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Galvis Zambrano LM. Aplicacéo local de curcumin nanoparticulado em modelo de
doenca periodontal experimental induzido por LPS. [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Curcumin é a denominacao coletiva do composto extraido das raizes da planta
herbacea Curcuma longa. A literatura reporta mdultiplas atividades biolégicas do
curcumin, incluindo potente atividade anti-inflamatoria. Estudos in vitro e in vivo
demonstram que a administracdo de curcumin reduz a inflamagéo e destruigéo
tecidual associadas a doenca periodontal. No entanto, a maioria dos estudos in vivo
administra o curcumin por via oral, o que pode limitar os efeitos deste composto devido
a sua hidrofobicidade, baixa absorcédo no trato gastrointestinal e reduzida meia-vida
plasmética. Estas limitacdes farmacodindmicas induziram a busca de veiculos
alternativos para favorecer a biodisponibilidade e atividade biolégica do curcumin. O
presente estudo foi concebido como um trabalho de prova de principio visando avaliar
o efeito biolégico da administracdo local de curcumin veiculado em nanopatrticulas,
considerando a natureza sitio-especifica da doenca periodontal e as pobres
propriedades farmacodindmicas do curcumin. Dezesseis ratos Holtzman foram
divididos em dois grupos de 8 animais, segundo a indugcéo de doenca periodontal
experimental por meio de injecdes bilaterais de LPS (3 pL, 10 mg/mL) ou do mesmo
volume do veiculo PBS (pH 7,4) como controle. Estas inje¢cBes foram realizadas no
tecido gengival palatino adjacente aos primeiros molares superiores 3vezes/semana
durante 4 semanas. Injecdes de nanoparticulas contendo curcumin (50 mg/mL, 3
pL/injecdo) ou do mesmo volume do veiculo de nanoparticulas sem curcumin foram
realizadas de forma contra-lateral (lado esquerdo: nanocurcumin, lado direito: veiculo)
Nnos mesmos sitios em todos os animais, 2vezes/semana durante as 4 semanas. A
administrac@o local do nanocurcumin reduziu a reabsor¢cdo Ossea inflamatoria,
avaliada por UCT e por analise macroscopica. Esta reducédo foi acompanhada por
significativa diminuicdo do numero de osteoclastos e de células inflamatoérias nos
tecidos em que foi injetado LPS e nanocurcumin em comparacao aos tecidos em que
foi injetado LPS e veiculo de nanoparticulas. Também observamos marcante
atenuacdo da ativacdo das vias de sinalizacdo p38 MAPK e NF-kB nos tecidos
gengivais injetados com o nanocurcumin. Conclui-se que a administracdo local de
nanocurcumin veiculado em nanoparticulas inibe a reabsor¢cédo 6ssea e a inflamacgéo
associadas ao modelo de doencga periodontal induzido por injegdes de LPS.

Palavras-chave: Doencas periodontais. Curcumina. Inflamacéo. Reabsorcdo 6ssea.



Galvis Zambrano LM. Local administration of curcumin-loaded nanoparticles
effectively inhibits inflammation and bone resorption associated with experimental
periodontal disease. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

Curcumin is the collective denomination of the compound extracted from the rhizomes
of Curcuma longa herbal plant. There is evidence indicating that curcumin has multiple
biological activities, including potent anti-inflammatory properties. Both in vitro and in
vivo studies demonstrate that curcumin may attenuate inflammation and the
connective tissue destruction associated with periodontal disease. However, most of
the in vivo studies uses an oral systemic administration route, which is limited by
curcumin's hidrophobicity, poor absorption rate in the gastrointestinal tract and reduced
half-life in the plasma. These pharmacodynamic limitations prompted the search for
alternative vehicles to enhance the bioavailability and biological activity of curcumin.
This proof of principle study was designed to assess the biological effect of the local
administration of curcumin in a nanoparticle vehicle on experimental periodontal
disease, considering the site-specific nature of periodontal disease and also the poor
pharmacodynamic properties of curcumin. Sixteen 16 Holtzman rats were divided into
two groups of 8 animals according to the induction of experimental periodontal disease
by bilateral injections of LPS (3 pL of a 10mg/mL solution) or of the vehicle control (3
uL of PBS, pH 7.4) directly into the gingival tissues adjacent to the palatal aspect of
the upper first molars 3time/week for 4 weeks. The same volume of curcumin-loaded
nanoparticles (50 mg/mL) or of nanopatrticle vehicle were injected into the same sites
2time/week. pCT and macroscopic analysis showed that local administration of
curcumin inhibited inflammatory bone resorption. Histomorphometric analysis
indicated a significant decrease in the number of osteoclasts and inflammatory cells in
the diseased gingival tissues injected with nanocurcumin in comparison with the
diseased gingival tissues injected with nanoparticle vehicle. Also, western blot analysis
showed a marked attenuation in the activation of p38 MAPK and NF-kB. It is concluded
that local administration of curcumin-loaded nanoparticles effectively inhibited
inflammation and bone resorption associated with experimental periodontal disease.

Keywords: Periodontics diseases. Curcumin. Inflammation. Bone resorption.



LISTA DE ABREVIATURAS

COX- Ciclo-oxigenase

DMSO- dimetilsufoxido.

EC- Echericha Coli.

IL- Interleucina

LPS- Lipopolissacarideos.

MMPS- Metaloproteinases de matriz

NF-KB- Fator de transcricdo nuclear Kappa Beta.

NO- Oxido Nitrico

NPs- Nanoparticulas

PBS- Tampao Fosfato-salino.

P38- Via de sinalizagéo.

RANK- recetor ativador do fator nuclear kappa B

RANKL Ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B
ROS- Produtos de oxigénio reativo

SOCS- Transdutores de sinais e ativadores de transcrigao.
TNF-a- Fator de Necrose Tumoral alfa.

TRAP- Fosfatase Acida Tartaro-resistente.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal é uma condicéo inflamatéria crénica que afeta os tecidos de
suporte e protecdo dos dentes e pode levar a destruicdo do osso alveolar e do
ligamento periodontal. Sua prevaléncia e severidade sdo altamente varidveis em
diferentes populagdes, mas estima-se que 15 a 20% dos adultos (35-44 anos) sejam
afetados pelas formas mais graves da doenca e que as formas menos graves afetem
35 a 60% dos humanos nesta mesma faixa etarial'2 E importante notar que a doenca
periodontal destrutiva € uma condicédo especifica do sitio, que frequentemente afeta
um numero limitado de dentes da denticdo. Um biofilme microbiano altamente
complexo é o fator etiologico extrinseco necessario e atualmente a patogénese é
considerada um processo dishidtico resultante de um desequilibrio entre
microrganismos do biofilme e as respostas do hospedeiro®.

Desde que a resposta imunitaria / inflamatéria é o principal responsavel pela
destruicdo tecidual associada a doenca periodontal. Existe um grande interesse nas
estratégias terapéuticas moduladoras do hospedeiro; no entanto, apesar dos esfor¢cos
de pesquisa e da imensa quantidade de conhecimento acumulado a evidéncia do
tratamento periodontal ainda é principalmente baseado na remog¢ao mecéanica dos
depdsitos bacterianos calcificados e néo calcificados. Esta abordagem é um tanto
limitada porque os resultados sédo frequentemente menos do que satisfatérios e
altamente variaveis.'?

A curcumina é a denominacdo coletiva do composto extraido dos rizomas da
planta de Curcuma longa, que é amplamente utilizada como especiaria culinaria.
Quimicamente, a curcumina pura ou diferuloylmetano € denominada (1E, 6E) -1,7-bis
(4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dieno-3,5-diona*®. Mas o extrato puro é composto
por uma mistura de diversos componentes em proporcdes variaveis, com a
demetoxicurcumina ea bis-demetoxicurcumina considerados dois componentes
biologicamente ativos principais, que podem apresentar atividades distintas e
opostas*® 4°. De facto, a diversidade de efeitos biolégicos associados ao curcumin
descrita na vasta literatura relaciona-se com a composicéao variavel e a proporcao dos
componentes biologicamente ativos distintos no extrato rizomatico denominados
coletivamente "curcumin”, que sao influenciados pelos métodos de extracdo /
purificacdo e a origem geogréfica da planta®s.

Existem evidéncias consideraveis tanto para estudos in vitro como in vivo
indicando que as propriedades anti-inflamatérias da curcumina atenuam a resposta
das células imunitarias aos antigenos bacterianos associados a doenca periodontal*®:
3 e inibem a destruicdo do tecido periodontal 28 44 45 No entanto, a maioria destes
estudos in vivo utiliza uma via sistémica de administragdo e os seus resultados podem
ser limitados pelas fracas propriedades farmacodinamicas do curcumin,
principalmente a sua hidrofobicidade, baixa taxa de absorg&o no trato gastrointestinal
e semi-vida plasmatica extremamente curta® 4%,
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Considerando a natureza sito-especifica da doenca periodontal e a caracteristicas
inflamatoria/farmacodinamicas do curcumin, o presente estudo de prova de principio
foi desenhado para avaliar o efeito bioldégico da administracéo local de curcumin em
um veiculo de nanoparticulas, utilizando-se um modelo experimental de doenca
periodontal em ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Curcumin: propriedades e atividades bioldgicas.

O uso de plantas medicinais € baseado na experiéncia de sistemas tradicionais
da medicina, de diferentes sociedades étnicas. A Curcuma longa € uma planta
herbacea da familia do gengibre (Zingiberaceae) cultivada em paises do sudeste
asiatico, onde é comumente utilizada como uma especiaria (Ammon et al.#, 1991). Ha
séculos, essa planta tem sido utilizada na medicina Ayurveda para o tratamento de
diversas desordens, tais como reumatismo, doencas de pele, doencas parasitarias e
inflamacédo (Jain et al.?%, 1991). Seu componente principal, responsavel pela sua
coloracdo amarela caracteristica, € o curcumin, descrito pela primeira vez em 1910
(Lampe et al.8% 1913), Figura 1.

Figura 1 - Curcumin extraido do rizoma

Fonte: naturalpractitionermag.com

Quimicamente, o curcumin puro € denominado diferuloilmetano 1,7-bis(4-hidroxi-
3-metoxifenil)hepta-1,6-dieno-3,5-diona (Gupta et al.*®, 2013) Coletivamente
denominado curcumin, o extrato do rizoma da C. longa € constituido por misturas em
proporcBes varidveis de diversos componentes, sendo demetoxicurcumin e
bisdemetoxicurcumin as variantes quimicas consideradas como 0s principais
componentes ativos presentes em C. longa, 0s quais podem apresentar propriedades

biolégicas distintas (Gupta et al.°, 2012).

Vasta literatura reporta diversos efeitos bioldégicos do curcumin, incluindo
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatoérias, anti-neoplasicas, anti-oxidantes e
cicatrizadoras (Jurenka®, 2009). A diversidade de efeitos biolégicos atribuidos ao
curcumin estd relacionada a variabilidade de sua composicdo em termos dos
compostos ativos principais (demetoxi e bisdemetoxicurcumin), os quais sao

influenciados pela regido geogréfica de origem da planta (Hayakawa et al.*3, 2011) e
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também a grande heterogeneidade de desenhos e modelos experimentais utilizados,
incluindo grande variabilidade nos veiculos, doses/concentragbes e forma de

administracdo empregados.

Esta diversidade de efeitos, associada a variabilidade de desenhos e modelos
experimentais, confere a literatura relacionada ao curcumin um carater anedético, de
consisténcia e validade interna e externa relativamente baixos. No entanto, estudos
realizados com rigor cientifico demonstram que o curcumin exerce seus efeitos
biolégicos de formas variadas e complexas, incluindo a modulac¢do da atividade de
varias vias de sinalizacdo intracelular e fatores de transcricdo, o que influencia
diretamente a producéo de diversas moléculas biologicamente ativas, como citocinas,
quimiocinas e enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo (Gupta et al.>%, 2012).
Os efeitos bioldgicos do curcumin foram verificados em diferentes células do sistema
imune-inflamatorio, incluindo linfocitos B e T, macréfagos, neutrdfilos, células natural

killer e células dendriticas (Jagetia, Aggarwal®®, 2007).

Devido ao seu potencial terapéutico associado aos seus efeitos biolégicos
diversos, o curcumin tem sido alvo de inUmeras pesquisas com diferentes modelos
animais, estudos clinicos para o tratamento de condi¢des diversas incluindo diabetes,
distarbios neuroldgicos, cancer, além de doencas inflamatdrias crénicas como uveite
cronica, doenca de Crohn, psoriase, artrite reumatoide, liquen plano oral e doenca
periodontal (Gupta et al.>°, 2012; Chainani-Wu et al.8, 2012; Guimarées et al.** 2011,
Guimaraes et al.*>, 2012). Em outubro de 2016, uma busca na base de dados do
National Institutes of Health (NIH) americano (http://www.clinicaltrials.gov) utilizando
‘curcumin’ como palavra-chave retornou 136 estudos clinicos cadastrados,
relacionados as mais diversas condicbes e doencas, incluindo: alzheimer,
esquizofrenia, depressédo, cancer de colon, de mama, de pulmdo, de cabeca e
pescoco, de pancreas, glioblastoma, mieloma multiplo, asma, mucosite e dermatite
associadas a quimioterapia e radioterapia, doenga renal crbénica, doenca intestinal
inflamatoria (IRB, Crohn's), diabetes, artrite reumatoide, entre outras. Ha uma
predominéancia de estudos clinicos de fases I/ll (obtencdo de dados preliminares de
seguranca e eficacia), porém existem diversos estudos de fase Il e IV (verificacao da
eficacia e segurancga, uso em associa¢cdo com outros tratamentos, acompanhamento

pbés-aprovacgao para uso clinico por rgéo regulador), sendo que mais de 60% destes



15

estudos clinicos foram conduzidos em Universidades/Institutos/Centros de pesquisa
da América do Norte e Europa.

De fato, estudos in vitro e pré-clinicos de nosso grupo de pesquisa suportam o
potencial anti-inflamatério do curcumin. A administracdo sistémica via oral de
curcumin inibiu significativamente a expressao de citocinas inflamatorias e a ativagcao
da via NF-kB nos tecidos gengivais em modelo experimental de doenca periodontal in
vivo (Guimarées et al.*4, 2011). Em macréfagos, ao curcumin inibiu a expressdo de
genes pro-inflamatérios em resposta a estimulo com LPS bacteriano por meio da
modulacdo de diversas vias e proteinas intermediarias de sinalizacdo intracelular,
incluindo NF-kB, p38 MAPK, SOCS1 e SOCS3 (Guimaraes et al.*¢, 2013). Evidéncias
também indicam que curcumin pode inibir a producéo de espécies reativas de oxigénio
(reactive oxygen species, ROS) e de outros mediadores inflamatorios também por
neutroéfilos polimorfonucleares, como verificado em estudos in vitro e in vivo em
modelo experimental de artrite reumatoide que, similarmente ao modelo de doenca
periodontal, também apresenta reabsor¢cdo 0ssea inflamatéria como caracteristica

principal (Jancinova et al.54, 2011; Jancinova et al.®?, 2012; Srivastava et al.13*, 2011).

Porém, apesar dos diversos mecanismos envolvidos nos potentes efeitos anti-
inflamatorios do curcumin, a inibicdo significativa da reabsorcédo 6ssea inflamatéria
caracteristica do modelo de doenca periodontal é alcancada com doses muito
superiores de curcumin administrado via oral, fato provavelmente relacionado as
pobres propriedades farmacolédgicas do curcumin, incluindo sua virtual insolubilidade
em meio aquoso, baixa absorcdo no trato gastrointestinal e meia-vida plasméatica na
ordem de minutos. Estas propriedades farmacologicas dificultam a aplicacéo clinica
do curcumin como agente terapéutico adjuvante administrado por via sistémica (oral)
em condi¢bes inflamatdrias associadas a reabsor¢do 6ssea inflamatoria, como a
propria doenca periodontal ou a artrite reumatoéide. Alternativas para sua veiculacao
vem sendo estudadas e incluem mais recentemente a utilizacdo de solventes
eutéticos naturais profundos (Natural Deep Eutetic Solvents, NADES), uma nova
classe de eutéticos (matrizes sdlidas compostas de misturas de compostos quimicos)
gue apresentam como principal caracteristica a solubilizacdo de compostos néo
hidrossollveis (Wikene et al.'4®, 2015); bem como sua formulacdo em nanoparticulas,

gue € mais extensamente estudada.
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2.2 Propriedades farmacocinéticas do curcumin: nanoencapsulamento como
alternativa

Estudos clinicos em humanos demonstraram a seguranca, tolerabilidade e virtual
auséncia de toxicidade do curcumin em doses diarias de até 12 g (Cheng et al.??,
2001; Lao et al.??, 2006). Mas, apesar dos potenciais beneficios do curcumin no
tratamento de diversas doencas serem relatados em muitas publicagbes, existem
algumas desvantagens que limitam sua aplicacao terapéutica. Sua baixa solubilidade
em veiculo aquoso e reduzida absorcdo no trato gastrointestinal requerem a
administracdo de doses 10 vezes maiores do curcumin em veiculo lipidico para
obtencdo de efeito bioldégico comparavel ao observado com a administracdo do
composto em veiculo aquoso. As possiveis razes para a reduzida biodisponibilidade
de qualquer composto quimico incluem a m& absorcdo, elevada taxa de
metabolizacao, a inatividade dos produtos metabdlicos e/ou rapida excrecdo. Embora
evidéncias indiquem uma potente atividade biologica do curcumin incluindo acdes
anti-inflamatorias, antiangiogénica, antioxidante, imunomodulatoria, antimicrobiana e
antiapoptotica e, por conseguinte, seu relevante potencial terapéutico vem sendo
avaliado em modelos pré-clinicos e estudos clinicos em diversas doencas e
condicdes. (Sharma et al.*?4, 2005) De fato, estudos ao longo as ultimas trés décadas
indicam que a baixa solubilidade em meio aquoso prejudicam a absorcéo e,
juntamente com sua rapida metaboliza¢do apds administracdo por via oral, restringe
a sua biodisponibilidade, representando a principal dificuldade para a aplicacéo

terapéutica deste composto (Anand et al.5, 2007).

Em um dos primeiros estudos publicados sobre a acdo do curcumin, 1g/kg de
curcumin foi administrado via oral a ratos. Constatou-se que aproximadamente 75%
da dose era rapidamente excretada pelas fezes (Wahlstrom et al.'#!, 1978). A
administracao oral de curcumin em doses de 0,5 a 12 g/dia a vinte quatro pacientes
voluntarios saudaveis, resultou em niveis séricos ndo detectaveis apés 1 h em 22
pacientes, com apenas 2 dos pacientes (que ingeriram doses de 10 e 12 Q)
apresentando vestigios de curcumin (Lao et al.82, 2006).

Devido a sua natureza hidrofobica, apés administracdo oral em modelos animais
e em humanos, o curcumin parece ser metabolizado por conjugacdo e reducao,

levando a formacgé&o de sulfatos e glucuronideo de curcumin no figado e no intestino,
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0 que torna este composto polifendlico biologicamente inativo (Aggarwal, Sung?,
2009). A reduzida absorcgéo e biodisponibilidade podem estar associadas a auséncia
de inibicAo da reabsorcdo Ossea inflamatéria observada em doses menores de
curcumin administrado via oral em modelo murino pré-clinico de doenca periodontal,

apesar do significativo efeito anti-inflamatério (Guimaréaes et al.*®, 2012).

Diversas abordagens farmacologicas tém sido avaliadas com objetivo de superar
as dificuldades farmacocinéticas e melhorar a absorcdo e meia-vida do curcumin,
incluindo o uso de adjuvantes como o piperine, ou por meio da inclusdo do curcumin
em diferentes sistemas de veiculos, incluindo lipossomas, micelas, complexos
fosfolipidicos e nanoparticulas (Shoba et al.1?8, 1998; Sasaki et al.1?%; 2011; Gota et
al.*%, 2010; Liu et al.®3, 2016).

As nanoparticulas (NPs) s&o tipicamente caracterizadas como materiais com uma
de suas dimensfes na escala de 0,1-100 nm. Sinteticamente produzidas a partir de
inlmeros materiais, como silica, metais, lipossomos e polimeros, elas podem ser
desenhadas tanto pela agregacéo de constituintes moleculares quanto pela destruicéo
de macromateriais em unidades nanométricas (Yallapu et al.}4°, 2012; Naksuriya et
al.194, 2014).

A diversidade nas caracteristicas fisico-quimicas das NPs esta relacionada ao
processo de preparo das NPs, e proporciona a estes materiais variaveis propriedades
bioldgicas. Por exemplo, na terapia do cancer as nanoparticulas podem modular os
processos de sobrevivéncia e morte celular por meio da regulacdo de vias de
sinalizacéo relacionadas ao processo de autofagia, como a Akt-mTOR (Cirstea et al.?*,
2010; Li et al.?8 2016; Liu et al. ®4, 2011) ou por meio da inducdo da sinalizacédo
relacionada ao estresse oxidativo (Harhaji et al.>?, 2007; Kang et al.®®, 2016; Wu et
al.146, 2013).

Um importante aspecto relacionado ao uso das NPs é sua habilidade em agir
como um carreador efetivo para uma miriade de drogas, protegendo-as de condi¢des
fisiologicas indesejaveis e permitindo sua liberagdo controlada e seletiva nos sitios
alvos (Stevenson et al.13%, 2011; Ulbrich et al.14%, 2010; Lamprecht et al.8%, 2005). As
passagens eficientes das NPs através de barreiras, como pequenos capilares no
interior de células individuais, permitem um acumulo terapéutico da droga nos sitios

de interesse. Além disso, um aumento na eficacia de drogas conjugadas as NPs tem
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sido determinado por um maior e mais rapido reconhecimento celular principalmente
por células imunes ativadas, e retencdo intracelular sustentada da droga encapsulada
em comparacao a agentes farmacolégicos em solucdo ou ndo conjugados a NPs
(Kong et al.”®, 2006; Chakraborty et al.?°, 2016; Dobrovolskaia et al.33, 2008; Anand et
al.%, 2010; Namiki et al.1%5, 2011).

A industria farmacéutica tem ampliado as aplicacfes de farmacos carreados em
veiculos nanoparticulados por apresentarem caracteristicas farmacocinéticas,
solubilidade e biodisponibilidade superiores em relacdo as drogas nao
nanoparticuladas. Em 2006, aproximadamente 250 produtos incorporados em
veiculos nanoparticulados estavam sendo desenvolvidos pela industria farmacéutica
americana (Dobrovolskaia et al.3®, 2008). Este crescente interesse no
desenvolvimento e comercializacdo de farmacos nanoparticulados € em grande parte
justificado pela capacidade de liberacéo sitio-especifica das NPs, que permitem que
uma menor dose do farmaco seja administrada reduzindo a dose necesséria e, em

consequéncia, potencialmente seus efeitos deletérios (Dobrovolskaia et al.33, 2008).

Especificamente em relacdo as pobres propriedades farmacoldgicas do curcumin,
sua veiculacdo em NPs de &cido glicolico polilactico (Cur-PGLA-NPs), aumentou 600
vezes a solubilidade do curcumin em agua (Xie et al.1#8 2011). A administracdo oral
do (Curc-PLGA-NPs) em ratos aumentou o nivel plasméatico em 5,6 vezes em relacao
ao curcumin livre resuspendido em veiculo lipidico (Xie et al.1#8, 2011), demonstrando
o importante potencial das NPs como carreadores do curcumin, maximizando seus

efeitos bioldgicos.

Estudo in vitro em linhagens de células leucémicas humanas demonstrou que o
curcumin carreado por NPs biodegradaveis aumentou significativamente a quantidade
de curcumin no meio intracelular, bem como a velocidade deste a abosr¢do em
comparacdo ao curcumin livre (em suspensédo, ndo nanoestruturado) (Anand et al.®,
2010). In vivo, utilizando modelo de camundongos, a concentracdo sérica (avaliada
por HPLC) de ambos os tipos de curcumin (livre e nanoestruturado), demonstrou que
curcumin NP apresentou uma maior biodisponibilidade e uma meia vida mais longa.
Estes efeitos foram traduzidos em maior poténcia nos efeitos apoptéticos e de inibicéo
de proliferacdo em varias linhagens celulares de tumores (Anand et al.®, 2010).

Clinicamente, a administragdo oral de curcumin em uma dispersao coloidal de
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nanoparticulas aumentou em 27 vezes sua concentracao plasmatica em comparagao

com a formulacdo em p6 (Sasaki et al.'?%, 2011).

Ha uma grande quantidade de informagBes sobre os beneficios do
encapsulamento de compostos ativos em nanoparticulas (Chakraborty et al.'°, 2016;
Dobrovolskaia et al.®3, 2008, Kong et al.”®, 2006; Lamprecht et al.8%, 2005; Namiki et
al.105, 2011, Stevenson et al.13%, 2011; Ulbrich et al.}*°, 2010), e a quantidade de estudos
publicados avaliando a utilizagcéo do curcumin em NPs tem aumentado, especialmente
desde 2009. Uma busca na base de dados do NCBI/NIH/PubMed utilizando as
palavras-chave "curcumin' e 'nanopariculas’ em outubro/2016 retornou 662 estudos,
com meédia superior a 100 estudos publicados/ano desde 2014. A maioria das
publicacdes esté relacionada a avaliacdo de nanoformulagcfes contendo curcumin no
tratamento de diversos tipos de cancer (incluindo glioblastoma, cancer de mama, colo
de Gtero, cancer de célon, pulméo, pancreas, de cabeca e pescoco) (Masloud et al.®,
2016; Lee et al.83, 2016; JayapraKasha et al.?®, 2016; Bisht et al.'4, 2016; Zheng et
al.’69 2015; Li et al.88 2016; Wang et al.'*3, 2016). No entanto, também existem
estudos avaliando o potencial imunomodulador anti-inflamatério de formulacfes de
curcumin em nanoparticulas, reduzindo a dor e a expressdo de mediadores
inflamatdérios (IL-1, TNF, MMPs) em modelo pré-clinico de osteoartrite (Zhang et al.'%8,
2016) e de artrite (Zheng et al.*®%, 2015), além de reduzir o edema, migracdo de
leucécitos em modelo de inflamacgédo aguda em ratos (Rachmawati et al.'!®, 2016),
bem como a reducéo da proliferacéo e ativacdo de macréfagos por LPS bacteriano in
vitro e in vivo (Amano et al.3, 2015). Em 2015, havia 5 ensaios clinicos registrados,
destes 2 em fase | ou fase 0 para avaliar a farmacodinamica e seguranca de
nanoformula¢des contendo curcumin, 1 para avaliar seu potencial em cancer de c6lon
(fase 1), 1 na sindrome metabdlica (fase 2), e na doenca renal cronica (fase 3) (Yallapu
et al.’®, 2015). De forma intrigante, ndo encontramos na literatura nenhum estudo
pré-clinico ou clinico avaliando formulacfes de curcumin em nanoparticulas para o

tratamento de doencas periodontais.

Assim, propomos a incorporagao do curcumin em nanoparticulas com objetivo de
superar suas pobres propriedades farmacolégicas quando administrado por via oral
em veiculo lipidico, potencializando seus efeitos ao aumentar a absor¢do e promover
a liberacao controlada da droga. No caso especifico das doencas periodontais, devido

a sua caracteristica sitio-especifica, a administracédo local diretamente nos sitios de
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interesse (afetados pela inflamacao), ao invés da administracdo sistémica, também
pode representar maior efichAcia com a utilizacdo de doses terapéuticas reduzidas
(Mulik et al.*°, 2009).

2.3 Potencial do curcumin como agente terapéutico em doengas periodontais

As doencas periodontais sdo doencas inflamatérias de origem infecciosa que
acometem os tecidos de protecéo e suporte dos dentes, e que progridem a partir do
tecido gengival, podendo levar a perda de osso alveolar e ligamento periodontal. Ainda
gue sua prevaléncia e severidade apresentem uma distribuicdo bastante variavel no
mundo, estima-se que 15 a 20% da populagéo adulta (entre 35- 44 anos) apresente
as formas mais severas da doenca, e que as formas mais leves de sangramento
gengival estejam presentes em cerca de 35 a 60% dos individuos nessa mesma faixa
etaria (Petersen, Ogawa'!'?, 2005). A complexa microbiota organizada em biofilme é
o fator etiolégico extrinseco essencial nas doencas periodontais. A etiopatogénese
das doencas periodontais envolve o desenvolvimento e persisténcia de resposta
inflamatoria crbénica a presenca do biofilme microbiano, num processo de disbiose ou
desequilibrio ente microbiota e hospedeiro (Bartold et al.'l, 2013). Atualmente s&o
identificados e reconhecidos complexos microbianos formados primariamente por
espécies Gram-negativas com forte relacdo com a ocorréncia de formas destrutivas
da doenca (Socransky et al.'®?, 2005).

A abordagem terapéutica tradicional para seu controle € a remo¢do mecéanica do
biofilme microbiano mineralizado e ndo-mineralizado das superficies radiculares por
meio de raspagem e alisamento radicular (RAR), além da manutencdo de bons
habitos de higiene oral pelo paciente e visitas regulares de controle e manutencao
periddica preventiva (Page et al.'%8, 1997).No entanto, esta abordagem apresenta
niveis de sucesso relativamente baixos e com significativa variabilidade entre os
individuos (Behal et al 11,2011)

O potencial terapéutico anti-inflamatoério e anti-microbiano indica que o curcumin
€ um composto pleiotropico, e demonstra seu potencial terapéutico em condigbes de

natureza infecciosa-inflamatoria, como as doengas periodontais.

Em termos de seus efeitos antimicrobianos, existem relatos indicando a atividade
antimicrobiana do curcumin isoladamente contra diversas espécies microbianas

incluindo bactérias (por ex., S. aureus, K. pneumonia, E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa,
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L. monocytogenes, H. pylori), fungos (por ex., C. neoformans, C. albicans, P.
infestans, P. brasiliensis) e virus (por ex., HIV-12, influenza HIN1, HIN6, PR8, herpes
simplex virus type 1, Coxsackievirus B3), além de atividade de inibicdo de formacédo
de biofiime por P aeruginosa, curcumin apresenta efeito de sinergismo com
antibiéticos, reduzindo a concentracdo inibitéria de ampicilina necessaria para a
eliminacao de S. aureus ou de norfloxacina e oxacilina para a eliminacao de S.aureus
resistente a meticilina (MRSA). No entanto, efeitos adversos/antagbnicos em que o
curcumin inibe a atividade de antibiéticos também séo reportados, como € o caso da
reducdo da efetividade da ciprofloxacina na eliminacdo de Salmonella (para revisao,

ver Moghadamtousi et al.®®, 2014).

O potencial terapéutico anti-inflamatorio e anti-microbiano indica que o curcumin
€ um composto pleiotrépico, e demostra seu potencial terapéutico em condi¢des de

natureza infecciosa-inflamatéria, como as doencas periodontais.

Curcumin € um composto sensivel a luz que pode ser utilizado como
fotossensibilizador por gerar espécies reativos de oxigénio (reactive oxygen species,
ROS), inclusive oxigénio singlete que pode ter efeitos citotéxicos tanto para células
eucaridticas (com aplicagdo, por exemplo anti-tumoral) ou pro-cariéticas (efeito
antimicrobiano) (Levy®®, 1994). A utilizacdo de curcumin como fotossensibilizante na
terapia fotodindmica indica que suas propriedades antimicrobianas contra bactérias
presentes em condicBes patoldgicas orais (cérie, infeccdo endoddntica), tanto em
forma plancténica quanto em biofilme, sédo favorecidas (Bulit et al.1’, 2014; Pileggi et
al.*'3, 2013; Tonon et al.138, 2015; da Frota et al.*%, 2015; Araujo et al.8, 2014).

Especificamente em microrganismos associados as doencas periodontais
destrutivas, o curcumin foi o polifenol dietético mais potente dentre 48 compostos
testados, inibindo tanto o crescimento microbiano planctonico de espécies associadas
as doencas periodontais (A. actinomycetemcomitans, F nucleatum e P gingivalis),
como também reduziu a formacdo, maturacdo e atividade metabdlica de biofilmes
microbianos multi-espécies (Shahzad et al.'??2, 2015). De forma interessante, o
curcumin apresenta efeitos antimicrobianos dose-dependentes quando utilizado
isoladamente contra espécies microbianas associadas as doencas periodontais
destrutivas, incluindo P intermedia, P gingivalis, F nucleatum e T denticola, além de

inibir a formacao de biofilmes contendo P gingivalis (Izui et al.>%, 2016). A atividade
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antimicrobiana do curcumin também é demonstrada quando o composto é utilizado
como fotossensibilizador em terapia fotodinamica, como demonstrado recentemente
em culturas plancténicas de A. actinomycetemcomitans (Najafi et al.1%3, 2016), assim
como em culturas de P gingivalis e F nucleatum (Madhi et al.®’, 2015).

Além dos efeitos anti-microbianos, relacionados diretamente ao agente etiolégico
extrinseco das doencas periodontais, curcumin também apresenta propriedades anti-
inflamatorias, atenuando a resposta inflamatéria, responsavel direta pela degradacéo
dos tecidos conjuntivo mineralizado e n&o-mineralizado nas doengas periodontais.
Curcumin inibe a atividade de ciclooxigenase-2 (COX-2), lipoxigenase, e da sintase
de oxido nitrico induzivel (iNOS); reduz a producéao de citocinas inflamatdrias, como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL-1, -2, -6, -8 e -12) e proteina
quimioatraente de mondcitos (MCP). (Jurenka®®, 2009).

Utilizando modelos in vivo de doenca periodontal, nosso grupo de pesquisa
observou inibicdo marcante da producdo de citocinas inflamatorias nos tecidos
gengivais associada a administracdo sistémica, por gavagem oral, do curcumin
(Guimaraes et al.*4, 2011). Resultados semelhantes foram relatados por (Zhou et
al.’62, 2016), que observaram ainda que a inibicdo da reabsorcdo éssea pelo curcumin
estava associada a reducédo da expressao dos reguladores de osteoclastogénese,
RANK/RANKL (Zhou et al.*63, 2013).

Sabe-se que o tratamento periodontal convencional pode se beneficiar da
associacdo com agentes locais, farmacos colocados no interior da bolsa periodontal
com o objetivo de potencializar os efeitos da RAR (Hanes, Purvis®t, 2003).
Recentemente, tem havido crescente interesse no estudo dos possiveis beneficios da
administracdo toépica do curcumin como adjunto ao tratamento periodontal
convencional. No entanto os estudos sdo publicados em periddicos de reduzido
impacto e apresentam diversos aspectos metodologicos que sugerem baixa qualidade
cientifica. Um estudo clinico que avaliou o efeito de um gel a base de 2% de extrato
de C. longa como adjunto a RAR no tratamento demonstrou melhora significativa dos
parametros clinicos, particularmente nos indices de sangramento gengival e a
sondagem, bem como na reducdo da prevaléncia de espécies BANA-positivas (T.
forsythia, P. gingivais, T. denticola) apés 30 e 45 dias (Behal et al.lt, 2011). Mais

recentemente, a utilizacdo de gel de curcumin 1% (vol:vol) associado ao tratamento
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mecanico em comparagdo ao tratamento mecanico apenas resultou em reducgao
significativa da proporcdo de espécies microbianas associadas a doencga periodontal
no biofilme subgengival (P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum), a qual foi
sustentada por 6 meses e combinada com melhora significativa, embora de reduzida
magnitude, nos parametros clinicos (sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem e nivel clinico de insercédo) (Bhatia et al.'3, 2014). A utilizacéo de preparado
em forma de gel contendo curcumin disponivel comercialmente (de formulacéo
desconhecida, contendo 50 mg de curcumin, porém sem indica¢do da concentracao)
como adjunto a RAR resultou em melhora significativa, embora de reduzida
magnitude, nos parametros clinicos profundidade de sondagem, nivel de insercéo e
também na prevaléncia de P. gingivalis T. forsythia e T. denticola no biofilme
subgengival. No entanto, neste estudo os pacientes foram acompanhados por apenas
30 dias e ndo houve comparacéo direta entre 0s grupos controle (apenas RAR) e teste
(RAR associado ao gel comercial contendo curcumin) (Nagasri et al.X%2, 2015). Estudo
similar mais recente, utilizando o mesmo preparado comercial de curcumin em gel
como adjunto a RAR, porém com acompanhamento dos pacientes por 3 meses e
estimulando o gel do curcumin mediante estimulo luminoso reportou, uma reducdo
significativa em parametros clinicos e microbiol6gicos com o uso associado do gel de
curcumin e terapia fotodindmica no tratamento da doenca periodontal (Sheedhar et
al.'33, 2015). Surpreendentemente, estudo clinico com acompanhamento de 45 dias
relata que a aplicacdo de gel de curcumin a 2% como adjunto do tratamento
periodontal mecanico mostrou-se superior a utilizacéo de gel de clorexindina 0,2% na
melhora de parametros clinicos (sangramento marginal e a sondagem, nivel clinico
de insercéo e profundidade de sondagem). (Hugar et al.>’, 2016). Porém neste estudo
nao ha indicacao de calibracdo intra-examinador para as avaliagcdes pos-tratamento,
de padronizacdo do tratamento periodontal proporcionado, do cegamento do
examinador e paciente, ou randomizacdo na distribuicdo dos tratamentos

(arbitrariamente distribuidos entre os lados esquerdo ou direito dos pacientes).

Em resumo, embora existam evidéncias cientificas de qualidade indicando as
propriedades biolégicas do curcumin que séo de interesse para o tratamento das
doencas periodontais, a saber atividades antimicrobiana e anti-inflamatoria,
juntamente com evidéncias do potencial terapéutico do curcumin derivadas de

estudos pré-clinicos; os estudos clinicos publicados utilizando curcumin como adjunto
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da terapia mecanica apresentam coletivamente baixa qualidade cientifica e
contribuem/justificam o preconceito associado ao uso de qualidade cientifica e
contribuem/justificam o preconceito associado ao uso de produtos naturais em
aplicacoes relacionadas a saude. Assim, estudos pré-clinicos realizados em
condi¢des mais controladas s@o necessarios para a avaliagéo do potencial terapéutico
do curcumin, em particular para o estudo de veiculos e formulagfes alternativas deste
composto. Destacamos que ndo encontramos nenhum estudo, pré-clinico ou clinico,
avaliando o potencial de formula¢cdes de curcumin em nanoparticulas no tratamento

de doencas periodontais.

Neste estudo, propomos uma avaliacdo de 'prova de principio' de que a
administracdo de curcumin em veiculo de nanoparticulas por meio de injecéo direta
nos sitios afetados € capaz de modular a resposta do hospedeiro iniciada pela
interacdo com MAMPs (LPS, no modelo experimental proposto) reduzindo a
severidade da inflamacéo e a destruicdo de tecido conjuntivo ndo mineralizado e a
reabsorcdo 6ssea associadas. Os dados deste estudo poderdo ser utilizados no
desenvolvimento de estratégias ndo invasivas para o emprego de curcumin
nanoparticulado como adjunto no tratamento das doencas periodontais. Além disso,
as informacfes derivadas deste estudo podem ser utilizadas como indicativos do
potencial desta aplicacdo do curcumin em outras condi¢des associadas a inflamacéo

crbnica, como a artrite reumatoide ou o liquen plano oral.
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3 PROPOSICAO

Como hipotese principal, propomos avaliar se a aplicacdo local do curcumin
veiculado em nanoparticulas é capaz de inibir a resposta imune-inflamatoria e reduzir
a reabsorcdo 6ssea associadas ao modelo de doenca periodontal experimental

induzido por LPS.
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Preparo do curcumin nanoparticulado

O curcumin nanoparticulado (NP), bem como as nanoparticulas 'vazias' (veiculo)
foram preparados nos laboratorios dos Profs. Drs. Antonio Claudio Tedesco
(Departamento de Quimica da Universidade de Sdo Paulo em Ribeirdo Preto) e Dr.
Fernando Lucas Primo (Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia - Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-Univ. Estadual Paulista). As particulas
foram preparadas usando uma combinacdo de &cido poli-lactico (PLA) e &cido poli-
glicdlico (PGA) na proporcéo de 1:1 e carreadas com 50 mg/mL de curcumin ( lot #
081M1611V, Sigma-Aldrich Co, Sdo Paulo.Brazil..) (Figura 2). Os polimeros foram
inicialmente dissolvidos em di-clorometano e entdo adicionados a uma solugéo
aquosa contendo 1% de alcool polivinilico e curcumin. A mistura foi submetida a
agitacdo vigorosa (10.000 — 15.000 rpm) para obter a emulsificacdo agua em 6leo
(w/o). O solvente organico foi removido da solucdo por agitacdo a temperatura
ambiente e evaporacao sobre presséao reduzida. As particulas foram centrifugadas (4—
10°C; 1100-4600 g) em intervalos de 10 a 20 minutos. A preparacao foi lavada trés
vezes em agua destilada, suspensa em 1 mL PBS e estocada a 4°C e usada em até
3 meses. Todos os procedimentos foram realizados em ambiente estéril com todas as

manipulacdes em capela de fluxo laminar.
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Figura 2 - Nanoparticulas de PLA:PGA (PLGA)

Polymer nanoparticle

(A) Morfologia de nanoparticulas de PLGA obtidas por microscopia eletrénica de varredura.
(B) Esquema ilustrativo de nanoparticula de PLGA ilustrando a incorporagdo de composto
ativo hidrofobico (estrelas amarelas).

Fonte: Muralli et al.** 2012.
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4.2 Animais e acomodacgéo

Foram usados 16 ratos Holtzman (Rattus norvegicus albinus Hozltman) para os
experimentos. Os animais foram mantidos em condicbes padronizadas de
temperatura, umidade e ciclo luz/escuro no biotério da Faculdade de Odontologia de
Araraquara-UNESP, de acordo com as recomendagdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da FOAr/UNESP (Anexo A). Os animais foram acomodados
em grupos de 4 em gaiolas feitas de prolipropileno em estante isoladora com
temperatura (21 + 1°C) e umidade (65 a 70%) controladas, e ciclo de iluminagéao de
12 horas luz/escuro. Os animais foram mantidos com dieta com racdo para roedores
padronizada (Labina/purina) e agua filtrada ad libitum. As caixas foram limpas/lavadas

e a maravalha substituida 3 vezes por semana.

4.3 Indugédo da doenca periodontal por injecdo LPS/PBS e administragdo do

curcumin nanoparticulado

A doenca periodontal foi induzida segundo o modelo de injecédo de LPS na regido
palatina®!, utilizando como controle negativo a injecdo do mesmo volume de tampéao
fosfato (PBS, sem Calcio e Magnésio, pH 7.4), que foi o veiculo utilizado na diluicéo
do LPS. As injecdes foram realizadas sob anestesia geral inalatoria utilizando
isofluorano em vaporizador adaptado (Sistema Fluovac de anestesia para 02 ratos
com caixa de inducéo (Harvard Apparatus Holliston, Massachusetts EUA.), trés vezes
por semana. As injecbes de LPS ou PBS foram feitas por operador treinado nos
tecidos gengivais palatinos adjacentes a porcdo média do primeiro molar superior
(Figura 2), bilateralmente. Cada injecéo foi realizada num volume total de 3 pL de uma
solugcéo de 10 mg/mL de LPS (purificado de Eschericia coli, strain 055:B5 - Sigma
Chem Co., St. Louis, MO, EUA). Os animais-controle receberam injecao de 3 pL do
veiculo (PBS), nas mesmas regides, também bilateralmente. Foram utilizadas
microseringas Hamilton com agulha customizada de gauge 30 e comprimento de 0.6
cm (Hamilton Robotics - Agilent Technologies, Reno, NV, EUA). As injecdes de LPS
ou PBS foram realizadas por 4 semanas (28 dias), num total de 12 injecbes em cada

sitio.
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O curcumin nanoparticulado e as nanoparticulas de PLGA 'vazias' (controle-
veiculo) foram administrados duas vezes por semana, no dia seguinte a primeira e a
segunda injecdo de LPS ou PBS. As inje¢cfes de nanocurcumin ou do veiculo de
nanoparticulas foram feitas nos mesmos sitios, também sob anestesia inalatoria e
utilizando o mesmo tipo de microseringa e agulha. Para cada injecéo, foi utilizado um
volume de 3 pL da suspensdo de nanoparticulas 'vazias' (controle-veiculo) ou
carregadas com 50 mg/mL de curcumin (Sigma-Aldrich Co.). Todos os animais
receberam o nanocurcumin no lado esquerdo e o veiculo no lado direito, de forma que
cada animal servisse como seu proprio controle em relagdo ao tratamento com
nanocurcumin. Assim, os animais foram anestesiados 5x/semana, durante o periodo
experimental de 4 semanas (Figuras 3 e 4). Nao foram realizadas injecdes em dois

dias da semana, para possibilitar a recuperacao dos animais do anestésico geral.
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Figura 3 - Metodologia utilizada para o0 experimento in vivo

A B

(A) Foto ilustrativa do procedimento de injecdo no tecido gengival palatino adjacente aos
primeiros molares utilizando microseringa Hamilton. (B) llustracdo esqueméatica da
metodologia experimental utilizada: injecbes bilaterais de LPS ou de PBS foram realizadas
3x/semana. Em dias alternados (2x/semana), foram feitas nas mesmas areas, inje¢des contra-
laterais de nanocurcumin (lado esquerdo do animal) e do mesmo volume de nanopatrticulas
PLGA 'vazias' (lado direito do animal). (C) Imagens representativas de hemi-maxilas de ratos
escaneadas no microtomoégrafo (vista palatina) ilustrando a reabsorcdo 6ssea associada ao
modelo experimental de doenca periodontal induzida por inje¢cdes de LPS 3x/semana por 4
semanas.

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Figura 4 - Distribuicdo dos animais experimentais segundo as condi¢des experimentais

A.
Injecdo de LPS (3x / semana)
Veiculo (nanoparticulas vazias) do lado direito
.
Grupo LPS
8 animais
Injecdo de LPS (3x / semana)
Curcumin nanoparticulado lado esquerdo . (2x / semana)
Injecdo de PBS (3x / semana)
.
Veiculo (nanoparticulas vazias) do lado direito. (2x / semana)
Injecdo de PBS (3x / semana)
Curcumin nanoparticulado do lado esquerdo. (2x / semana)
B.
NanoCurcumin/ administracao por injecao local
veiculo -

injecoes LPS/PBS

xYYVYY Y YY YVYVY

1A3A5 8 A0 A 12 15017619 22 1 24 26 28 dias

injegoes Nano curcumin/veiculo
4a semana

1a semana 2a semana 3a semana

Eutanasia

(A) inicialmente foram formados dois grupos de 8 animais cada, segundo a indu¢do ou nao
de doenca periodontal experimental por meio de inje¢cbes bilaterais de LPS ou de PBS. Dentro
de cada um destes grupos, foram distribuidos o tratamento com nanocurcumin ou com as
nanoparticulas 'vazias' de forma contralateral, de forma que cada animal recebesse tanto o
tratamento (nanocurcumin) quanto o controle (nanoparticulas PLGA 'vazias'). (B) llustracédo
esquematica do modelo experimental utilizado. As setas 'cheias' indicam os dias em que foram
realizadas as injecdes bilaterais de LPS ou do veiculo PBS (3x/semana), e as setas 'vazias'
indicam os dias em que foram realizadas as inje¢cbes contra-laterais de veiculo
(nanopatrticulas 'vazias) ou de nanocurcumin (2x/semana).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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4.4 Eutanéasia dos animais, obtencéo e preparo das pecas — histomorfometria

Ao final do periodo experimental de 28 dias, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento de anestesia geral dissociativa com quetamina e xilazina.
Imediatamente ap0s o sacrificio, as hemi-maxilas de cada animal foram

cuidadosamente ressecadas .

O tecido mole gengival de um tamanho aproximado de 2 (mésio-distal,
comprimento) x 3 (cérvico-apical, altura) mm na area em que foram realizadas as
injecdes foi cuidadosamente dissecado de 3 amostras de cada condicdo experimental
e imediatamente congelado em nitrogénio liquido, sendo armazenado a -80°C até o
momento da utilizacdo. Apdés da remocao do tecido gengival, a hemimaxila foi
armazenada em &lcool para posterior andlise da extensdo da reabsorcdo Ossea
inflamatoria por meio da coloracdo da superficie radicular com azul de metileno e
também microtomografia computadorizada (uCT). Apés 0 escaneamento no
microtomégrafo, as 5 pecas de cada condicdo experimental das quais ndo foram
coletados os tecidos moles foram submetidas a processamento histolégico de rotina
(incluindo a descalcificacdo em EDTA 0,5 M, pH 8,0, durante 2 meses, sendo a
solucdo do EDTA removida a cada 3 dias). Ap6s confirmada a descalcificacdo
avaliando a textura de cada peca mediante uma agulha hipodérmica na area de
interesse da amostra, as pecas foram levadas para fazer inclusdo em parafina e
preparo de cortes semi-seriados de 5 um de espessura, obtidos no sentido vestibulo-

lingual para utilizacdo na analise histomorfométrica.

4.5 Histomorfometria

A analise histomorfométrica foi realizada para avaliar a intensidade e perfil do
infiltrado inflamatorio. De cada peca foram obtidos 9 cortes (5 um de espessura) semi-
seriados, de trés regides (‘anterior’, 'central' e 'posterior') espacadas em 250 um no
sentido M-D (plano frontal). Assim, a area analisada no sentido M-D se estendeu por
795 um. Foram analisados 3 cortes seriados obtidos de cada uma das trés regides de
cada peca: anterior (regido meédia do primeiro molar), central (regido proximal entre
primeiro e segundo molar) e posterior (regido central do segundo molar). Foram

avaliados cortes obtidos de 5 pecas de cada uma das condi¢cdes experimentais:
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PBS+veiculo de nanoparticulas, PBS+nanocurcumin, LPS+veiculo de nanoparticulas,
LPS+nanocurcumin.

Inicialmente foram obtidas imagens de cada corte em menor magnificacao (50X).
Nesta imagem foi tracada uma linha reta de 500 um em dire¢éo ao centro do palato a
partir da base do epitélio juncional do primeiro molar, utilizado como ponto de
referéncia anatomica padronizado. Esta distancia de 500 pm foi definida
correspondendo a area em que foram realizadas as injecfes e também a area em que
a inflamacéao era visualmente mais severa. Foi definido um ponto de reparo anatémico
para cada peca ao final da reta de 500 um, o qual foi utilizado para a obtencéo da
imagem digitalizada em maior magnificacdo (400X). Nas imagens de 400X, foram
contadas todas as células presentes segundo a morfologia nuclear
(alongadalfibroblastéide, circular/mononuclear, lobular/neutréfilos) (Figura 7A). As
imagens digitalizadas de maior aumento (400X) foram avaliadas duas vezes de forma
independente (intervalo de 6 semanas entre as avaliagbes) para verificagcdo da
consisténcia dos critérios de identificacdo morfologica dos tipos celulares. As duas
contagens morfolégicas foram realizadas por um mesmo examinador treinado e cego
para condicdo experimental.

A partir destas mesmas laminas coradas com H/E também foram obtidas imagens
digitalizadas em microscépio 6ptico comum (Leica DM 2500, Wetzlar, Alemanha) para
a contagem de osteoclastos, os quais foram identificados segundo as caracteristicas
morfologicas. Estas imagens foram obtidas em aumento de 200X, mantendo-se os
parametros de captura de imagem (contraste, brilho e tempo de exposi¢cao) constantes
para a obtencéo de todas as imagens utilizadas nesta avaliagéo.

Para a quantificacdo de osteoclastos, foram avaliados 3 cortes seriados de cada
uma das 3 diferentes regifes no sentido mesio-distal (espacamento de 250 uM entre
cada regido) de 3 hemi-maxilas de cada grupo experimental. As células foram
consideradas como osteoclastos quando se apresentam 3 ou mais nucleos
(multinucleadas), dimensfes maiores que as células normais presentes na mesma
area e estivavan localizadas proximas a superficie do osso alveolar. Foram contadas
as células com estas caracteristicas presentes a partir 500 Mm de distancia do epitélio
juncional em direcdo ao centro do palato até a regido apical da raiz palatina (Figura
7).
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Figura 7 - Metodologia utilizada na analise histomorfométrica e contagem de osteoclastos

(A) Imagens representativas do procedimento utilizado para obtengcdo de imagens em
aumento de 400X para analise histomorfométrica. Imagem de menor aumento (50X) com
tracado da linha de 500 Mm a partir da base do epitélio juncional em direcdo palatina. Nesta
imagem de 50X foi determinado um ponto de referéncia ao final da reta de 500 Mm para a
obtencdo da imagem em maior aumento (400x). Na imagem em maior aumento foi realizada
a contagem diferencial morfolégica das células (setas em verde indicam fibroblastos; em azul
células mononucleares; e em amarelo os neutréfilos polimorfonucleares). (B) Imagem
representativa de corte de maxila contra-corado com hematoxilina ilustrando a regido de
interesse em que foram contados os osteoclastos (aumento de 25X). A linha tracejada em
azul se inicia na regido palatina a uma distancia de 500 um a partir do epitélio juncional e se
estende sobre a superficie 6ssea até a regido apical da raiz palatina.

Fonte: Elaboracéo propria.
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4.6 Analise Macroscépica

Como metodologia alternativa para confirmacdo dos resultados de avaliacdo da
reabsorcdo 0ssea, as pecas das quais foram dissecados os tecidos moles (3 hemi-
maxilas de cada condicdo experimental) foram mantidas em solucdo de peroxido de
hidrogénio a 3% por 24 horas para remover o tecido mole residual. Em seguida as
pecas foram imersas por 5 minutos em solucdo de azul de metileno (0,7 mg/mL em
etanol 50%) a temperatura ambiente. As pecas foram posicionadas de forma
padronizada sobre base de cera para a obtencdo de imagens digitais em
estereomicroscopio (Leica HZ6- magnificacdo de 4.). Nestas imagens, um examinador
treinado e cego para 0s grupos experimentais delimitou a superficie radicular exposta
(corada pelo azul de metileno) no primeiro e segundo molares, desde a juncao
cemento-esmalte até a crista 6ssea. do dente utiilizando o programa ImageJ (National
Institutes of Health, Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, EUA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016.) (Figura 6).

Figura 6 - Imagem digital representativa das imagens utilizadas na andlise da area de
superficie radicular exposta em hemi-maxila corada com azul de metileno.

A éarea de raiz exposta foi delimitada com o programa ImageJ. Para conversdo da area
determinada em pixels para mm?, foi utilizada a escala com quadrados de 1 mm? posicionada
abaixo da peca analisada.

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.7 Microtomografia computarizada

Apoés a fixacdo em paraformaldeido a 4% por 12 h a 4°C, as pecgas destinadas a
andlise por microtomografia computadorizada foram transferidas para etanol a 70%
até o momento da analise, que foi realizada pela varredura de feixe de raios-X em um
sistema de microtomografia computadorizada (Skyscan, Aartselaar, Bélgica) com
cortes de 18 um de espessura e utilizando condi¢cdes (50 kV, 300 mA, filtro de
atenuacao de aluminio de 0,5 mm de espessura) previamente otimizadas para este
tipo de amostra. ApGs a reconstrucdo, as imagens tridimensionais geradas pelo
software do tomégrafo foram rotacionadas em uma orientacao tridimensional padrao
utilizando referéncias anatdbmicas definidas e padronizadas, e foi estabelecido um
limite de contraste padronizado para distinguir tecidos mineralizados de nao-
mineralizados utilizando o software CT Analyser (version 1.12.4.0 Bruker microCT,
Skyscan, Bélgica). Para a determinacao da regido de interesse (ROI), foi construida
uma caixa volumétrica de dimensfes padronizadas (1400 x 500 x 540 Mm,
comprimento x altura X espessura), que foi posicionada segundo pontos de reparo
anatdmicos pré-definidos (Figura 5). Nesta ROI foi determinada a fracdo de volume
ocupado por tecido mineralizado. Os valores foram tabulados e apresentados como a
proporcdo ou percentual (%) de tecido mineralizado na ROI. As andlises foram

realizadas por um operador técnico treinado e cego para 0S grupos experimentais.

Figura 5 - Definicdo da area de interesse (ROI) para a analise por microtomografia
computadorizada

Ry ~’\\) \b\\j N \..

v

Na imagem bidimensional (plano sagital ou mesio-distal) correspondente ao centro do 1o.
molar superior, foi definida uma area retangular com comprimento de 1.400 um (M-D) a partir
da juncdo cemento-esmalte da superficie D do 20. molar, e com altura (ocluso-apical) de 500
pum. Na reconstrucao tridimensional, este retangulo foi estendido a partir desta imagem (no
centro do 1o. molar) em dire¢do palatina por 30 cortes (540 um). A area total da ROI assim
definida era de 378 pm3.

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.8 Ativacao das vias de sinalizagdo (Western Blot)

A partir das amostras de tecido gengival congeladas, foram extraidas proteinas
totais por meio da lise mecéanica dos tecidos utilizando pistilo plastico adaptado em
microtubos de 1,5 mL em 150 pL de tampéao de lise (M-Per, Pierce - ThermoFisher
Scientific) suplementado com coquetel de inibidores de protease e fosfatase
(Complete e PhosStop, Roche). Ap6s a maceracdo mecéanica, as amostras foram
deixadas em gelo por 30 minutos, centrifugadas (12,000 RPM, 4C, 10 min) e
transferidas para novos microtubos de 1.5 mL. As amostras foram quantificadas em
leitor de placas (Spectramax L, Molecular Devices) verificando a absorbancia em 595
nm, segundo o método de Bradford (Bio-Rad Laboratories), utilizando curva-padrao
preparada com diluigdo seriada de BSA (8 - 80 g/mL).

Para a realizacdo do Western-blot, um total de 40 pg de cada amostra foi
acrescentado a tampao de amostra (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% de glicerol, 100
mM ditiotreitol, 2% de dodecil sulfato de sédio, 0,01% de azul de bromofenol) na
proporcéo vol:vol de 1 tampé&o : 6 amostra. Antes de serem carregadas no gel de
poliacrilamida, as amostras foram aquecidas a 95 C por 5 min para completa
desnaturacdo. Foram preparados géis descontinuos de poliacrilamida (4% no gel de
empilhamento e 12% no gel de separacdo), e as amostras foram separadas
eletroforeticamente em tampéo de Tris-Glicina-SDS utilizando corrente constante de
100 V (32 mA) durante 60 min. Subsequentemente, as proteinas separadas nos géis
foram eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose de 0,2 um durante mais 60
minutos em tamp&do de metanol a corrente constante de 110 mA/gel.

As membranas foram bloqueadas (tamp&o Tris contendo 5% BSA e 0,1% de
Tween-20) durante 1 h a temperatura ambiente e, em seguida, incubadas com os
anticorpos primarios especificos para as formas ativas (fosforiladas) e totais (incluindo
formas fosforiladas e ndo fosforiladas) das proteinas de interesse na diluicdo de
1:1000 indicada pelo fornecedor dos anticorpos (Cell Signaling Inc.) durante 18 h a 4
C. Apos trés lavagens (15 min/lavagem) em tampao Tris/Tween-20, a presenca dos
anticorpos primarios foi detectada pela incubacdo com anticorpos secundarios
espécie-especificos conjugados a peroxidase (Cell Signaling Inc.) por 1 h a
temperatura ambiente. Apds novas lavagens, o complexo anticorpo primario/anticorpo
secundario conjugado a HRP foi detectado com a utilizacdo de um substrato

guimioluminescente de HRP (SuperSignal West Pico, Pierce - ThermoFisher
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Scientific). Por meio de um sistema de documentacéo digital (GelDoc XT, Bio-Rad
Laboratories), foram obtidas imagens das membranas. Nestas imagens utilizando o
software ImageQuant (Bio-Rad Laboratories) foi feita a quantificacdo densitométrica
das bandas correspondentes as proteinas de interesse, normalizadas para as bandas
correspondentes a expressao das formas totais (incluindo formas fosforiladas e néo-

fosforiladas) das proteinas de interesse.

4.9 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir de cada experimento foram analisados em separado,
utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA). Foram calculadas medidas de tendéncia central segundo as condicdes
experimentais, considerando cada dado como um evento independente. O objetivo da
analise dos dados foi comparar os resultados segundo as diferentes condi¢cdes
experimentais. Para estas comparacfes, considerando cada ponto de dado como um
evento independente, foram utilizados o teste t de Student ndo pareado com correcao
de Welch para variancias desiguais entre os grupos e a andlise de variancia (ANOVA)
seguida do teste post-hoc de Tukey para comparagcbes pareadas. O nivel de

significancia adotado foi de 95% (p<0,05) para todas as analises.
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5 RESULTADOS

5.1 Curcumin nanoparticulado reduz a severidade da resposta inflamatoria
associada ao modelo de doenca periodontal induzida por inje¢cdes de LPS

A analise histomorfométrica dos cortes histolégicos corados com H/E indicou que
a injecdo de LPS efetivamente induziu uma marcante resposta inflamatéria nos
tecidos gengivais, com significativo aumento do numero de neutrofilos
polimorfonucleares e de células mononucleares. A administracdo local de
nanocurcumin reduziu de forma significativa a presenca destes dois tipos celulares,
resultando em niveis compativeis aos observados no tecido gengival em que néo foi
induzida a doenca periodontal (em que foram realizadas injecdes dos veiculos
PBS/nanoparticulas 'vazias') (Figura 8 ).
Foi constatado um aumento no numero de células fibroblastéides nos tecidos
gengivais em que foi realizada a inducdo de doenca periodontal experimental e a
administracdo de nanocurcumin reduziu a quantidade destas células
significativamente, atingindo niveis inferiores aos observados nos tecidos gengivais
normais, injetados apenas com o0s veiculos (PBS/nanoparticulas ‘vazias').
Interessante observar que mesmo na auséncia de estimulo inflamatério, nas hemi-
maxilas injetadas com PBS a administracdo de nanocurcumin reduziu

significativamente a quantidade de células fibroblastéides (Figura 8 ).
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Figura 8 - Efeito de nanocurcumin na modulacéo da resposta no infiltrado inflamatoério-
Analise histomorfométrica. (continua)
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Figura 8 - Efeito de nanocurcumin na modulacéo da resposta no infiltrado inflamatorio-

Analise histomorfométrica. (Concluséo)

Vehicle

Nanocurcumin

(A) Gréficos indicam a quantidade média de células inflamatérias (mononucleares,
polimorfornucleares) e de células fibroblastéides contadas nos tecidos gengivais avaliados em
aumento de 400X segundo a condicdo experimental. Dados derivados de duas contagens
independentes de um total de 180 cortes histologicos analisados (9 cortes de provenientes de
cada hemi-maxila/ 5 pecas de condicdo experimental). Resultados da ANOVA seguido de
Tukey para comparacdes pareadas (*p<0.05). (B) Imagens representativas de cortes corados
com H/E na é&rea de interesse (em que foram realizadas as inje¢des bilaterais de PBS/LPS e
contra-laterais de veiculo/nanocurcumin) em aumento de 200X.

Fonte: Elaboracéo propria.
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Administracdo local de Curcumin nanoparticulado inibe significativamente a

reabsorgcdo 6ssea inflamatéria em modelo de doenca periodontal experimental

O ensaio de avaliacao da area de superficie radicular exposta apds coloragcdo com
azul de metileno indica que as hemi-maxilas em que foi injetado LPS apresentaram
reabsorcéo 0ssea claramente visivel. A administragéo local do nanocurcumin resultou
em reducdo marcante (embora nédo significativa estatisticamente nesta analise) da
reabsorcdo 6ssea em comparacao as areas que receberam injecdes do veiculo de

nanoparticulas sem curcumin (Figura 9).

Figura 9 - Administracéo local de nanocurcumin atenua a reabsorgdo 6ssea inflamatéria
associada ao modelo de doenca periodontal induzido por LPS. (Continua)

PBS LPS

Nanoveic

Nanocurc
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Figura 9 - Administracéo local de nanocurcumin atenua a reabsorcéo éssea inflamatoria
associada ao modelo de doenca periodontal induzido por LPS. (Concluséo)
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Imagens representativas de hemi-maxilas segundo a condicéo experimental (vista palatina).
O gréfico apresenta a area média (+ desvio-padrdo) de superficie radicular exposta
mensurada utilizando o software ImageJ em imagens digitalizadas obtidas de forma
padronizada de trés hemi-maxilas para cada condicdo experimental. Dados analisados
utilizando o test t de Student ndo pareado com correcdo de Welch para desigualdade de
variancias (valores de 'p' indicados para as comparacdes entre as condi¢cdes experimentais
unidas pelos braquetes. 'ns' indica auséncia de diferenca significativa em comparacéo as
hemi-maxilas em que foram injetados apenas os veiculos (PBS / nanopatrticulas 'vazias').

Fonte: Elaboragéo prépria.

Por outro lado, a avaliagdo quantitativa tridimensional a partir dos dados da
analise por microtomografia computadorizada indicou que a administracdo local de
nanocurcumin efetivamente inibiu de forma completa a reabsor¢céo 6ssea inflamatéria

neste modelo experimental (Figura 10).
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Figura 10 - Nanocurcumin aplicado localmente inibe completamente a reabsorgéo
6ssea inflamat6ria no modelo de doencga periodontal induzido por LPS.
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Imagens representativas de reconstrugdes tridimensionais de hemi-maxilas dos animais em
cada grupo (vista palatina). O gréafico apresenta os resultados da quantificacdo da proporcéo
de tecido mineralizado em rela¢do ao volume total padronizado da area de interesse de 378
um?®. Reducdo da fracédo 'volume de tecido mineralizado/volume total' (‘bone volume/total
volume' ou 'BV/TV') indica reabsor¢cédo 6ssea. Os dados demonstram que a injecao local de
nanocurcumin inibiu completamente a reabsorcéo 0ssea associada as inje¢des de LPS (‘'ns'
indica auséncia de diferenca em comparacdo ao grupo controle, sem indugdo de doenca
periodontal e injetado apenas com os veiculos PBS/nanoparticulas 'vazias'). Além disso, a
realizacao de 5 injecdes semanais nao resultou em reabsorcdo 6ssea por trauma (grupos
PBS/nanoveiculo e PBS/nanocurcumin). Dados de 8 pegas por grupo experimental analisados
por meio de ANOVA seguido de Tukey para comparagdes pareadas (*p<0.05).

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Administracdo local de curcumin nanoparticulado reduziu significativamente a
quantidade de osteoclastos presentes in vivo.

A contagem dos osteoclastos presentes na area de interesse, identificados
morfologicamente em cortes corados com H/E demonstra que a injecdo de
LPS/veiculo de nanoparticulas resultou em aumento significativo no ndmero de
osteoclastos em comparagdo as hemi-maxilas em que foi injetado PBS/veiculo de
nanoparticulas. A aplicacdo de nanocurcumin reduziu significativamente o nimero de
osteoclastos presentes nas hemi-maxilas em que foi induzida a doenca periodontal
experimental com injecbes de LPS. Esta redugdo associada a injecdo do
nanocurcumin foi tdo marcante que nao houve diferenca significativa na quantidade
de osteoclastos presentes nas hemi-maxilas em que foi injetado PBS (sem inducao

de doenca periodontal) (Figura 11).

Figura 11 - Diminuig¢&o significativa no niamero de osteoclastos nas hemi-maxilas injetadas
com nanocurcumin
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Nas hemi-maxilas em que foi injetado o nanoveiculo, as injecdes de LPS aumentaram
significativamente o numero de osteoclastos em comparacdo ao grupo controle (PBS)
(*p<0,001). O numero de osteoclastos presentes em amostras submetidas a injecao de LPS
e também de nanocurcumin foi significativamente reduzido (*p<0,001), de forma que né&o
houve diferenca no nimero de osteoclastos presentes em comparacao ao grupo injetado com
PBS (‘ns’: diferenga néo significante entre as condi¢cdes experimentais indicadas, '": diferenca
nao significante em comparacao as amostras injetadas com PBS/veiculo). Dados obtidos de
108 cortes (9 cortes de provenientes de cada hemi-maxila/ 3 pecas de condig&do experimental)
analisados por meio de ANOVA seguido de Tukey para comparacdes pareadas (*p<0.05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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A reducdo do numero de células inflamatorias indica a eficdcia do nanocurcumin
aplicado localmente em inibir a severidade da resposta imune nos tecidos gengivais.
Considerando que a expressdo de diversos mediadores inflamatorios esta

diretamente relacionada a atividade das vias NF-kB e p38.

MAPK, as quais também representam as principais vias de sinalizacao ativadas
downstream dos TLRs, também foi avaliada o efeito da administracdo local de
nanocurcumin na atividade de MAPK. Esta avaliagdo indicou que 0 nanocurcumin
reduziu de forma marcante a atividade de NF-kB e p38 MAPK nos tecidos gengivais
in vivo (Figura 12).

Figura 12 -: Administracdo local de nanocurcumin inibe a atividade das vias p38 MAPK
e NF-kB nos tecidos gengivais no modelo de doenca periodontal induzida por LPS
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Imagens representativas dos Western-blots realizados para avaliagdo do estado de ativacdo
das vias p38 MAPK e NF-kB (p65). As formas fosforiladas representam a condigcdo ativa
destas vias. As formas totais (incluindo formas fosforiladas e ndo-fosforiladas) foram avaliadas
como forma de normalizacdo do carregamento das amostras. Cada um dos
westerns/imunoblots foi realizado utilizando 40 pg de proteina total derivadas dos tecidos
gengivais, segundo as diferentes condicbes experimentais. Graficos apresentam os dados da
analise densitométrica das imagens digitalizadas de trés westerns blots realizados utilizando
amostras de proteina de trés hemi-maxilas distintas e realizados de forma independente. E
apresentada a regulagéo relativa (fold change) em relacdo ao estado de ativacdo de p38
MAPK e NF-kB (p65) nas amostras provenientes de hemi-maxilas em que foram injetados
apenas os veiculos (PBS/ nanoparticulas 'vazias').

Fonte: Elaborag&o prépria.
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6 DISCUSSAO

Este estudo foi desenhado e executado como um estudo inicial, de "prova de
principio”, para verificar a viabilidade e efeito biologico associado a administracéo local
de curcumin veiculado em nanoparticulas. Os resultados indicam a efetiva inibicdo da
reabsorcdo Ossea inflamatodria, associada a diminuicdo significativa no namero de
osteoclastos e do infiltrado de células inflamatérias, bem como atenuacao da atividade
de p38 MAPK e NF-kB. Nao observamos nenhum tipo de resultado adverso, local ou
sisttmico, com a administracdo local do nanocurcumin ou do veiculo de
nanoparticulas vazias.

O efeito anti-inflamatorio do curcumin € amplamente documentado por estudos in
vitro em diferentes tipos celulares, incluindo macréfagos, células dendriticas,
neutrc')filos, células T, células 554,77, 23,159, 37,7,32,130,63,136,159,36,1,71,56,31,118,27,67,66,127,72 e
também em diversos modelos in vivo, incluindo desfechos adversos da gravidez por
inflamacé&o da placenta, isquemia renal de reperfuséo, inflamacao pulmonar, sepsis,
inflamacéo intestinal, osteoartrite, artrite e psoriase +162:139,93,151,154,111,69,55.

Especificamente no contexto da doenca periodontal, nosso grupo de pesquisa ja
relatou a atenuacado da inflamacédo, com reducéo da atividade de NF-kB (mas néo de
p38 MAPK) e da reabsorcdo 6ssea inflamatoria em modelo murino de doenca
periodontal idéntico ao utilizado neste trabalho*44 . Resultados similares foram
encontrados em modelo murino de doenca periodontal induzido por ligadura'®328 e,
mais recentemente, constatou-se que a inibicdo da reabsorcéo 0ssea alveolar neste
modelo experimental esta associada a inibicdo da expressao de IL-17 e de RORyT
(fator de transcricdo associado a polarizacdo de células Th17°% 131, Nosso grupo de
pesquisa observou a inibicdo da ativacdo de NF-kB e p38 MAPK em macréfagos
estimulados com LPS e pré-tratados com curcumin?®®. Evidéncias indicam que o
curcumin também inibe a ativacdo de NF-kB em macréfagos estimulados com LPS de
Porphyromonas gingivalis? ou com LPS de Prevotella intermedia’.

A grande maioria dos trabalhos utiliza o curcumin in vitro diluido em veiculo néo-
agquoso (etanol ou DMSOQO), enquanto seu uso in vivo é associado a utilizacao de
diferentes veiculos de natureza lipidica ou outros compostos polares
(carboximetilcelulose). A virtual insolubilidade do curcumin em meio aquoso é uma
das propriedades quimicas que limitam seu uso in vivo, juntamente a outras limitacdes

farmacodinamicas, como baixa absor¢cdo no trato gastrointestinal e meia-vida
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plasmatica na ordem de minutos®3°. Além destas dificuldades, o curcumin utilizado
nos diversos estudos é obtido comercialmente de diferentes fontes e, por vezes, ndo
ha indicacdo da fonte de obtencdo do composto. As variacbes de veiculo,
concentracfbes utilizadas e origem do curcumin; juntamente com as pobres
propriedades farmacodindmicas deste composto podem representar viéses que
explicam a variabilidade de resultados relatados na literatura.

O potencial terapéutico do curcumin, especificamente suas propriedades anti-
inflamatorias, juntamente com as pobres propriedades farmacodinamicas justificam a
busca por compostos com modifica¢cdes quimicas do curcumin que resultem em maior
consisténcia e poténcia do efeito biolégico com a utilizacdo de doses reduzidas em
comparacdo ao extrato natural°®126.110.90.156.15 De fato, alguns destes compostos
sintéticos baseados na modificacdo quimica do curcumin demonstram atividade anti-
inflamatéria e inibicdo da reabsorcéo 6ssea em diferentes modelos murinos de doenca
periodontal experimental*33#, inclusive com redugdo de 80X na dose administrada do
composto modificado em comparacdo ao composto natural (3 mg/Kg x 400 mg/Kg),
para a obtencdo do mesmo efeito bioldgico em modelo murino de doenca periodontal
experimentall®

Outra forma de superar as dificuldades farmacodindmicas do curcumin que
também tem sido intensamente pesquisada na literatura recente é a busca por
veiculos alternativos para o curcumin, em especial as nanoformulacdes lipidicas,
associadas a quitosana, proteina hidrolisada de milho ou caseinato de s6diot43144.129,
Uma formulagdo proprietéaria de curcumin carreado por nanoparticulas denominada
‘Theracurmin' foi avaliada em humanos que receberam dose Unica de 150 e 210 mg
do composto por via oral, atingindo concentracdo plasmética maxima 189 e 275
ng/mL, respectivamente, e meia-vida 9,7 h para a dose de 150 mg e 13 h para a dose
de 210 mg, sendo que o unico efeito colateral registrado foi diarreia leve em um dos 6
individuos participantes do estudo*?°.

Neste trabalho, utilizamos nanoparticulas de PLGA, sintetizadas a partir de acido
poliactico co-glicélico. A utilizacdo do acido poli-lactico co-glicolico em preparos de
nanoparticulas para aplicacbes terapéuticas é aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos por suas caracteristicas biodegradaveis e
biocompativeis e tem demonstrado ser um veiculo potencialmente eficiente no
carreamento de drogas com reduzida capacidade de permeabilidade por modular o

efeito da glicoproteina-P, proteina expressa na superficie celular que promove
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ativamente a saida de substancias do interior celular'®!, A veiculagéo do curcumin em
nanoparticulas de PLGA aumenta a meia-vida plasmética do curcumin de cerca de 20
minutos (solucdo aquosa de curcumin) para 4 horas apés uma unica administracao
por gavagem oral em ratos, resultando em aumento de 15 vezes na biodisponibilidade
do curcumin’™. Além disso, as nanoparticulas de PLGA permitem modificacdes
quimicas suplementares para sua funcionalizagéo, visando aumentar a absorgéo das
nanoparticulas em tecidos/tipos celulares especificos, direcionar a absorcao por vias
especificas (evitando, por exemplo, a macropinocitose e a possivel degradacao
lisossdmica) ou viabilizar a deteccéo de sua absorcao e localizagdo sub-celular por
meio de ligacdo covalente das nanoparticulas com compostos fluorescentes, por
exemplol®,

E preciso considerar, no entanto, a possibilidade de influéncia de aspectos como
0 tempo e temperatura de armazenamento, bem como a exposicdo a luz nas
propriedades bioldgicas do curcumin veiculado em nanoparticulas de PLGA. As
atividades anti-oxidantes e anti-nitrosantes do curcumin nanoencapsulado sao
afetadas de forma oposta pela exposicdo a luz!?. Neste trabalho, o curcumin
nanoencasulado foi utilizado dentro de 30 dias de seu preparo e as condi¢cfes de
armazenamento foram padronizadas (4 C, ao abrigo da luz).

Considerando este estudo como um trabalho inicial para 'prova de principio’, os
dados demonstram a viabilidade e efetividade biolégica anti-inflamatoria da aplicacéo
local do curcumin veiculado por nanoparticulas de PLGA. No entanto, estes resultados
devem ser interpretados em termos das limitagbes do modelo experimental e das
andlises realizadas. O modelo experimental de inducdo de doenca periodontal
experimental por injecdes de LPS permite maior controle sobre a intensidade do
estimulo inflamatoério (concentracdo de LPS), que foi mantido ao longo de todo o
periodo experimental. No entanto, de forma distinta da doenca periodontal natural e
de outros modelos experimentais (por ex., ligaduras ou infecgcdo microbiana), ndo ha
colonizagédo microbiana na parte cervical do dente, e tanto o estimulo (LPS) quanto o
tratamento (nanocurcumin ou veiculo) foram introduzidos diretamente nos tecidos
gengivais, sem a presenca de toxinas microbianas ou outros antigenos (PAMPS) e
sem o envolvimento do epitélio juncional e do sulco. A perspectiva de aplicagéo clinica
é a utilizacdo do nanocurcumin de forma néo invasiva, introduzido (n&o injetado) no
sulco gengival de sitios inflamados, evitando a administracdo sistémica e procurando

maximizar o efeito bioldgico, direcionando-o as areas efetivamente inflamadas. Outra
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importante diferenca em relacéo a perspectiva de aplicacéo terapéutica clinica é o fato
que na abordagem experimental utilizada neste estudo a administracdo do
nanocurcumin foi concomitante ao estimulo inflamatério, enquanto clinicamente o
estimulo inflamatério representado pelo biofilme dental seria removido (a0 menos
parcialmente) previamente a aplicacdo local do nanocurcumin, uma vez que a
proposta é sua utilizacdo como adjunto ao tratamento mecanico.

As duas metodologias de analise quantitativa da reabsorcédo 6ssea inflamatoria
apresentam resultados consistentes (inibicdo da reabsorcédo 6ssea no grupo tratado
com nanocurcumin), porém com diferenca na magnitude do efeito (n&o significativo
estatisticamente na analise macroscoépica). Atribuimos esta diferenca de magnitude
de efeito entre as analises ao menor 'n' utilizado na avaliacdo macroscépica e também
ao fato desta analise ser bidimensional (incluindo os planos sagital/mesio-distal e
coronal/cérvico-apical), enquanto na avaliagdo por microtomografia computadorizada,
por sua caracteristica tridimensional, foi possivel incluir o plano frontal (plano
vestibulo-palatino) e considerar o tecido 6sseo presente na regido palatina dos dentes
superiores, exatamente a regido em que foi induzida a inflamacéo com as injecdes de
LPS.

A avaliacado histomorfométrica do infiltrado inflamatério também é sujeita a viéses
introduzidos pelo angulo de obtencdo dos cortes histolégicos, que pode alterar a
morfologia nuclear considerada na identificacdo dos tipos celulares avaliados
(osteoclastos, neutrofilos, células mononucleares ou fibroblastéides); no entanto esta
forma de analise é reportada na literatura, sendo considerada adequada por muitos
autores?526.107.9.86,42,87.95,106 'Mesmo sem considerar a efetiva caracterizacéo dos tipos
celulares inflamatérios (neutrdéfilos e células mononucleares), os resultados indicam,
coletivamente, reducdo do infiltrado celular nos tecidos em que foi injetado o
nanocurcumin, suportando a interpretacao de inibicao do infiltrado inflamatdério.

Esta interpretacdo € suportada também pelo achado de atenuacéo do estado de
ativacao das vias p38 MAPK e NF-kB, as quais sao ativadas no modelo experimental
utilizado38, além de serem duas das principais vias de sinalizacdo ativadas por TLRs
incluindo o TLR4, receptor de LPS que foi o0 agente indutor da doenca periodontal no
modelo utilizado. No ensaio de avaliagdo da atividade de p38 MAPK e NF-kB também
atribuimos a auséncia de significancia estatistica ao reduzido 'n' (proteinas obtidas de
3 amostras para cada condicao experimental), além das dificuldades na padronizagéo

do tamanho e localizacdo de obtencdo das amostras pela resseccao cirurgica do



51

tecido gengival. O fato de p38 e NF-kB serem proteinas intracelulares dificulta sua
deteccéo in vivo, uma vez que, mesmo em tecidos inflamados, a quantidade relativa
de proteinas da matriz extracelular (tanto de proteinas constituintes, como o colageno,
guando de proteinas secretadas pelas células presentes) é superior a de proteinas
intracelulares. Considerando a reduzida area inflamada no modelo de injecéo de LPS,
pequenas diferencas no tamanho da amostra ou na localizacdo de onde foram
retiradas as amostras de tecido gengival podem afetar a relativa abundancia de
células inflamatoérias presentes e, assim, a deteccdo de p38 MAPK e NF-kB. De
qualquer forma, os resultados obtidos indicam claramente a atenuagéo da atividade
de p38 MAPK e NF-kB e suportam a reducao da atividade inflamatoria; porém néo é
possivel determinar se esta atenuacao na ativacdo de p38 MAPK e NF-kB é resultante
da reducdo do numero de células inflamatérias presentes ou da inibicdo da ativacéo
destas células (ou da combinacao destas duas possibilidades).

Neste estudo, selecionamos p38 MAPK e NF-kB como representativas da
atividade inflamatoria de forma arbitraria, com base em seus papéis primordiais na
sinalizacdo via TLRs e na regulacdo da expressdo de diversos genes pro-
inflamatoérios®27%76, Além disso, evidéncias indicam que o curcumin inibe a
sinalizacéo via TLR4153.161.9 e até mesmo a ativacdo de TLR4 por meio da inibicdo da
dimerizacdo do receptor®2. No entanto, ndo podemos afastar a possibilidade do efeito
biolégico do nanocurcumin estar relacionado a modulacdo de outras vias de
sinalizacdo e mecanismos bioldgicos. Evidéncias indicam que curcumin afeta a
atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo e diversas vias de sinalizacéo
intracelular, incluindo SOCS1, SOCS3, p38, ERK e JNK MAPKinases, JAK/STAT,
PI3K/Akt?6:15423.123 = hem como influenciando a atividade de inflamassomos® e
microRNAs®,

A reducdo do numero de células fibroblastdides é uma observacéo inesperada e
pode sugerir um potencial prejuizo ao processo de reparo dos tecidos periodontais.
No entanto, diversos estudos indicam o favorecimento do reparo com a administracao
de curcumin, tanto com a aplicacdo tépica em diversos modelos in vivo!l®116:89.47.157,
E possivel que a reducdo do ntimero de células fibroblastéides observada possa estar
relacionada a atenuacao da resposta inflamatdria crénica no microambiente do tecido
gengival, uma vez que a inflamacdo pode afetar tanto a proliferacdo®, quanto o
fendtipo dos fibroblastos, com maior expressdo de citocinas inflamatérias e

metaloproteinases de matriz!®. De fato, a proliferacdo de fibroblastos gengivais
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humanos é aumentada pelo estimulo com IL-1'2%, citocina presente no microambiente
do tecido gengival inflamado, assim especulamos que a reducao do numero de células
fibroblastbides observada seja relacionada a atenuacdo da inflamacédo neste
microambiente.

Também ¢é possivel que a reducdo do numero de células fibroblastoides
observada seja resultante diretamente do efeito biolégico do nanocurcumin aplicado
localmente, que deve ter resultado em concentracdo significativamente maior do
composto nos tecidos gengivais em comparacao a administracao oral. Neste sentido,
o curcumin 'livre' (diluido em veiculo polar, DMSO) foi mais toxico a em fibroblastos
sinoviais do que uma formulacdo de nanoparticulas lipossomais carreando curcumin
(denominada 'Lipocurc’) em fibroblastos sinoviais lipossomos, a qual reduziu a
proliferacdo e a expressao de citocinas inflamatérias nestes fibroblastos?®.

A aplicacdo terapéutica de nanoformulagbes de particulas de PLGA contendo
curcumin natural demonstrou atividade biolégica in vitro em células de carcinoma
espinocelular da cavidade bucal®®, e também apresentaram resultados positivos em
modelos in vivo de glioma?®, colite*” e cancer de coélon’®. Outros tipos de
nanoparticulas carreando curcumin demonstram efeitos positivos em modelos
experimentais in vivo de artrite'®, reparo de feridas cutaneas® e sepsis#?.

Coletivamente, estas informacdes da literatura e os dados obtidos neste estudo
indicam o potencial do curcumin veiculado em nanoparticulas como adjuvante na
terapia periodontal. Este potencial pode ser ampliado com modificagdes no veiculo
(por ex., a funcionalizacdo das nanoparticulas de PLGA por modificacfes quimicas) e
pode incluir também outras possibilidade de interesse particular na doenca
periodontal, como a fotoativacdo do curcumin para favorecer seu efeito antimicrobiano
contra bactérias do biofilme dental'®3117114 oy sua utilizacdo apdés a remocéo do
agente agressor externo (biofilme microbiano) para favorecer o processo de reparo*®’.

Em concluséo, os dados do estudo indicam a efetividade da aplicacéo local de
curcumin veiculado em nanoparticulas na atenuacéo da resposta inflamatéria e da
reabsorgéo 6ssea associadas ao modelo experimental de doenca periodontal induzida
por injecdes de LPS em ratos. Estudos subsequentes deverao avaliar o0s mecanismos
de acdo do nanocurcumin em aspectos da biologia de células de interesse, incluindo
a proliferacdo, viabilidade e expressédo génica (fibroblastos), atividade/metabolismo
oxidativo, fagocitose e polarizacdo fenotipica (macrofagos, células dendriticas,

neutrofilos e linfécitos).
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7 CONCLUSAO

Segundo a hipétese proposta para este estudo, os dados obtidos demonstram que
a aplicacao local do curcumin nanoparticulado efetivamente reduz a intensidade da
resposta inflamatoria e a severidade da reabsorcdo 6ssea associadas ao modelo de

doenca periodontal experimental induzido por LPS.
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