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Silva AF. Efeito da aplicacdo local do curcumin nanoparticulado sobre o reparo 0sseo in vivo
e potencial osteogénico in vitro. [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, potencial anti-inflamatério e imunomodulatério, que pode ser associado
ao tratamento de uma série de condi¢Ges, como doencas inflamatorias intestinais, artrite
reumatoide, cancer, diabetes e periodontite. Recentemente, a literatura também tem
demonstrado o potencial do composto sobre o reparo ésseo, entretanto, os dados ainda séo
contraditérios. O objetivo deste estudo € avaliar o efeito da administracdo topica do curcumin
veiculado em nanoparticulas de PLGA sobre a formacéo/reparo 0sseo de defeitos criticos in
Vvivo, e investigar seu potencial bioldgico in vivo e in vitro. Defeitos 6sseos confeccionados na
calvéria de ratos machos foram preenchidos com solugdo salina (controle), curcumin
nanoparticulado 0,05mg/ml ou veiculo utilizado na diluicdo do composto (nanoparticula vazia)
por 7, 14 e 28 dias. A fracdo de volume dsseo no interior do defeito nos diferentes grupos foram
avaliados por microtomografia 6ssea (LCT); expressao e imunolocalizagcdo dos marcadores do
turnover tecidual (RANKL, OPG, PCNA e RUNX2) foram investigados por imuno-
histoquimica, enquanto as caracteristicas teciduais do tecido neoformado foram observadas
atraves da andlise histologica descritiva e estereometria. In vitro, o potencial do curcumin
nanoparticulado em estimular a diferenciacdo osteogénica de células estromais derivadas da
medula 6ssea (BMSCs) de ratos foi avaliado determinando-se a atividade da fosfatase alcalina
(ALP Assay) e producdo de matriz mineralizada. uCT e andlise histoldgica mostraram maior
formacdo Ossea nos defeitos de animais tratados curcumin no periodo de 14 dias. Curcumin
reduziu o infiltrado celular e aumentou o contetdo coladgeno no periodo mais tardio (28 dias),
e aumentou a expressdao de PCNA e RUNX2 aos 14 dias. In vitro, a menor concentragéo de
composto(0,025 pg /ml) aumentou significativamente a atividade de ALP em meio osteogénico,
entretanto, ndo estimulou a producdo de matriz mineralizada. Os resultados obtidos permitem
concluir que o curcumin pode favorecer o reparo 6sseo em defeitos criticos e estimular a
osteoblastogénese de maneira dose-dependente in vitro.

Palavras-chave: Curcumin. Celulas-Tronco Mesenquimais. Nanoparticulas. Ratos.
Regeneragao 0ssea.



Silva AF. Effect of local administration of curcumin-loaded nanoparticle on the bone repair in
vivo and osteogenic potential in vitro. [dissertagdo 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, 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 and periodontitis. Recently, the literature has also
demonstrated the potential of the compound on bone repair, however, the data are still
contradictory. The aim of this study is to evaluate the effect of topical administration of
curcumin-loaded PLGA nanoparticles on bone formation / repair of critical defects in vivo, and
to investigate its biological potential in vivo and in vitro. Bone defects made in the calvaria of
rats were filled with saline solution (control), nanoparticulate curcumin 0,05mg/ml, or vehicle
used in the dilution of the compound (empty nanoparticle) for 7, 14 and 28 days. The fraction
of bone volume within the defect in the different groups was assessed by microcomputed
tomography (LCT); expression and immunolocation of tissue turnover markers (RANKL, OPG,
PCNA and RUNX2) were investigated by immunohistochemistry, while the tissue
characteristics of the newly formed tissue were observed through descriptive histological
analysis and stereometry. In vitro, the potential of nanoparticulate curcumin in stimulating
osteogenic differentiation of rat bone marrow-derived stromal cells (BMSCs) was assessed by
determining the activity of alkaline phosphatase (ALP Assay) and mineralized matrix
production. uCT and histological analysis showed greater bone formation in the defects of
animals treated curcumin in the period of 14 days. Curcumin reduced cell infiltrate and
increased collagen content in the later period (28 days), and increased expression of PCNA and
RUNX2 at 14 days. In vitro, the lower concentration of compound (0,025 pg /ml) significantly
increased the activity of ALP in osteogenic medium, however, it did not stimulate the
production of mineralized matrix. The results obtained allow us to conclude that curcumin can
favor bone repair in critical defects and stimulate osteoblastogenesis in a dose-dependent
manner in vitro.

Keywords: Curcumin. Bone marrow stromal cells. Nanoparticles. Rats. Bone Regeneration.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALP - Atividade de fosfatase alcalina

BMSC — Células estromais da medula éssea

CMC — Carboximetilcelulose

DMSO - Dimetilsulfoxido ou sulféxido de dimetilo
Dkk1 — Dickkopf-1

IL-6 — Interleucina 6

IL-8 — Interleucina 8

LPS - Lipopolissacarideo

NF-kB — Fator nuclear kappa B

NPs — Nanoparticulas

OPG — Osteoprotegerina

PBS — Tampéao fosfato-salino

PCNA — antigeno nuclear de proliferacéo celular
PEG — Polietilenoglicol

PLA — Acido polilatico

PLGA — Acido polilatico glicélico

PGA — Acido poliglicélico

RANK — Receptor ativador do fator nuclear kappa B
RANKL — Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear kappa
RUNX2- fator de transcri¢cdo 2 relacionado a Runt.
TNF- a — fator de necrose tumoral alfa

MCT — Microtomografia computadorizada
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1 INTRODUCAO

Curcuma longa € uma planta herbacea da familia do gengibre (Zingiberaceae) cultivada
em paises do sudeste asiatico, onde é comumente utilizada como aditivo alimentar.1 Além do
uso culinario, héa décadas a Curcuma longa tambem tem sido utilizada na medicina oriental no
tratamento de diversas desordens, tais como reumatismo, doencas de pele, doencas parasitarias
e inflamacdo2. Seu componente principal, responsavel pela sua coloracdo amarela
caracteristica, € o curcumin, descrito pela primeira vez em 1910s.

Curcumin é um composto polifendlico com um amplo espectro de atividades biolégicas
e farmacoldgicas. Inimeros estudos tém demonstrado seu potencial antioxidante, anti-
inflamatdrio, antimicrobiano, anti-carcinogénico, além de efeitos hepato e nefro-protetores,
hipoglicemiante e antirreumaticos-s.

Muitos desses efeitos parecem ser provenientes do efeito modulatério do composto
sobre fatores de transcricdo, receptores, quinases, citocinas, enzimas e fatores de crescimento,
podendo influenciar nas cascatas moleculares e bioquimicasz, além de atuar sobre diversas vias
de sinalizacéo intracelular o-12.

Devido a sua capacidade de modular multiplos alvos moleculares, especialmente
relacionados a patogénese das doencas inflamatorias, curcumin tem sido investigado em
estudos clinicos e pré-clinicos para o tratamento de condigdes diversas, incluindo diabetes,
cancer, além de doencas inflamatorias crénicas como uveite, doenca de Crohn, psoriase, artrite
reumatoide e doenca periodontaliz-1s. Dados do nosso grupo de pesquisa avaliando o efeito da
administracdo sistémica do curcumin (30 e 100mg/kg) em um modelo experimental de
periodontite em ratos, demonstraram reducgdo dos niveis de mediadores pré-inflamatérios, bem
como reducdo do infiltrado celular e aumento na proporcéo de fibras colagenas no tecido
gengival dos animais periodontalmente doentesisi6. Inibicdo significativa da perda dssea
alveolar induzida por LPSi9-21 e ligadurasze, também tem sido demonstrada nos animais
tratados com curcumin, e parece estar relacionado a reducéo de marcadores de reabsorcdo dssea
(RANKL/OPG, TNF e IL-6)23.

Outros estudos avaliando o efeito do curcumin sobre o turnover tecidual em doencas
relacionadas a reabsorcdo Ossea inflamatdria, como a artrite reumatoidezs-26, também tém
demonstrado resultados favoraveis do composto. A administracdo via oral de 200mg/kg de
curcumin em ratos com artrite induzida por colageno (CIA), reduziu os niveis aumentados de

TNF-a, IL-17, IL-1B ¢ TGF-B presentes no liquido sinovial das articulagbes, e preveniu as
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alteracdes histopatdlogicas (edema, degradacédo de 0sso e colageno e hiperplasia sinovial) nos
animais doentes27.

Corroborando estes resultados, um estudo avaliando o efeito da suplementacéo dietética
com curcumin 0,5% sobre o metabolismo 6sseo de ratos com diabetes induzida por
estreptozotocin, observou reducéo na expressao do mRNA de catepsina K e TRAP, e reducéo
no nimero de osteoclastos presentes no osso femoral dos animais tratados com o compostozs.

Entretanto, apesar dos efeitos anti-inflamatdrios e anti-osteoliticos, além da eficacia e
seguranga farmacoldgica, curcumin apresenta reduzida biodisponibilidade, baixa absorcéo e
meia vida plasmatica curta, o que tem sido um entrave para sua utilizacdo clinicas.

Diversas estratégias vém sendo avaliadas com objetivo de superar suas limitacGes fisico-
quimicas e potencializar seus efeitos biolégicosz, entre elas, a adi¢cdo de adjuvantes como o
piperine, que agem bloqueando a metabolizacdo hepética do curcumin, aumentando sua
biodisponibilidade; modificagcbes quimicas estruturais que reduzem sua hidrofobicidade e
aumentam sua absorcdo; uso de veiculos lipidicos, lipossomas, micelas e complexos
fosfolipidios que podem melhorar a absorcdo gastrointestinal de drogas, aumentando seus
niveis plasmaticos; bem como sua formulacdo em nanoparticulass,.

As nanoparticulas séo tipicamente caracterizadas como materiais com dimensfes na
escala de 0,1-100 nm. Sinteticamente produzidas a partir de inGmeros materiais, como silica,
metais, lipossomos e polimeros, elas podem ser desenhadas tanto pela agregacdo de
constituintes moleculares quanto pela destruicdo de macromateriais em unidades
nanometricasze,30. A diversidade nas caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas esta
relacionada ao seu processo de preparo, e proporciona a estes materiais variaveis propriedades
bioldgicassi-3s.

Um importante aspecto relacionado ao uso das nanoparticulas é sua habilidade em agir
como um carreador efetivo para uma miriade de drogas, protegendo-as de condicBes
fisioldgicas indesejaveis e permitindo sua liberacdo controlada e seletiva nos sitios alvosas-ss.
O nanoencapsulamento protege as moléculas da degradacdo prematura, melhora a solubilidade,
além de promover uma acdo sitio-especifica da droga.

A passagem eficiente das nanoparticulas através da membrana celular, permite um
acumulo terapéutico da droga nos sitios de interesse. Além disso, um aumento na eficacia de
drogas conjugadas as nanoparticulas tem sido determinado por um maior e mais rapido
reconhecimento celular principalmente por células imunes ativadas, e retencdo intracelular
sustentada da droga encapsulada em comparagdo a agentes farmacolégicos em solugdo ou ndo

conjugados a nanoparticulassz-s1.
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Especificamente em relacdo ao perfil farmacol6gico do curcumin, sua veiculacdo em
nanoparticulas de acido glicdlico polilactico (Cur-PGLA-NPs), aumentou 600 vezes a
solubilidade do composto em aguas2. De acordo com a literatura, o carreamento do curcumin
em nanoparticulas de PLGA (&cido polilaticoglicdico) prolonga e reforca a atividade
antioxidante e anti-inflamatoria do compostoe 43,44.

Estudos do nosso grupo de pesquisa avaliando os efeitos da aplicagdo local do curcumin
veiculado em nanoparticulas nos tecidos periodontais de ratos, demonstraram que 0 composto
inibiu completamente a reabsorcdo 6ssea induzida por lipopolissacarideos (LPS) de E. coli,
reduziu significativamente o numero de osteoclastos e o infiltrado inflamatorio, aléem de reduzir
a ativacdo de NF-xB (fator nuclear kappa B ) e P-38 MAPK.

Enquanto a literatura tem mostrado consistentemente os efeitos inibitorios do curcumin
sobre a osteoclastogénese em diferentes modelos experimentais, poucos estudos tém avaliado
seu potencial em induzir a osteogénese, e 0s resultados encontrados séo ainda contraditorios.

Embora dados de estudo in vitro tenham demonstrado um efeito inibitorio do curcumin
sobre a proliferacdo e a mineralizacdo de células pré-osteoblasticas da calvaria de ratos
(ROB)us, resultados de estudo in vivo do nosso laboratorio demonstraram um efeito positivo do
curcumin sobre o reparo 0sseoss. Neste estudo, a administracdo sistémica de curcumin
(400mg/kg) foi capaz de acelerar o reparo 6sseo inicial, ap6s perda 6ssea induzida pela
colocacéo de ligaduras em ratos, além de aumentar os niveis de TGF-[us.

De forma semelhante, curcumin também foi capaz de acelerar o reparo 6sseo em
modelos de osteoporose induzida por dexametasona in vivoie. Os autores observaram que a
administracdo sistémica de curcumin (100mg/kg) via oral, por 60 dias, aumentou o0s niveis de
osteocalcina e diminuiu os niveis de collagen-type | fragments (CTX), além de aumentar a
densidade 6ssea mineral e atenuar a injdria dssea induzida.19

Com objetivo de avaliar os efeitos preventivos do curcumin in vitro, osteoblastos
primarios foram tratados com curcumin e em seguida expostos a dexametasona. Curcumin
inibiu os efeitos induzidos pela dexametasona, prevenindo a redugdo da capacidade
proliferativa dos osteoblastos e aumentando os niveis de mMRNA de OPG e de fatores de
transcrigdo que favorecem a diferenciacéo osteoblasticas.

Um estudo avaliando os efeitos protetores do curcumin sobre a funcdo osteogénica de
células tronco mesenquimais de humanos apos estimulo com perdxido de hidrogénio (H202)22,
observou gue a adi¢do do composto recuperou o potencial osteogénico das células favorecendo
sua diferenciacdo em osteoblastos e elevando os niveis de mMRNA de marcadores do turnover

tecidual (osteopontina e colageno 1). Células tronco mesenquimais da medula 6ssea (BMSC)
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possuem um grande potencial de auto-renovacéo e diferenciacdo em diversos tipos celulares,
como osteoblastosa7, condrécitosss e adipdcitosss. Como um precursor de osteoblastos, BMSCs
ndo apenas regulam a homeostase 6ssea, como também atuam de maneira critica no reparo de
fraturasso.

Aumento na proliferacdo, diferenciacdo e mineralizacdo de células pré-osteoblasticas
(MC3T3-E1) tratadas com nanoparticulas carreadas com alendronato e curcumin, e revestidas
com acido hialurénico também foram observados, corroborando o potencial osteogénico do
curcuminsi.

Considerando o potencial do composto no estimulo ao reparo 0sseo, a auséncia de dados
na literatura sobre a aplicagdo topica do curcumin sobre esse tecido e a capacidade regenerativa
das BMSCs, este estudo tem como objetivo investigar, pela primeira vez, o efeito reparador do
curcumin veiculado em nanoparticulas de PLGA aplicado localmente sobre defeito 6sseo in
vivo, bem como determinar sua influéncia sobre as propriedades osteogénicas de BMSC

derivadas de ratos.
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4 CONCLUSAO

Os resultados encontrados nos permitem concluir que a aplicacdo local de curcumin
nanoparticulado favoreceu discretamente a neoformacdo 0ssea e acelerou o processo de
cicatrizacdo do defeito. O aumento dos niveis de RUNX2 e PCNA pelo composto in vivo, bem
como o estimulo dose-dependente a atividade da fosfatase alcalina in vitro, podem estar

envolvidos nestes efeitos positivos do curcumin sobre o reparo 0sseo
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