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Godoi MA. Impacto da aplicacdo topica do curcumin nanoparticulado no tratamento de lesdes
de liquen plano oral LPO). [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2020.

RESUMO

Curcumin é um composto ativo derivado da planta Curcuma longa que exibe uma variedade de
atividades bioldgicas. Inumeros estudos tém documentado seu potencial anti-inflamatorio e
imunomodulatério, que pode ser associado ao tratamento de uma série de condi¢Bes, como
doengas inflamatdrias intestinais, artrite reumatoide, cancer, diabetes, periodontite, bem como
no tratamento de les6es de liquen plano oral (LPO). LPO é uma doenca autoimune, mediada
por células T e caracterizada pelo aparecimento de lesGes nos tecidos orais, geralmente
associada a sintomatologia dolorosa e com potencial de malignidade de 0,4% a 5%. InUmeras
pesquisas tém sido conduzidas com objetivo de determinar um tratamento eficaz e seguro para
a doenca, mas até 0 momento ndo ha um protocolo padréo. O uso de corticosteroides tem sido
a modalidade de tratamento mais indicada, entretanto, a necessidade de utilizacdo destes
farmacos por longos periodos e em altas doses podem provocar imunossupressao da cavidade
oral. A literatura tem mostrado beneficios do curcumin sobre a reducdo dos sinais e sintomas
da doenca, além da auséncia de toxicidade, mas a baixa biodisponibilidade do composto parece
limitar sua efetividade clinica. Sua veiculacdo em nanoparticulas tem sido uma das estratégias
utilizadas para melhorar as caracteristicas farmacologicas do composto e potencializar seus
efeitos bioldgicos. Nesse estudo, propomos avaliar o potencial da aplicacdo topica do curcumin
nanoparticulado sobre a reducédo de sinais e sintomas do LPO, e investigar sua influéncia sobre
o infiltrado inflamatdrio, a expressao dos subtipos de células T e ativacao do fator de transcricdo
NF-xB. Pacientes receberam a aplicacdo local do curcumin nanoparticulado 0,5%, ou da
nanoparticula vazia (veiculo) trés vezes ao dia, diariamente, durante 30 dias. Biopsias das lesdes
obtidas no baseline e ao final do tratamento foram utilizadas para avaliar a proporcéo e perfil
de células T (CD3+, CD4+, CD8+, CD45+), bem como a ativacdo de NF-kB por imuno-
histoquimica. Sinais clinicos das lesdes foram avaliados utilizando a Classificacdo de
Thongprasom, e a sintomatologia analisada segundo a escala visual analdgica (VAS),
semanalmente durante o periodo de aplicacdo dos compostos, e reavaliados 7, 30 e 60 dias ap6s
o término do tratamento. Curcumin reduziu acentuadamente a sintomatologia dos pacientes em
todos os periodos analisados durante o tratamento (p<0.05), e apresentou ainda um efeito
residual durante todo o periodo de reavaliacdo. Os sinais clinicos ndo foram alterados em
nenhum dos grupos. A analise imuno-histoquimica demonstrou uma reducéo significativa das
células T (CD3+, CD4+, CD8+ e CD45+) nas lesBes tratadas com curcumin, especialmente das
células T CD4+, mas sem modulacdo na ativacdo de NF- kappa B (p = 0,2).

Palavras chave: Liguen plano oral. Ensaios Clinicos. Curcumin. Nanoparticulas. Linfocitos.
NF- kappa B.



Godoi MA. Impact of topical application of nanoparticulate curcumin on the treatment of oral
lichen planus (OLP) lesions and associated biological mechanisms. [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

Curcumin is an active compound derived from the Curcuma longa plant that exhibits a variety
of biological activities. Numerous studies have documented its anti-inflammatory and
immunomodulatory potential, which can be associated with the treatment of a number of
conditions, such as inflammatory bowel diseases, rheumatoid arthritis, cancer, diabetes,
periodontitis, as well as in the treatment of oral lichen planus lesions (OLP). OLP is an
autoimmune disease, mediated by T cells and characterized by the appearance of lesions in the
oral tissues, usually associated with painful symptoms and with a malignant potential of 0.4%
to 5%. Countless research have been conducted with the objective of determining an effective
and safe treatment for the disease, but so far there is no standard protocol. The use of
corticosteroids has been the most indicated treatment modality, however, the need to use these
drugs for long periods and in high doses can cause immunosuppression of the oral cavity. The
literature has shown benefits of curcumin on reducing signs and symptoms of the disease, in
addition to the absence of toxicity, but the low bioavailability of the compound seems to limit
its clinical effectiveness. Its delivery in nanoparticles has been one of the strategies used to
improve the pharmacological characteristics of the compound and enhance its biological
effects. In this study, we propose to evaluate the potential of topical application of curcumin -
loaded nanoparticle on the reduction of signs and symptoms of OLP, and to investigate its
influence on inflammatory infiltrate, the expression of T cell subtypes and the activation of NF-
kB transcription factor. Patients apply locally 0.5% nanoparticulate curcumin, or empty
nanoparticle (vehicle) three times a day, daily, for 30 days. Biopsies of the lesions obtained at
the baseline and at the end of treatment were used to assess the proportion and profile of T cells
(CD3 +, CD4 +, CD8 +, CD45 +), as well as the activation of the NF-kB transcription factor
by immunohistochemistry. Clinical signs of the lesions were evaluated using the Thongprasom
Score, and the symptoms analyzed according to the visual analog scale (VAS), weekly during
the period of application of the compounds, and reassessed 7, 30 and 60 days after the end of
treatment. Curcumin markedly reduced the symptoms of patients in all periods analyzed during
treatment (p <0.05) and presented a residual effect throughout the reassessment period. The
clinical signs were not changed in any of the groups. Immunohistochemical analysis
demonstrated a significant reduction in (CD3 +, CD4 +, CD8 + and CD45 +) T cells in lesions
treated with curcumin, especially CD4 + T cells, but no modulation in activation of NF- kappa
B expression (p = 0.2).

Keywords: Oral lichen planus. Clinical trials. Curcumin. Nanoparticles. Lymphocytes. NF-
kappa B.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CD3 (+) — Linfdcito CD3 Positivo

CD4 (+) — Linfocito CD4 Positivo

CD8 (+) — Linfocito CD8 Positivo

CD45 (+) — Linfécito CD45 Positivo

COX-2 - Cicloxigenase-2

GVHD - Graft-Versus-Host Disease

H&E — Hematoxilina e Eosina

IFN-Y" — Interferom-Gama

IgM — Imunoglobulina M

IL-1 — Interleucina 1

IL-2 — Interleucina 2
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IL-8 — Interleucina 8

IL-12 — Interleucina 12

IL-10 — Interleucina 10

LLO — Lesdo Liquenoide Oral

LPO — Liquen plano oral

LPS — Lipopolissacarideo

MAPK - Proteina-Quinases Ativadas por Mitdgenos
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NF-xB — Fator Nuclear kappa B
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TNF- o — Fator de Necrose Tumoral Alfa
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WHO — World Health Organization
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1 INTRODUCAO

1.1 Curcumin: Caracteristicas e Atividades Bioldgicas

A Curcuma longa é uma planta herbacea da familia do gengibre (Zingiberaceae)
cultivada em paises do sudeste asiatico, onde é comumente utilizada como uma especiaria. Seu
componente principal, responsavel pela sua coloracdo amarela caracteristica € o curcumin,
descrito pela primeira vez em 1910 por Lampe e Milobedzka®. Tem sido demonstrado que esse
composto polifendlico apresenta inumeros efeitos bioldgicos, entre eles atividade
antimicrobiana, anti-inflamatdria, anti-neoplasica, antioxidante e cicatrizadora2. A diversidade
de efeitos atribuidos ao curcumin advém da sua capacidade de modular diferentes moléculas
sinalizadoras, como citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e fatores de transcricdo®; bem
como células do sistema imune-inflamatério, como linfécitos B e T, macrofagos, neutréfilos,
células natural killer e células dendriticas®.

Devido ao seu potencial terapéutico, o curcumin tem sido alvo de inimeras pesquisas
com diferentes modelos animais para o tratamento de doencas como diabetes, distirbios
neuroldgicos, cancer, além de doencas inflamatdrias crénicas como uveite cronica, doenca de
Crohn, artrite reumatoide, liquen plano oral (LPO) e doenga periodontal®>®. De fato, estudos in
vitro e in vivo do nosso grupo de pesquisa suportam o potencial anti-inflamatério do curcumin.
Em macrofagos, o composto inibiu a expressdao de genes pro-inflamatorios em resposta a
estimulo com lipopolissacarideo (LPS) bacteriano por meio da modulacéo de vias e proteinas
intermediarias de sinalizacdo intracelular, incluindo NF-kB, p38 proteina-quinases ativadas por
mitogenos (MAP Kinase), supressores da sinalizacdo de citocinas -1(SOCS1) e supressores da
sinalizagdo de citocinas-3 (SOCS3)’. Em estudos in vivo, observamos que administragdo
sistémica via oral de curcumin inibiu significativamente os niveis de mediadores inflamatorios
(IL-6, TNF-0, PGE2-s) e a ativacdo da via NF-kB nos tecidos gengivais de ratos submetidos ao
modelo experimental de doenca periodontal®. Reducdo no nimero de células inflamatorias e
em apoptose, bem como atenuacéo da degradagdo do tecido conjuntivo também foi observado®.

Embora a base molecular dos efeitos do curcumin seja ainda pouco conhecida, acredita-
se que grande parte de suas atividades bioldgicas sejam mediadas pela inibi¢cdo de NF-xB pelo
composto® L. A ativacdo de NF-xB é crucial para imunidade inata e adaptativa e tem um papel
importante na inflamagdo, doencas autoimunes e cancer'?*3. Ativado por uma variedade de
estimulos incluindo citocinas, mitdgenos, carcinégenos, agentes quimioterapicos, estresse
quimico e outros estimulos inflamatorios, NF-kB esta associado a regulagdo da expressdo de

aproximadamente 200 genes que estdo envolvidos na inflamagdo, transformacdo celular,
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proliferacdo, angiogénese e invasio celular®, e sua inibicdo pelo composto resulta na reducéo
da expressdo génica de diversas citocinas e enzimas pro-inflamatorias®4,

O efeito anti-inflamatério do curcumin sobre outros tipos celulares especificos
relacionadas a resposta imune como linfécitos T e B também tém sido estudado. Evidéncias
sugerem que curcumin pode modular a proliferacdo e a ativacdo das células T, células
dendriticas, células NK e células B além de macrofagos e neutrofilos®. A proliferagio de
linfécitos T derivados do baco humano estimulados por concavalina A (Com A),
fitohemaglutinina (PHA) e 13-acetato-12-myristate-forbol (PMA) foi inibida pelo curcumin .
No mesmo estudo, IL-2 induziu a proliferacdo de linfocitos e curcumin suprimiu a sintese de
IL-2. Esta supresséo da producéo de IL-2 foi correlacionada com a supressao da ativacéo de
NF-kB pelos autores. Estes resultados sugerem que curcumin exibe efeitos supressivos em
células T mediados pela da regulacéo de IL-2*°.

Com relacéo a tolerabilidade do curcumin , estudos clinicos em humanos demonstraram
sua seguranca e auséncia de toxicidade em doses diérias de até 12g*®. Nenhum efeito adverso
do composto foi observado em um estudo clinico com pacientes portadores de artrite
reumatoide que utilizaram doses diarias de 1.2g a 2.1g do composto via oral por 2 a 6 semanas®.
Em pacientes com cancer de colo retal avangado, o tratamento com curcumin em doses de até
3.6 g por até 4 meses foi bem tolerado?’.

Entretanto, apesar dos potentes efeitos anti-inflamatorios e seguranca farmacoldgica,
curcumin possui pobres propriedades farmacocinéticas, incluindo sua baixa absorcéo no trato
gastrointestinal, meia-vida plasmatica curta e insolubilidade em meio aquoso.

Diversos estudos vém sendo realizados a fim de superar essas limitagdes, como por
exemplo, utilizando adjuvantes como o piperine, que reduzem a metabolizacdo hepatica do
curcumin, ou sua veiculacdo em complexos fosfolipidicos, lipossomas, ou mais recentemente,
em nanoparticulast®22,

O encapsulamento de compostos ativos em nanoparticulas tem despertado grande
interesse em funcdo do aumento da solubilidade e biodisponibilidade, e por permitir uma
liberacdo sitio-especifica do composto, reduzindo assim as doses terapéuticas utilizadas e 0s
riscos de efeitos secundarios?!. Autores demonstraram que a administracdo oral de curcumin
em uma dispersao coloidal de nanoparticulas aumentou em 27X sua concentracdo plasmatica
em comparagdo com a formulacdo em p6*®. De maneira semelhante, um estudo pré-clinico em
ratos, demonstrou que o curcumin veiculado em nanoparticulas de acido polilaticoglicolico
(PLGA) apresentou biodisponibilidade plasmética 9 vezes maior em comparagao ao curcumin

ssociado com piperine, ap6s administracio via oral*®.
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A veiculacdo de drogas em nanoparticulas permite um aumento na eficacia de drogas
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 farmacoldgicos em solucéo, ou ndo conjugados & nanoparticulas?®. Corroborando estas
observacbes, um estudo in vitro comparando a efetividade do curcumin veiculado em
nanoparticulas e curcumin livre em inibir o crescimento de células cancerigenas do colo do

Utero, demonstrou a superioridade do curcumin nanoparticulado®.
1.2 Liquen Plano Oral

1.2.1 Etiopatogenia

O liquen plano é uma doenga cronica inflamatoria encontrada no epitélio escamoso
estratificado?®, que pode afetar pele e mucosas, incluindo a mucosa oral. Estudos sugerem que
a doenca afeta 1,9% da populacdo, porém essa taxa pode variar de 0,1% a 4% , acometendo
mais frequentemente mulheres do que homens, principalmente entre a quinta e sexta década
de vida®?'.

Embora a etiologia da doenca seja desconhecida®, estudos apontam o envolvimento do
sistema imunoldgico mediado por células T na patogénese da lesdo?. Linfdcitos T ativados
pela presenca de antigenos promovem a apoptose de ceratindcitos presentes na camada basal,
promovendo a perda da integridade desta camada, e induzindo a liberacdo de citocinas
responsaveis por atrair mais linfocitos, alem de outras células do sistema imune que atuam no
desenvolvimento da lesdo. A degeneracdo da camada basal facilita a invasdo de células
inflamatdrias no epitélio, principalmente da célula TCD8, que estimulam a apoptose dos
ceratindcitos, levando a cronicidade da les&o™®.

O linfocito T CD 4 auxiliar também participa da patogénese da doenca e esta presente
em maior quantidade no infiltrado inflamatorio subepitelial de lesdes, contribuindo para o seu
desenvolvimento. Essas células produzem IL-2 e interferon-a (INF-a), que, por sua vez, ativam
o linfocito T CD8. A producéo local de INF-a mantém a expressdo do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il nos ceratindcitos, o0 que também contribui para a
cronicidade da lesdo®.

Alguns fatores parecem precipitar uma resposta imune celular em individuos que
apresentam predisposicao genética para desenvolver a doenga, como fatores exdgenos (agentes
infecciosos, trauma, medicamentos, alérgenos de contato e alimento), e fatores enddgenos

(distarbios emocionais, enddcrinos, doengas auto-imunes e fatores hormonais)(29).
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1.2.2 Caracteristicas clinicas

As lesdes na regido oral séo tipicamente bilaterais e divididas em subtipos, como:
reticular, papular, placa, erosiva, atréfica e bolhosa.

Aproximadamente 15% dos pacientes que desenvolvem LPO apresentam envolvimento
cutaneo em algum momento da evolucio da doenca, afetando cabelo, pele e unhas®. As regides
mais afetadas sd0 a mucosa jugal, lingua e gengiva?®, entretanto, a lesdo pode aparecer em
diferentes locais na regido oral e de diferentes formas. Desta forma, a caracterizagéo da leséo é
determinada pela forma clinica mais grave e predominante no sitio lesional®!32,

O diagndstico diferencial de LPO inclui carcinoma de células escamosas, pénfigo
vulgar, candidose, penfigoide benigno de membranas mucosas, leucoplasia, lUpus eritematoso,
eritema multiforme e lesdo liquenoide oral (LLO)%.

A LLO é a patologia que mais se assemelha ao LPO clinica e histologicamente,
entretanto, a doenca possui etiologia, tratamento e progndstico distinto®, sendo desta forma,
fundamental a precisdo do diagnostico diferencial para a realizacdo do tratamento adequado.
As LLOs usualmente possuem etiologia identificavel, o que permite sua divisdo em quatro tipos
distintos, incluindo: leséo liquenoide de contato (sendo a restauracdo de amalgama a causa mais
comum), lesdo liquenoide a medicamentos (as lesbes podem ocorrer em mucosa bucal
associada ou ndo a lesdo cutanea), graft-versus-host disease (GVHD) e as LLOs liquen plano-
like, como a estomatite ulcerativa cronica3l=334,

Outro ponto importante de distin¢do entre as duas patologias, consiste na localizacdo
das LLOs que frequentemente ocorrem em regides orais que sdo incomuns no LPO. Um
exemplo € o desenvolvimento de LLOs no palato de pacientes com diagnéstico de GVHD.
Desta forma, uma avaliacdo cuidadosa da historia clinica e dos possiveis fatores etiologicos é
fundamental para o estabelecimento do diagnostico diferencial entre as lesdes®33,

Com relacéo a sintomatologia, os pacientes com LPO relatam um desconforto associado
a dor e ardéncia na regido das lesdes. Sdo na maioria das vezes consideradas crénicas com
episodios de remissdo e exacerbacdo. Os sintomas podem variar desde uma leve sensibilidade
até uma dor intensa e continua na regifo da leso?®.

Cerca de 2/3 dos pacientes que possuem LPO apresentam desconforto normalmente
associado as lesBes erosivas e/ou atroficas. Essa forma clinica geralmente se apresenta por
listras brancas ou cinzas que formam um padrdo linear ou reticular em fundo eritematoso,
podendo haver ainda uma area de ulceracdo superficial (erosdo) com superficie amarelada

(exsudado fibrinoso) cercada por uma éarea de eritemaZ®.
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1.2.3 Caracteristicas histoldgicas

O quadro histolégico de LPO se caracteriza pela presenca de uma zona de infiltrado
celular bem definida em forma de banda, com nimero aumentado de linfocitos intra-epiteliais,
degeneracéo da queratindcitos da camada basal, e auséncia de displasia epitelial?®.

O processo de apoptose dos queratindcitos € evidenciado pela marcagdo de globulos
eosinofilicos denominados “Corpos de Civatte” na regido intra-epitelial.

Paracantose, acantose e projecdes epiteliais em “dentes de serra” também podem ser
vizualizados®. Atualmente, testes de imunofluorescéncia direta também estdo sendo utilizados
como marcadores adicionais ao diagnostico histopatolégico do LPO. Os testes apresentam
marcagdo positiva para o fibrinogénio na zona da membrana basal, uma proteina normalmente
ausente nesta regido do epitélio oral sadio. Marcagdes positivas também podem ser

evidenciadas para “Corpos de Civatte”, queratina e imunoglobulina M (IgM).

1.2.4 Diagnostico

Segundo a World Health Organization (WHO) em 1978, para todas as outras lesdes que
se assemelham clinicamente a LPO, mas ndo completam os critérios definidos por Van der Meij
et al. 3, deve-se usar o termo “clinicamente compativel com”. Da mesma forma, se as
caracteristicas histopatologicas ndo sao obvias, o termo “histologicamente compativel com”
deve ser usado.

O diagndstico definitivo de LPO deve ser resultante do diagnostico clinico associado ao

diagndstico histopatoldgico®!.

1.3 Curcumin como Agente Terapéutico para LPO

Atualmente o tratamento das lesdes de LPO tem como objetivo amenizar a
sintomatologia e o desconforto, reduzindo a frequéncia e a severidade das lesdes agudas. A
aplicacdo topica de corticosteroides tem sido indicada como a modalidade terapéutica mais
efetiva e adequada para o controle da sintomatologia>3236-39, Entretanto, muitos pacientes s&o
tratados com altas doses destes farmacos e por tempo prologando durante a fase de manutencéo,
o que limita a efetividade do tratamento pelo desenvolvimento de efeitos colaterais*
provocados principalmente pela imunossupressdo da cavidade oral. Estes efeitos secundarios
sdo ainda maiores quando ha a necessidade da administracdo sistémica destes medicamentos

para o controle de lesBes refratarias ao tratamento tdpico®. Estas limitagGes tém motivado a
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busca por tratamentos alternativos ou ainda adjuvantes, que conciliem efetividade e auséncia
de efeitos secundarios.

Considerando a auséncia de toxicidade do curcumin e seus efeitos modulatérios sobre a
resposta imune, alguns trabalhos tém avaliado o potencial deste agente natural no tratamento
do LPO>4%41 A aplicagdo topica do curcumin sobre as leses tem demonstrado resultados
positivos*243, mas é possivel que fatores relacionados as suas limitagdes farmacoldgicas (baixa
solubilidade, baixa estabilidade em pH alto, meia-vida curta) tenham contribuido para obtengéo
de resultados clinicos menos expressivos*3, e por isso, justificam a utilizagdo de estratégias que
aumentem a biodisponibilidade do composto.

Quando administrado topicamente em uma concentracdo de 5% por 4 semanas,
curcumin demonstrou reducédo dos sinais bem como da sintomatologia dolorosa dos pacientes,
porém sem diferenca significativa quando comparado ao uso tdpico de triancinolona 0,1%%.

Outro estudo demonstrou reducdo dos sinais e sintomas dos pacientes com LPO ap0s
administracdo sistémica do curcumin por um periodo de 6 semanas. Nenhum sinal de
toxicidade ou efeito colateral foi relatado pelos autores®. Corroborando estes resultados, a
administracao sistémica de 6g/dia por 7 dias de curcumin aumentou a eficacia da prednisona
(60mg/dia) sobre a reducéo de sinais e sintomas clinicos dos pacientes*®.

Embora uma série de trabalhos tenham avaliado os efeitos de nanoformulag¢ées contendo
curcumin no tratamento de diversos tipos de cancer (incluindo glioblastoma, cancer de mama,
colo de Gtero, cancer de colon, pulméo, pancreas, de cabega e pescogo)32374447:48 g gqvaliado seu
potencial imunomodulador em modelos inflamatdrios**°°, ndo encontramos na literatura
nenhum estudo clinico avaliando nanoformulacgdes de curcumin no tratamento do LPO, e ainda,
informacdes sobre os mecanismos de a¢do do composto em estudos clinicos sdo escassos.

Baseando-se nas inUmeras propriedades biologicas do curcumin e no potencial das
nanoparticulas em aumentar a biodisponibilidade e absorcdo de farmacos nos sitios alvos, a
principal hipotese dessa pesquisa € que a aplicacdo topica de curcumin nanoparticulado é capaz
de reduzir os sinais e sintomas da doenca através da modulacdo negativa de alvos moleculares

relevantes na patogénese da doenca.
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4 CONCLUSAO

Aplicagdo topica de baixa dose de curcumin nanoparticulado reduziu significativamente a
sintomatologia dos pacientes e o infiltrado de subtipos de células T nas lesGes de LPO,

sugerindo um papel potencial do composto no tratamento da doenca.
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