina, extrato aquoso de flex paroguariensis e curcuma longa na colite de exclusio.
Estudo experimental em ratos.

AREA DE CONHMECIMENTO: Stricto Sensy om Ciéncias da Saide

Autorles): Prof. Dr. Carlos Augusto Real Martinez; Prof. Dr. Marcelo Lima Ribeiro; Profa. Dra.
Patricia de Oliveira Carvalho; Profa, Dra. Alessandra Gambero: Prof. Ms. José Alres Pereira
Instituigio: UNIVERSIDADE SAQ FRANCISCO

Protocolo: 002.04.10

Prerado(a)(s) Pesquisadorfa)s),

O Comité de Etica em Pesguisa — CEP, da Universidade S3o Francisco, analisou em
reuniio extraordindria do dia 22/04/2010 o projeto de pesquisa supracitado, sob a
responsabilidade de Vossa Senhoria,

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: APROVADOD
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Ficha de informagdes de seguranga de produtos quimicos

S I G M A-A L D R I C H _ sigma-aldrich.com
FICHA DE INFORMACOES DE SEGURANCA DE PRODUTOS
QUIMICOS

Verséo 5.6
Data de revisdo 21.12.2015
Data de impressao 26.10.2016

1. IDENTIFICACAO DO PRODUTO E DA EMPRESA
1.1 Identificadores do produto
Nome do produto ' Curcumin
Referéncia do Produto . C1386
Marca :  Sigma

1.2 Outros meios de identificacao

Natural Yellow 3
(E,E)-1,7-bis(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione
Diferulylmethane

Diferuloylmethane

1.3 Utilizac6es identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizacoes desaconselhadas
S6 para utilizacdo R&D. Nao para utilizagado farmaceutica, doméstica ou outras utilizagdes.
1.4 Identificacdo do fornecedor da ficha de dados de seguranca

Companhia : Sigma-Aldrich Brasil Ltda.
Av. das Nagdes Unidas, 23.043
04795-100 SAO PAULO - SP

BRAZIL
Telefone : +55 113732 3100
Numero de Fax : +55 11 5522 9895
Email enderego : sigmabr@sial.com

1.5 Numero de telefone de emergéncia
0800-720-8000

2. IDENTIFICACAO DE PERIGOS

2.1 Classificacao GHS
Toxicidade aguda, Oral (Categoria 5)
Irritacdo cutanea (Categoria 2)
lirritagdo ocular (Categoria 2A)
Toxicidade para 6rgdos-alvo especificos - exposigao Unica (Categoria 3)

2.2 Elementos da Etiqueta GHS, incluindo declaracoes de prevencao
Pictograma

Palavra de adverténcia Atengao
Frases de Perigo
H303 Pode ser perigoso por ingestao.
H315 Provoca irritacdo cutanea.
H319 Provoca irritagdo ocular grave.
H335 Pode provocar irritacdo das vias respiratorias.
Sigma - C1386 Curcumin Pagina1 de 7
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Frases de Precaugéo

Prevengdo
P261
P264
P271
P280

Resposta
P302 + P352

P304 + P340

P305 + P351 + P338

P312
P321

P332 + P313
P337 + P313
P362

Armazenagem
P403 + P233
P405

Destruicao
P501
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Evitar respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoas/ vapores/ aerossois.
Lavar a pele cuidadosamente apés manuseamento.

Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.

Usar luvas de protecgao/ protecgéo ocular/ protecgéo facial.

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar abundantemente com
sabonete e agua.

EM CASO DE INALAGAO: retirar a vitima para uma zona ao ar livre e
manté-la em repouso numa posi¢do que nao dificulte a respiragéo.
SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de
contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.
Caso sinta indisposigao, contacte um CENTRO DE INFORMAGCAO
ANTIVENENOS ou um médico.

Tratamento especifico (ver as instrugdes suplementares de primeiros
secorros no presente rétulo).

Em caso de irritagdo cutanea: consulte um médico.

Caso a irritacédo ocular persista: consulte um médico.

Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

Armazenar em local bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado.
Armazenar em local fechado a chave.

Eliminar o conteudo/ recipiente em instalagcdo aprovada de destruigdo de
residuos.

2.3  Outros Perigos - nenhum(a)
COMPOSICAO E INFORMAGCOES SOBRE OS INGREDIENTES
3.1 Substancias
Sinénimos Natural Yellow 3
(E,E)-1,7-bis(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione
Diferulylmethane
Diferuloylmethane
Formula Co1H200g
Peso molecular 368.38 g/mol
No. CAS 458-37-7
Componente [ Concentragéo
No. CAS 458-37-7 <=100 %
No. CE 207-280-5
MEDIDAS DE PRIMEIROS-SOCORROS
4.1 Descricao das medidas de primeiros socorros

Recomendacao geral

Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo.

Em caso de inalacao

Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se néo respirar, dar respiracéo artificial. Consultar um

médico.

Sigma - C1386 Curcumin
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Em caso de contacto com a pele
Lavar com sabdo e muita agua. Consultar um médico.

Se entrar em contacto com os olhos
Lavar cuidadosamente com muita dgua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.

Em caso de ingestao
Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua. Consultar um médico.

4.2 Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
Até onde sabemos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicoldgicas ndo foram minuciosamente
investigadas.
4.3 Indicacoes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
Dados néo disponiveis
MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO
5.1 Meios de extincao
Meios adequados de extin¢ao
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao alcool, produto quimico seco ou diéxido de carbono.
5.2 Perigos especiais decorrentes da substéncia ou mistura
Oxidos de carbono
5.3 Recomendacdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiragéo auténomo para combate a incéndios, se necessario.
5.4  Outras informacbes
Dados néo disponiveis
MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO
6.1  Precaucdes individuais, equipamento de protecéao e procedimentos de emergéncia
Usar equipamento de protegao individual. Evitar a formagao de poeira. Evitar a respiragdo do
vapor/névoal/gas. Assegurar ventilagdo adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Evitar de
respirar o po.
6.2 Precaucdes a nivel ambiental
N&o permitir a entrada do produto no sistema de esgotos.
6.3 Meétodos e materiais de confinamento e limpeza
Apanhar os residuos sem levantar poeiras. Varrer e apanhar com uma pa. Manter em recipientes
fechados adequados, para eliminagao.
6.4 Remissao para outras seccoes
Para eliminagao de residuos ver secgao 13.
MANUSEIO E ARMAZENAMENTO
7.1  Precaucdes para um manuseamento seguro
Evitar o contacto com a pele e os olhos. Evitar a formagao de p6 e aerossois.
Providenciar uma adequada ventilagdo em locais onde se formem poeiras.
7.2 Condicoes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado.
Temperatura recomendada de armazenagem -20 °C
7.3  Utilizacdes finais especificas
Dados néo disponiveis
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CONTROLE DE EXPOSIGAO E PROTEGAO INDIVIDUAL

8.1 Parametros de controlo
Limites de exposicdo ocupacional
Ndés ndo temos conhecimento de nenhuma limite de exposi¢&o nacional.
8.2 Controlo da exposicao
Controlos técnicos adequados
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e seguranga. Lavar as maos antes dos
intervalos e no final do dia de trabalho.
Protecao individual
Proteccéao ocular/ facial
Oculos de protecgdo com um lado protector de acordo com EN 166 Use equipamento de protegao
ocular testado e aprovado de acordo com as normas governamentais adequadas, tais como NIOSH
(US) ou EN 166 (EU).
Proteccao da pele
Manusear com luvas. As luvas devem ser inspeccionadas antes da utilizagdo. Use uma técnica
adequada para a remogao das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o contacto
da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apds o uso, em conformidade com as leis e
boas praticas de laboratério . Lavar e secar as maos.
As luvas de protecgdo seleccionadas devem satisfazer as especificagcdes da Directiva da UE
89/689/CEE e a norma EN 374 derivada dela.
Contacto total
Material: Borracha de nitrilo
espessura minima da capa: 0.11 mm
Pausa através do tempo: 480 min
Material ensaiado:Dermatril® (KCL 740 / Aldrich Z677272, Tamanho M)
Contacto com salpicos
Material: Borracha de nitrilo
espessura minima da capa: 0.11 mm
Pausa através do tempo: 480 min
Material ensaiado:Dermatril® (KCL 740 / Aldrich Z677272, Tamanho M)
fonte de dados: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Telefone +49 (0)6659 87300, e-mail sales@kcl.de,
Método de ensaio: EN374
Se for utilizado em solugéo, ou misturado com outras substancias, e sob condi¢gdes que diferem da
EN 374, contactar o fornecedor de luvas da CE. Esta recomendagéo é apenas desejavel e deve ser
avaliada por um responsavel de seguranga e higiene industrial familiarizado com a situacéo
especifica de utilizagao pretendida pelos nossos clientes. Ndo deve ser interpretado como uma
oferta de aprovacéo para qualquer cenario de uso especifico
Proteccao do corpo
Roupas impermeaveis, O tipo de equipamento de protecgéo deve ser escolhido de acordo com a
concentragdo e a quantidade da substancia perigosa no local de trabalho.
Proteccao respiratéria
Para exposicdes incomodas usar respiradores de particulas tipo P95 (E.U.) ou do tipo P1 (UE EN
143). Para maior nivel de protecg¢éo use respirador tipo OV/AG/P99 (US) ou respiradores com
cartuchos tipo ABEK-P2 (EU EN 143). Use respiradores e componentes testados e aprovados por
normas governamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.U.A.) ou CEN (UE).
PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS
9.1 Informacbes sobre propriedades fisicas e quimicas de base
a) Aspeto Forma: p6
b) Odor Dados néo disponiveis
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c) Limite de Odor Dados n&o disponiveis
d) pH Dados néo disponiveis

e) Ponto de fusdo/ponto Ponto/intervalo de fuséo: 175 °C
de congelamento

f)  Ponto de ebuligdo inicial Dados nédo disponiveis
e intervalo de ebuligdo

g) Ponto de fulgor Dados nao disponiveis
h) Taxa de evaporagdo Dados néo disponiveis
i) Inflamabilidade (s6lido, Dados n&o disponiveis
gas)
j) Limites de Dados n&o disponiveis
inflamabilidade superior
/ inferior ou
explosividade
k) Pressao de vapor Dados néo disponiveis
1) Densidade de vapor 12.72 - (Ar=1.0)
m) Densidade relativa Dados nao disponiveis
n) Hidrossolubilidade Dados néo disponiveis

o) Coeficiente de particdo  Dados nado disponiveis
n-octanol/agua

p) Temperatura de auto- Dados néo disponiveis
ignicéo
q) Temperatura de Dados néo disponiveis

decomposicéo

r) Viscosidade Dados néo disponiveis

10. ESTABILIDADE E REATIVIDADE

10.1 Reatividade
Dados néo disponiveis

10.2 Estabilidade quimica
Dados néo disponiveis

10.3 Possibilidade de reacoes perigosas
Dados néo disponiveis

10.4 Condicoes a evitar
Dados néo disponiveis

10.5 Materiais incompativeis
Dados néo disponiveis

10.6 Produtos de decomposicéo perigosos
Outros produtos de decomposigéo perigosos - Dados ndo disponiveis

11. INFORMAGOES TOXICOLOGICAS
11.1 Informacoes sobre os efeitos toxicologicos

Toxicidade aguda
DL50 Oral - Rato - > 2,000 mg/kg

DL50 Oral - Ratazana - > 2,000 mg/kg
Inalagéo: Dados nao disponiveis
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Corrosaol/irritacao cutanea
Dados nao disponiveis

Lesdes oculares graves/irritacao ocular
Dados nao disponiveis

Sensibilizacao respiratéria ou cutanea
Dados néo disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas
Dados néo disponiveis

Carcinogenicidade

IARC: Nenhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% ¢é identificado
como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade a reproduca e lactacao
Dados néo disponiveis

Toxicidade sistémica para 6rgaos-alvo especificos - exposicao tnica
Pode provocar irritagdo das vias respiratorias.

Toxicidade sistémica para 6rgaos-alvo especificos - exposicao repetida
Dados nao disponiveis

Perigo de aspiracao
Dados nao disponiveis

Possiveis danos para a saude

Inalacédo Pode ser perigoso se for inalagdo. Causa uma irritagdo no aparelho
respiratorio.

Ingestao Pode ser perigoso se for engolido.

Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Causa uma irritagao da pele.

Olhos Provoca irritagcéo ocular grave.

Sinais e sintomas de exposicao
Até onde sabemos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicolégicas ndo foram minuciosamente
investigadas.

Informacéo adicional
RTECS: MI5230000

Outras informacdes
Dados néo disponiveis

12. INFORMACOES ECOLOGICAS
12.1 Ecotoxicidade
Dados néo disponiveis
12.2 Persisténcia e degradabilidade
Dados néo disponiveis
12.3 Potencial biocumulativo
Dados nao disponiveis
12.4 Mobilidade no solo
Dados néo disponiveis
12,5 Resultados da avaliacdo PBT e mPmB
Dados néo disponiveis
12.6 Outros efeitos adversos
Dados néo disponiveis
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13
131

CONSIDERAGCOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSICAO
Métodos de tratamento de residuos

Produto

Propor a entrega de solugles excedentes & nio recciavers 2 uma empresa donea de ratamento de
residuos. Dissoiver ou misturar 0 material com um soivente combustivel @ Quermar am INCNerador QuIMICo
equipado com pés-combusior & punficador de gases.

Embaiagens contaminadas
Eaminar como produto Nao utlizado.

14,
141

142

143

144

145

146

15.
151

INFORMAGOES SOBRE TRANSPORTE

Numero ONU
ADRRID: - DOT (US). - IMDG: - IATA - ANTT. -

w“amaw
Mercadorias ndo pengosas
DO‘I’NSl Mercadorias ndo pengosas
IMDG: Mercadorias ndo pengosas
IATA Mercadornas ndo pengosas
ANTT. Mercadorias N30 perngosas

Classes de perigo para efeitos de transporte
ADRRID: - DOT (USk: - IMDG: - ATA: - ANTT. -

Grupo de embalagem
ADRRID: - DOT (US). - IMDG: - IATA - ANTT: -

Wp.nou&.
DOT (US): ndo IMDG Poiuente marnho. n3c  IATA nSo

mmmom
Dados ndo disponiveis

147 Numero De Risco
REGULAMENTACOES

Regulamentagaofegisiacio especifica para a substincia ou mistura em matéria de salde, seguranca
e ambiente

Esta Ficha de Informagdes de Produtos Quirmicos for preparada de acordo com 2 NBR 1472542012 da
ABNT (Associagio Brasiera de Normas Técncas)

16.

OUTRAS INFORMAGOES

Outras
Direitos exclusives, 2015, da Sigma-Aldnch Co. LLC. Permiss30 concedida para fazer nimero imitado
de cipias em papel, somente para usc Ntemo.

baseada no presente estado do NOSSO conhecmento e & apiicavel 2s precaugdes de seguranga
apropriacas para o produto. N2o regresenta nenhuma garantia das propredades do produto. A
Corporagac Sigma-Aldnch e as suas companhias aiadas, NS0 responderso por nenhumm dano resultante
do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar www.SIOMa-aicnch. com e/ou O verso ¢a
factura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termes adconais & condgdes
de venda.
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Figura ilustrativa da Curcuma longa

https://institutoalmaconsciente.wordpress.com/2014/11/26/acafrao-da-india
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Dear Dr. Alves Junior:

Itis a pleasure to accept your manuscript entitied "Tissue sulfomucin and sialomucin content in colon mucosa without intestinal transit subjected to intervention with Curcuma longa (curcumin)"* in its
current form for publication in the Acta Cirdrgica Brasileira.

The comments of the reviewer(s) who reviewed your manuscript are included at the foot of this letter.

Our publishing team will contact you for further details.
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