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RESUMO

A Curcuma longa L, popularmente conhecida como agafrdo tem sua origem no
Oriente Médio, e se distribui mundialmente, se destacando tanto por suas propriedades
alimenticias como também por suas atividades biologicas. Em especial, a atividade anti-
inflamatéria e antioxidante desta fécula deve-se a um grupo de pigmentos chamados
curcumindides, compostos por curcumina, dimetoxicurcumina, bis-dimetoxicurcumina
e ciclocurcumina, sendo a curcumina, o componente principal e mais estudado deste
grupo. O uso terap€utico dos curcuminéides € limitado devido a sua baixa solubilidade
em agua e baixa biodisponibilidade quando administrada por via oral. Assim, tem sido
empregadas estratégias com o objetivo de melhorar a solubilidade e, por conseguinte, a
biodisponibilidade dos curcuminoides, dentre elas a utilizacdo de adjuvantes,
encapsulagdo em nano e microparticulas, associacdo com lipossomas, com micelas,
entre outras. No entanto, a literatura mostra que poucos estudos foram realizados para
avaliar o efeito dos curcumindides, seja na forma livre ou encapsulada, sobre a
inflamagao cutanea. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficacia anti-
inflamatdéria e antioxidante das nanoparticulas de poli(vinil pirrolidona) contendo
curcumindides naturais da circuma, extraidos diretamente da raiz da planta (Nano-cur),
comparativamente aos curcuminéides livres (ndo encapsulados, Cur) sobre a inflamagao
cutanea induzida pelo 6leo de croton. Para isto os animais foram divididos em dois
grupos experimentais: (1) tratados por via topica com Cur e Nano-cur nas doses de 0,5;
0,25; 0,125; 0,0625 e 0,03125 mg/orelha e, (2) tratados por via oral com Cur nas doses
de 400, 200 e 100 mg/kg e Nano-cur nas doses de 50,0; 25,0 e 12,5 mg/kg.
Imediatamente apds o aplicagdo tdpica ou uma hora apos o tratamento por via oral, foi
induzido o processo inflamatério pela aplicagdao topica do OC na orelha esquerda dos
animais. A orelha direita recebeu o mesmo volume de veiculo (acetona 70%), sendo
considerada controle nao inflamado. Apos seis horas, os animais foram anestesiados,
sacrificados e o tecido da orelha foi coletado para avaliagdo do edema, da MPO e do
estresse oxidativo, avaliando o conteudo de proteinas carboniladas, glutationa reduzida
(GSH) e espécies reativas de oxigénio (ROS) e a atividade da catalase. Também foi
utilizada a técnica de espectroscopia fotoactstica (PAS) para determinar a permeagao
percutanea da Cur e da Nano-cur. Os resultados demonstraram que a aplicagdo topica de

OC provocou intensa formagdao de edema associado ao aumento do recrutamento de



células inflamatorias (MPO). Os Cur, quando administrados por via topica, foram tao
efetivos quanto os Nano-cur em inibir a forma¢ao do edema de orelha e a atividade da
MPO. Ambas as preparagdes (Cur e Nano-cur) aplicadas topicamente permearam no
tecido de maneira similar, como evidenciado pela técnica de PAS. No entanto, quando
administrados por via oral, os Nano-cur foram efetivos em dose oito vezes menor que os
Cur sobre a formagdo do edema, e em dose quatro vezes menor sobre a atividade da
MPO. A aplica¢ao de OC causou um aumento no estresse oxidativo, caracterizado por
um aumento no conteudo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species -
ROS) e proteinas carboniladas, associados a uma diminui¢do nos niveis de glutationa
reduzida (GSH) e da atividade da catalase. O tratamento com Cur e Nano-cur, tanto por
via topica como oral, modificaram os marcadores do estresse oxidativo, prevenindo a
producdo de ROS e de proteinas carboniladas e a diminui¢do dos niveis de GSH. No
conjunto, os dados mostraram que as preparacdes de Cur e Nano-cur, quando
administradas na mesma dose, por via topica, inibiram, de modo similar, a resposta
inflamatdria e oxidativa (via reducao do edema, da atividade da MPO, e da producao de
ROS, e aumento de agentes antioxidantes como GSH). Por outro lado, quando as
preparacdes foram administradas por via oral, a Nano-cur inibiu a formacdo do edema
em dose oito vezes menor que a Cur, sugerindo uma melhor biodisponibilidade da

Nano-cur quando comparada a Cur.

Palavras Chave: curcumindides, inflamacdo, estresse oxidativo, permeacao
percutanea, nanoencapsulagao.



GENERAL ABSTRACT

Turmeric Long L, popularly known as turmeric has its origins in the Middle
East, and is distributed worldwide, standing out both for its food properties as well
as for its biological activities. In particular, the anti-inflammatory and antioxidant
activity of this starch is due to a group of pigments called curcuminoids, composed
of curcumin, dimethoxycurcumin, bis-dimethoxycurcurin and cyclocurcumin,
curcumin being the main and most studied component of this group. The
therapeutic use of curcuminoids is limited due to their low solubility in water and
low bioavailability when administered orally. Thus, strategies have been employed
with the aim of improving the solubility and, therefore, the bioavailability of
curcuminoids, among them the use of adjuvants, encapsulation in nano and
microparticles, association with liposomes, micelles, among others. However, the
literature shows that few studies have been conducted to evaluate the effect of
curcuminoids, either in free or encapsulated form, on skin inflammation. The aim
of the present study was to evaluate the anti-inflammatory and antioxidant efficacy
of the polyoxyglycerol nanoparticles containing natural curcumin curcuminoids
extracted directly from the plant root (Nano-cur), compared to free curcuminoids
(non-encapsulated, Cur) on skin inflammation induced by croton oil. For this, the
animals were divided into two experimental groups: (1) treated topically with Cur
and Nano-cur at doses of 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625 and 0.03125 mg / ear and, (2)
orally treated with Cur at doses ot 400, 200 and 100 mg / kg and Nano-cur at doses
of 50.0; 25.0 and 12.5 mg / kg. Immediately after the topical application or one
hour after the oral treatment, the inflammatory process was induced by the topical
application of OC in the left ear of the animals. The right ear received the same
volume of vehicle (acetone 70%), being considered non-inflamed control. After six
hours, the animals were anesthetized, sacrificed and the ear tissue was collected for
edema, MPO and oxidative stress evaluation and also the content of carbonylated
proteins, reduced glutathione (GSH) and reactive oxygen species (ROS) and the
catalase activity were analyzed. The technique of photoacoustic spectroscopy
(PAS) was also adopted to determine the percutaneous permeation of Cur and
Nano-cur. The results demonstrated that the topical application of OC caused

intense edema formation associated with increased inflammatory cell recruitment



(MPO). Cur, when administered topically, was as effective as Nano-cur in
inhibiting the formation of ear edema and MPO activity. Both preparations (Cur
and Nano-cur) applied topically permeated into the tissue in a similar manner, as
evidenced by the PAS technique. However, when administered orally, Nano-cur
were effective at a dose eight times lower than Cur on edema formation, and at a
dose four times lower on MPO activity. The application of OC caused an increase
in the oxidative stress, characterized by an increase in the content of reactive
oxygen species (ROS) and carbonylated proteins, associated with a decrease in
reduced glutathione (GSH) levels and catalase activity. Cur and Nano-cur
treatment, both topically and orally, modified the markers of oxidative stress,
preventing the production of ROS and carbonylated proteins and the decrease of
GSH levels. Altogether, the data showed that Cur and Nano-cur preparations, when
administered at the same dose topically, similarly inhibited the inflammatory and
oxidative response (via reduction of edema, MPO activity, and production of ROS,
and increase of antioxidant agents such as GSH). On the other hand, when the
preparations were orally administered, Nano-cur inhibited the formation of edema
at a dose eight times lower than Cur, suggesting a better bioavailability of Nano-cur

when compared to Cur.

Keywords: curcuminoids, inflammation, oxidative stress, percutanecous permeation,

nanoencapsulation
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo ¢ uma resposta bioldgica do organismo a um agente agressor,
envolvendo a participacdo de elementos vasculares e celulares que culminam com a
sintese e liberacdo de mediadores inflamatorios como citocinas, 6xido nitrico (NO),
derivados do 4cido araquiddnico, entre outros (ANTUNES et al., 2017). Também pode
ocorrer aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species -
ROS), levando a um desequilibrio entre a producdo e o consumo de ROS e
consequentemente lesdo tecidual, dano de macromoléculas e peroxidacao lipidica de
membrana (HALLIWELL, 2007; KHANSARI, SHAKIBA, MAHMOUDI, 2009;
VERBON, POST, BOONSTRA, 2012).

A funcdo primaria da resposta inflamatoéria ¢ de defesa do organismo, entretanto
esta resposta pode se tornar exacerbada e sem controle, acarretando sérios efeitos
nocivos. Por isto, ¢ de suma importancia a utilizagao de substancias que controlam ou
modulam o seu desenvolvimento (GRIS et al., 2010).

Atualmente existem numerosos agentes com propriedade anti-inflamatdria capazes
de amenizar ou inibir a resposta inflamatoria (BOGDAN, 2001; COXIB AND
TRADITIONAL NSAID TRIALISTS (CNT) COLLABORATION, 2013). No entanto,
estes farmacos, embora eficazes, podem causar efeitos adversos, tais como desconforto
gastrintestinal, inibi¢do da agregacdo plaquetaria e toxicidade renal (BATLOUNI,
2010). Particularmente, nos processos inflamatdrios cutaneos, os firmacos podem ser
aplicados topicamente, e embora provocam efeitos adversos reduzidos, na maioria das
vezes, nao proporcionam o efeito farmacolégico desejado (BELGE, BRUCK e
GHORESCHI, 2014; MEGNA et al., 2017).

Assim, a busca de novos produtos que controlam ou modulam a resposta
inflamatodria, € a0 mesmo tempo causam menor efeito adverso, ¢ de grande interesse.
Neste contexto, pesquisas que avaliam a atividade bioldgica de produtos naturais tem
ganhado especial atengao (GAUTAM e JACHAK, 2009; BHAWANA et al., 2011).

A Curcuma longa L, planta pertencente a familia Zingiberaceae, popularmente
conhecida como agafrao, tem sua origem no Oriente Médio e se distribui mundialmente,
se destacando tanto por suas propriedades alimenticias como também por suas
atividades biologicas. Esta planta ¢ utilizada na medicina tradicional por suas

propriedades anti-inflamatdria, antioxidante, antiulcerogénica, entre outras (LIJU,
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JEENA e KUTTAN, 2011; SUN et al., 2012; FACCHI et al., 2016). Em especial, a
atividade anti-inflamatoria desta fécula deve-se ao grupo de pigmentos chamados
curcumindides, compostos por curcumina, dimetoxicurcumina, bis-dimetoxicurcumina
e ciclocurcumina (AGGARWAL, KUMAR e BHARTI, 2003; KIUCHI et al., 1993;
ZENG et al., 2007), sendo a curcumina o principal componente deste grupo e, portanto,
a mais estudada (ASAKAWA et al., 1981; JURENKA, 2009).

Alguns estudos demonstram que a atividade anti-inflamatoria dos curcumindides
pode ser atribuida a sua propriedade de inibir a expressdo da enzima ciclo-oxigenase-2
(COX-2), diminuindo a produc¢do de prostaglandina E-2 (PGE-2), e de algumas
citocinas, como fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-
6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), além de inibir a enzima 6xido nitrico sintase (NOS)
(GOEL, BOLAND e CHAUHAN 2001; ROCHA et al., 2014; BHAWANA et al,
2011). Adicionalmente, existem evidéncias mostrando que a curcumina inibe a
producdo de espécies reativas do oxigénio e a peroxidacdo lipidica, que estdo
envolvidos no processo inflamatorio (TAYLOR e LEONARD, 2011). Estudos também
mostram que a curcumina aumenta os niveis de glutationa reduzida (GSH) e de outras
enzimas com propriedade antioxidante (MENON e SUDHEER, 2007; SUN, ZHAO e
HU, 2013).

Apesar das numerosas vantagens, os curcuminoides tem uso terapé€utico limitado
devido sua baixa biodisponibilidade ap6s administracdo por via oral (SHAO et
al.,2011), em decorréncia de sua ma absor¢do, rapida metabolizacdo hepatica e
intestinal, rapida eliminagdo sist€émica e auséncia de atividade farmacologica de seus
metabdlitos (ALLAM et al., 2015; SHAO et al., 2011; ZHONGFA et al., 2012).

Diante destes fatos, tém sido realizadas diversas estratégias com o objetivo de
melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade dos curcuminoides, dentre elas:
utiliza¢do de adjuvantes, encapsulagdo em nanoparticulas, associacdo com lipossomas,
com micelas, ou com complexos de fosfolipideos (GRESSLER et al, 2015) e
complexada com polimeros hidrofilicos biocompativeis, tais como a dextrana, o
quitosano, o alcool polivinilico e a poli(vinil pirrolidona) (PVP) (ALMEIDA et al.,
2018; MANJU e SREENIVASAN, 2011).

Recentemente foi demonstrado que a nano e micro encapsulacdo da curcumina
melhora significativamente sua biodisponibilidade quando administradas por via oral,
aumentando a sua eficacia farmacologica (ALMEIDA et al., 2018; ROCHA et al.,

2014). No entanto, pelo nosso conhecimento, poucos estudos foram realizados para
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avaliar o efeito dos curcumindides na inflamagdo cutanea (ver revisio de VAUGHN,
BRANUM, e SIVAMANI, 2016). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar nanoparticulas de poli(vinil pirrolidona) contendo curcumindides naturais da
curcuma (curcumina, dimetoxicurcumina e bisdimetoxicurcumina), extraidos e
encapsulados diretamente da raiz da planta. As atividades anti-inflamatéria e
antioxidante das nanoparticulas foram avaliadas comparativamente aos curcuminoides
livres (ndo encapsulados) no modelo experimental de inflamagao cutanea induzida pelo

Oleo de croéton.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Aninais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos da linhagem Swiss,
machos, pesando 25 - 30 g. Os animais foram mantidos em ambiente adequado com
umidade (40-60%), temperatura (22°C +/- 2°C) e luminosidade (ciclo claro-escuro de
12 /12 h), com livre acesso a ragdo e a agua. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa

(CEUA/UEM 2624080318).

2.2 Inducio do edema de orelha

O edema foi induzido por aplicagdo de 20 pL de 6leo de croton (OC - 200 pg)
diluido em acetona 70% (acetona/agua 7:3, v/v veiculo) na face interna da orelha
esquerda do camundongo, adaptado da técnica de Schiantarelli et al. (1982). A orelha
direita (ndo inflamada) recebeu apenas a aplicacao topica de 20 pL. do veiculo (acetona
70%), utilizado para diluir o agente irritante. Seis horas apos da aplicagdo do OC, os
animais foram anestesiados e sacrificados, as orelhas foram seccionadas em discos de
6,0 mm de didmetro e pesadas (mg) em balanga analitica. O edema de orelha foi
avaliado como um aumento no peso da orelha. A porcentagem de inibicao do edema foi

determinada de acordo com a seguinte equacao:

(Média do peso das OE; qamaga — Média do peso das OE; 41004 )

inibicio = 100
% inibicdo * (Média do peso das OE; n,mags ~Média do peso das 0D_oprrqre )
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Onde: OE = orelha esquerda, OD = orelha direita, Inflamada = orelha que
recebeu 6leo de croton, Controle = orelha que recebeu acetona/dgua e Tratada =orelha

que recebeu 6leo de croton e tratamento com Cur ou Nano-cur.

2.3 Tratamento

As preparagdes de curcumindides livres (Cur) e curcuminoides
nanoencapsulados em polivinilpirrolidona (Nano-cur) foram obtidas de acordo com
Santos et al., 2019 e fornecidas pelo Laboratorio de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Tecnologica Federal do Parana (Campo Mourdo-PR). O tratamento com
as preparagdes, por via topica (20 uL), foi feito imediatamente apos a aplicacao do OC.
Os animais (5-7 animais/grupo) foram divididos nos seguintes grupos experimentais: 1)
Controle inflamado (OC); 2) Controle nio inflamado (V); 3, 4, 5, 6 e 7) Cur (tratados
com curcumindides livres suspensos em agua) nas doses de 0,50; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125 mg/orelha, respectivamente; 8, 9, 10, 11 e 12) Nano-cur (tratados com
curcumindides nanoencapsulados solubilizados em &4gua), nas doses de 0,50; 0,25;
0,125; 0,0625; 0,03125 mg/orelha, respectivamente; 13) Indo (indometacina - anti-
inflamatdrio de referéncia) na dose de 1mg/orelha.

Outros grupos de animais (7 animais/grupo) receberam o tratamento por via oral
(gavagem), uma hora antes da aplicacdo do OC: 14) Controle Inflamado (OC, tratado
com agua); 15) Controle ndo inflamado (V); 16, 17 e 18) Cur (tratados nas doses de
100, 200 e 400 mg/Kg, respectivamente); 19, 20 e 21) Nano-cur (tratados nas doses de
12,5, 25 e 50 mg/Kg, respectivamente); 22) Indo (tratados com indometacina na dose de

5 mg/Kg).

2.4 Avaliacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

As secgoes de orelhas coletadas foram colocadas em tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 6.0, contendo 0,5 % de brometo de hexadeciltrimetil-amonio (Sigma - 1
mL/50 mg de tecido) e processadas em homogeneizador (60 s a 0°C). O homogenato foi
agitado em vortex e centrifugado por 15 min a 2500 rpm. O sobrenadante foi
imediatamente coletado e armazenado a -80°C para analises posteriores. O sobrenadante
(0,0ImL) obtido foi adicionado em microplaca de 96 cavidades, em triplicada, sendo a
seguir, adicionado uma solug¢do contendo dihidrocloreto de o-dianisidina (Sigma —
0,167 mg/mL) e perdxido de hidrogénio (0,0005%) em tampao fosfato de potéssio (50
mM, pH 6,0). A reacdo foi interrompida com solucao de acetato de sodio 1,46 M (pH=
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3,0) seguindo a técnica de Bradley et al. (1982) com modificagdes. A atividade da
enzima foi determinada pela técnica de ponto final pela medida de absorbancia em
comprimento de onda de 460 nm. Os resultados foram expressos em densidade Optica

(DO).

2.5 Avaliagio da Permeacdo Percutinea Utilizando a Técnica de
Espectroscopia Fotoacustica (PAS)

Para os ensaios de PAS foram escolhidos os grupos de animais em que o
tratamento foi mais efetivo em inibir a formacao do edema e a atividade da MPO. Desta
forma, os ensaios de PAS foram realizados nos tecidos de seccdes de orelhas de
camundongos dos grupos: controle inflamado (OC); normal (pele ventral e pele dorsal);
e tratados por via cutanea com Cur (0,25 mg/orelha) e com Nano-cur (0,25 mg/orelha).
As amostras foram primeiramente iluminadas na face ventral, lado em que o edema foi
induzido, e, posteriormente, na face dorsal, lado oposto ao da sua aplicacao topica. Este
procedimento € utilizado para detectar a permeagao das substancias no tecido da orelha.
Os espectros fotoacusticos foram obtidos, nas regides espectrais do ultravioleta e do
visivel, com varia¢dao de comprimento de onda de 200 a 800 nm. A poténcia da fonte foi

de 800 W e a frequéncia de modulagdo da luz foi de 13 Hz.

2.6 Determinacao do estresse oxidativo do tecido da orelha de camundongos
2.6.1 Preparacio do tecido da orelha

Para os ensaios de estresse oxidativo foram selecionados os grupos de animais
em que os tratamentos foram mais efetivos para inibir a formagdo do edema (animais
tratados com Cur e Nano-cur nas doses de 0,25 mg/orelha por via tdpica, € animais
tratados por via oral com Cur na dose de 400 mg/Kg e Nano-cur na dose de 50 mg/Kg).
Apdés a eutanasia, as orelhas foram cirurgicamente removidas, imediatamente
clampeadas em nitrogénio liquido e estocadas a aproximadamente -80°C. As mesmas
foram pesadas, maceradas e homogeneizadas em homogeneizador do tipo Van Potter
Elvhjem com dez volumes de tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,4). O
homogenato total foi utilizado para determinagdo do contetido de glutationa reduzida
(GSH). Para as determinacdes da atividade da enzima antioxidante, catalase, assim
como também do contetdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de proteinas
carboniladas, foi utilizado o sobrenadante obtido apos a centrifugagdo do homogenato a

10.000xG por 15 minutos. O contetido proteico do homogenato e¢ do sobrenadante
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obtido apos centrifugacdo foi determinado conforme descrito por Lowry et al. (1951)

utilizando albumina bovina como padrao.

2.6.2 Determinac¢io do conteiido de proteinas carboniladas

O conteudo de proteinas carboniladas foi determinado pelo método do 2.4
dinitrofenilhidrazina (DNPH) como descrito por Levine et al., (1990). O sobrenadante
obtido apoés centrifugacdo do homogenato foi incubado com DNPH 10 mM em acido
cloridrico (HCI - 2 N) e mantidas em temperatura ambiente. Apos 1 hora, as proteinas
complexadas a derivados hidrazona foram precipitadas com &cido tricloroacético,
centrifugadas, e o pellet lavado 3 vezes com uma mistura de etanol:etilacetato (1:1) para
remoc¢do do excesso de DNPH. Antes de cada centrifugacdo, o pellet foi levemente
homogeneizado no vortex e mantido 10 minutos com solucdo de lavagem. A proteina
precipitada foi redissolvida em guanidina-HCl 6 M e a absorbancia da solucdo
determinada em 370 nm. O conteudo de proteinas carboniladas foi calculado com base
no coeficiente de extingdo molar de 22 mM™' ¢cm™', e os resultados expressos em nmol

de grupamentos carbonil por mg de tecido fresco.

2.6.3 Determinacio dos niveis de glutationa reduzida

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram determinados por
espectrofluorimetria conforme descrito por Hissin e Hilf (1976), com modificagdes
(PARDO-ANDREU et al.,, 2007). Aliquotas de 50 upuL de homogenato foram
adicionadas a 1,0 mL de um meio contendo sacarose 125 mM, cloreto de potassio (KCl)
65 mM e HEPES 10 mM (pH 7,2). Apos precipitacao de proteinas com 0,5 mL de acido
tricloroacético (TCA) 13%, a amostra foi centrifugada a 9.000xG por 3 minutos. Na
seqiliéncia, 100 pL do sobrenadante foi incubado a 2,0 mL de um meio contendo fosfato
monossodico (NaH>PO4) 0,1 M e 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5 mM, pH
8,0. 15 minutos apds a adigao de o-ftalaldeido 1 mg/mL, a fluorescéncia foi determinada
em um espectrofluorimeto RF-5301 (Shimadzu) com comprimentos de onda de 350 nm
para excitagdo ¢ 420 nm para emissdao. A concentragdo de glutationa reduzida foi

expressa como nmols de GSH por mg de tecido fresco.

2.6.4 Determinacio de espécies reativas de oxigénio

Os niveis de ROS foram quantificados por espectrofluorimetria, via

2,7dichlorofluoresceina diacetato (DCFH-DA), conforme descrito por Siqueira et al.
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(2005). Este método mede a conversdo do estavel, ndo fluorescente, DCFH-DA para a
molécula oxidada e altamente fluorescente 2,7 dichlorofluoresceina (DCF), na presenca
de esterases e ROS, especialmente peroxido de hidrogénio. A reagdo foi iniciada com a
adicdo de DCFA-DA 100 uM, incubada por 30 minutos a 37°C e entdo paralisado em
banho de gelo. A formagao do DCF foi avaliada no fluorimetro com comprimentos de
onda de 504 nm para excitacdo e 529 nm para emissdo. Todos os passos foram
realizados no escuro e os resultados expressos em nmol de ROS por mg de tecido a

partir de uma curva padrao de DCF.

2.6.5 Determinacio da atividade da catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) foi avaliada pela decomposi¢do
enzimatica do H,O, medida diretamente por espectrofotometria em 240 nm, conforme
descrito por Aebi et al. (1974). Aliquotas do sobrenadante (aproximadamente 0,1 mg
proteina) foram adicionados a 0,98 mL de uma solucdo contendo Tris 50 mM, EDTA
0,25 mM e H,O, 30 mM (pH 8,0) e a queda da absorbancia monitorada por um minuto
a 25°C. A velocidade inicial da reacao foi extrapolada e a atividade da enzima foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar obtido a partir de uma curva de
calibracao com H,0,, e os valores expressos como pmol de H>O, por minuto por mg de

proteina.

3. RESULTADOS

3.1 Efeito dos curcumindides livres e nanoencapsulados no edema de orelha e
na atividade da mieloperoxidase (MPO)

A aplicagdo do OC provocou uma evidente resposta inflamatoria quando comparado
ao grupo controle ndo inflamado (V), que recebeu apenas a aplicagao do veiculo
(acetona/agua 7:3, v/v). A aplicagdo topica das preparagdes de Cur (0,5; 0,25 ¢ 0,125
mg/orelha) e Nano-cur (0,5; 0,25; 0,125 mg/orelha) reduziram o edema de orelha (53%,
71%, 58%, 68%, 91% e 66%, respectivamente - Figura 1A). O tratamento por via oral
(gavagem) com as preparagdes de Cur 400 mg/kg e Nano-cur na dose de 50 mg/kg
reduziram a formac¢do do edema (46% e 38%, respectivamente -Figura 1B). A
indometacina administrada por via topica e por via oral, utilizada como anti-
inflamatdrio de referéncia, reduziu o edema (88% e 78%, respectivamente - Figuras 1A

e 1B).
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Figura 1: Efeito dos curcumindides livres (Cur) e de nanoparticulas contendo curcuminoides (Nano-cur)
no edema de orelha induzido pelo 6leo de créton (OC - 200 pg) em camundongos. Os animais foram
tratados por (A) via topica nas doses de 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 ¢ 0,03125 mg/orelha de Cur ¢ Nano-cur,
e por (B) via oral nas doses de 400; 200 ¢ 100 de Cur ¢ 50,0; 25,0 ¢ 12,5 de Nano-cur. Orelhas controle
ndo inflamadas (V). Cada barra vertical representa a média + E.P.M.da massa das orelhas de cada grupo,
6 horas apos aplicacdo do agente flogistico. # P < 0,05 quando comparado ao grupo controle inflamado
ndo inflamado (V); * P < 0,05 quando comparado ao grupo controle inflamado (OC - ANOVA seguido
de teste de Tukey).
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Seis horas apos a indugdo da resposta inflamatoria, a atividade da MPO estava
aumentada no grupo controle inflamado (OC) quando comparada ao grupo controle niao
inflamado (V). As preparagdes de Cur (0,5 mg/orelha) e Nano-cur (0,5 e 0,25
mg/orelha), administrados por via tépica, e Cur (400; 200 e 100 mg/kg) e Nano-cur
(50,0; 25,0 mg/kg), administrados por via oral, reduziram a atividade da enzima (63%,
75% e 61%; 53%, 70%, 66%, 53% e 80%, respectivamente (Figuras 2A e 2B). A
aplicagdo topica e oral da indo inibiu a atividade da MPO (59% e 89%, respectivamente

- Figuras 2A e 2B).
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Figura 2: Efeito da curcuminoides livres (Cur) e de curcuminoides nanoencapsulados (Nano-cur) sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no tecido da orelha de camundongos. Os animais foram
tratados por (A) via tdpica nas doses de 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 ¢ 0,03125 mg/orelha de Cur e Nano-cur,
e por (B) via oral nas doses de 400; 200 ¢ 100 de Cur e 50,0; 25,0 e 12,5 de Nano-cur. Orelhas controles
ndo inflamadas (V). Cada coluna representa a média + E.P.M. da atividade da MPO, 6 horas apds a
aplicagdo do agente flogistico. # P < 0,05 quando comparado ao grupo ndo inflamado (V); * P <0,05
quando comparado ao grupo controle inflamado (OC — ANOVA, seguido de teste de Tukey).
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3.2 Permeacio Percutianea das Prepara¢oes Cur e Nano-cur

Os espectros fotoacusticos das substancias OC, Cur, PVP e Nano-cur, obtidos
pela técnica de PAS estdo apresentados na Figura 3. Como observado estas substancias
apresentaram bandas em seus espectros fotoactsticos na regido entre 200 a 700 nm. O
espectro do OC ¢ uma banda larga, apresentando absor¢do Optica abaixo de 400 nm. As
preparagdes de Cur e de Nano-cur apresentaram absor¢do Optica de 200 a 700 nm. O
espectro do PVP apresentou absor¢do Optica na regido de 200 a 400 nm. A deteccdo
destas bandas caracteristicas dos espectros do PVP, Cur ou Nano-cur ao longo da
espessura do tecido da orelha seria um marcador da presenca das substancias

topicamente aplicadas.
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Figura 3: Espectros fotoacusticos das substancias 6leo de créton (OC), curcuminoéides livres (Cur),
poli(vinil pirrolidona) (PVP) e curcuminoides nanoencapsulados (Nano-cur).

A Figura 4A mostra os espectros obtidos da leitura da face ventral do tecido da
orelha de animais normais (pele ventral), da orelha apds a indugdo do processo
inflamatério pelo OC (pele + OC ventral) e das orelhas inflamadas e tratadas com o
PVP (pele + OC + PVP ventral), com Cur (pele + OC + Cur ventral) ou com Nano-cur
(pele + OC + Nano-cur ventral). Os espectros do tecido da orelha tratada com as
preparagdes de Cur e de Nano-cur apresentaram caracteristicas espectrais semelhantes,
com uma banda larga de 350 a 500 nm, regido caracteristica da absor¢do Optica dessas
substancias. Devido a sobreposi¢ao da banda referente ao PVP com as bandas da pele,
nao foi possivel observar diretamente a presenca desta substancia.

A Figura 4B mostra os espectros obtidos da leitura da face dorsal do tecido da

orelha de animais normais (pele dorsal), de orelhas ap6s a indugdo do processo

23



inflamatoério pelo OC (pele + OC dorsal) e de orelhas inflamadas e tratadas com o PVP
(pele + OC + PVP dorsal), com Cur (pele + OC + Cur dorsal) ou com Nano-cur (pele +
OC + Nano-cur). Os resultados da avaliacdo dos perfis de permeacdo, das sustdncias no
tecido, indicam a presenca da preparacdo de Cur e da Nano-cur na face dorsal,
evidenciada pelo aumento da absorcdo Optica na regido de 350 a 500, em comparagao

com o espectro da pele dorsal.
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Figura 4: (A) Espectros fotoactsticos obtidos nas leituras das faces ventrais dos tecidos das orelhas 6
horas apo6s a aplicacdo tdpica do dleo de croton (OC) na face ventral; (B) Espectros fotoactsticos obtidos
nas leituras das faces dorsais dos tecidos das orelhas 6 horas apds a aplicagdo topica do OC na face
ventral.

Quando comparamos a permeacao das preparagdes de Cur e de Nano-cur foi

possivel verificar que a permeacao de ambas foi similar (Figura 5).
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Figura 5. Area de absorc¢do caracteristica dos curcuminoides livres (Cur) e dos curcuminoides
nanoencapsulados (Nano-cur) no tecido da orelha inflamada (OC).

3.3 Estado oxidativo do tecido da orelha de camundongo

Os ensaios de estresse oxidativo mostraram que o OC alterou parametros
oxidativos, provocando aumento na producdo de ROS, aumento no contetido de
proteinas carboniladas e diminuigdo da atividade da catalase e do conteido de GSH
(Figuras 6 e 7). As preparagdo de Cur, tanto administradas topicamente, quanto
oralmente, preveniu o aumento nos niveis de proteinas carboniladas (Figura 6B e 7B,
respectivamente) e a deplecdo nos niveis de GSH (Figura 6D e 7D, respectivamente). A
preparagao de Nano-cur, administrada topicamente, foi efetiva em prevenir o aumento
de ROS (Figura 6A) e a deplecio do GSH (Figura 6D), e, quando administrada
oralmente, preveniu o aumento no conteiido de proteinas carboniladas (Figura 7B) e a
deplegao nos niveis de GSH (Figura 7D). Os tratamentos, tanto topico quanto oral, nao
foram capazes de prevenir a diminui¢do na atividade da enzima antioxidante catalase

(Figura 6C e 7C, respectivamente).
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Figura 6: Efeito dos curcuminoides livres (Cur) e de nanoparticulas contendo curcuminoides (Nano-Cur)
administrados topicamente sobre A) Espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species - ROS), B)
Proteinas carboniladas, C) Catalase e D) Glutationa reduzida (GSH) induzido pelo dleo de créton (OC -
200 pg) nas orelhas de camundongos Swiss. Cada barra vertical representa a média + E.P.M.do peso das
orelhas de cada grupo, 6 horas apds aplicagdo do OC. Orelhas controles ndo inflamadas (V) foram
tratadas com agua. # P < 0,05 quando comparado ao grupo controle inflamado ndo inflamado (V); * P <

0,05 quando comparado ao grupo controle inflamado (OC - ANOVA seguido de teste de Tukey).
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Figura 7: Efeito dos curcuminoides livres (Cur) e de nanoparticulas contendo curcuminoéides (Nano-
Cur) administrados oralmente sobre A) Espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species -ROS),
B) Pronteinas carboniladas, C) Catalase e D) Glutationa reduzida (GSH) induzido pelo dleo de créton
nas orelhas de camundongos. Cada barra vertical representa a média + E.P.M.do peso das orelhas de
cada grupo, 6 horas apds aplicagdo do OC. Orelhas controles ndo inflamadas (V) foram tratadas com
agua. # P < 0,05 quando comparado ao grupo controle inflamado néo inflamado (V); * P < 0,05 quando
comparado ao grupo controle inflamado (OC - ANOVA seguido de teste de Tukey).

4. DISCUSSAO

No presente estudo investigamos o efeito anti-inflamatorio de preparagdes de
curcumindides nanoencapsulados em poli(vinil pirrolidona) (Nano-cur) e curcumindides
livres (Cur) no modelo de inflamagao cutanea induzida pelo 6leo de créton (OC). Este
modelo tem sido amplamente utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatéria de

compostos naturais e sintéticos, com a perspectiva de serem utilizados no tratamento de
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doengas inflamatoérias cutaneas (GARG, RAMCHANDANI e MARU, 2008;
MURAKAWA et al. 2006).

O OC ¢ uma mistura lipidica que contém o 12-O-teradecanoilforbol-13-acetato
(TPA) e outros ésteres de forbol que possuem propriedades irritativas quando aplicados
no tecido cutineo de camundongos (GARG, RAMCHANDANI e MARU, 2008;
MURAKAWA et al. 2006). A resposta inflamatdria induzida pelo OC ¢ caracterizada
por formagdo de edema e recrutamento de leucdcitos no local da lesdo. A reagdo ¢
desencadeada por ativagdo de vias enzimaticas com consequente producao/liberagdo de
mediadores inflamatdrios, tais como prostaglandinas, leucotrienos e citocinas pro
inflamatoérias (TNF, IL-1PB, 1L-6, entre outras) e quimiocinas (CXCL-1, CCL2, entre
outras) (GARG, RAMCHANDANI, MARU, 2008; MURAKAWA et al. 2006).

O tratamento com as preparacdes de Cur e Nano-cur tanto por via topica como por
via oral inibiu o desenvolvimento da resposta inflamatoria (edema e atividade da enzima
MPO, marcador indireto de recrutamento de leucocitos). No entanto, a eficacia anti-
inflamatoria das preparagdes foi diferente de acordo com a via de administragdo
utilizada.

O tratamento por via tdpica, com ambas as preparagdes, apresentou efeito inibitdrio
similar sobre o desenvolvimento do edema e da atividade da MPO. Adicionalmente, foi
observado pela técnica de PAS que a permeagdo percutanea de ambas as preparagdes
aplicadas por via topica também foi similar, atingindo as camadas mais profundas da
pele, onde o processo inflamatério ocorre. Esta evidéncia pode explicar a eficacia anti-
inflamatdria tanto da Cur como da Nano-cur quando aplicadas topicamente neste
modelo experimental. No entanto, quando as preparacdes de Cur e Nano-cur foram
administradas por via oral, a Nano-cur mostrou maior eficacia anti-inflamatoria quando
comparada a Cur. Como observado, a Nano-cur mostrou um efeito inibitdrio sobre o
desenvolvimento do edema de orelha em dose oito vezes menor e sobre a atividade da
MPO em dose quatro vezes menor do que a Cur.

Alguns estudos clinicos mostram a eficacia farmacoldgica da curcumina e de
curcumindides, administrados por via oral ou topica, em doses altas, em pacientes
portadores de doengas de pele (psoriase, vitiligo, dermatite atopica, foto-
envelhecimento, entre outras) (ver revisio de VAUGHN, BRANUM, e SIVAMANI,
2016).

Adicionalmente outros modelos experimentais demonstram que a curcumina

(componente majoritario dos curcumindides) exerce atividade anti-inflamatoria por
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inibir a expressdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX;) (AGGARWAL, KUMAR e
BHARTI, 2003; GOEL, BOLAND e CHAUHAN, 2001), a produgdo de citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-8) e a enzima 6xido nitrico sintase (ROCHA et al., 2014;
BHAWANA et al., 2011). Assim, podemos sugerir que o efeito inibitério das
preparagdes de Cur e Nano-cur sobre o desenvolvimento da resposta inflamatoria
induzida pelo OC, observado no presente estudo, pode estar relacionado a uma agdo
inibitéria sobre os mediadores inflamatérios envolvidos nesta resposta. Isto € suportado
por dados recentemente publicados, os quais demonstram que as preparacdes de Cur e
Nano-cur sdo compostas por 56,6 = 0,2% de curcumina, 21,3 = 0,1% de
desmetoxicurcumina e 22,1 = 0,1% de bisdemetoxicurcumina (SANTOS et al., 2019).
Neste contexto, podemos sugerir que a curcumina tem uma participagdo importante no
efeito inibitorio das preparagdes de Cur e Nano-cur sobre a resposta inflamatoria
induzida pelo OC, ndo descartando, no entanto, a participacdo dos outros
curcumindides.

Estudos anteriores utilizando sistemas de liberagdo de fArmacos similares ao que foi
utilizado neste trabalho, mostram que a curcumina administrada por via oral inibe
significativamente a resposta inflamatoria aguda (ALMEIDA et al., 2018; ROCHA et
al., 2014). Portanto, podemos sugerir que o processo de nanoencapsulagcdo ¢ importante
para protecao da curcumina e dos curcuminoides in natura contra a biodegradacao apos
administracdo oral, melhorando a biodisponibilidade e a atividade bioldgica dos
mesmos. Quando aplicados por via topica, os curcumindides, mesmo nao encapsulados,
ndo sdo metabolizados, atingindo o sitio inflamatorio, o que foi comprovado pela
técnica de PAS.

Outro achado interessante deste estudo foi que a aplicacdo de OC na orelha do
camundongo provocou alteragcdes nos parametros oxidativos, caracterizadas por um
aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS)
e do contetido de proteinas carboniladas, um biomarcador da oxidagao proteica, além de
uma diminui¢do de fatores que atuam como antioxidantes, como a enzima catalase € a
GSH. Pelo nosso conhecimento, ndo tem estudos mostrando o papel do estresse
oxidativo na resposta inflamatoria cutanea induzida pelo OC. Corroborando nossos
resultados, Georgetti et al. (2013) mostraram que a aplicacdo de TPA, constituinte do
OC, no dorso de camundongos hairless (HRS/J) provoca um aumento da produgdo dos

niveis de H,O; e da peroxidacao lipidica, além intensa deplecao da GSH e da catalase.

29



Como sabido, na vigéncia de um processo inflamatoério hd um aumento da producao
de ROS (SULTANA e SALEEM, 2004), provocando dano celular por causar oxidacao
de proteinas, lipidios e acido desoxirribonucleico (DNA) (BROUET E OHSHIMA
1995; DIKSHIT et al., 1995; MORTELLINI et al., 2000; SINGH E SHARMA, 2011).
Por outro lado, a célula possui defesas antioxidantes que sdo responsaveis por eliminar
estas ROS, como a glutationa reduzida (GSH), peptideo responsavel por eliminar
diretamente os radicais livres por transferéncia de hidrogénio (CASAGRANDE et al.
2006). A catalase ¢ uma enzima que também faz parte do sistema de defesa, que atua
decompondo o perdxido de hidrogénio, metabdlito tdxico, em dgua e oxigénio
molecular (GAETANI et al., 1989).

O tratamento tanto por via topica como por via oral, com as preparagdes de Cur e
Nano-cur preveniu as alteracdes em alguns parametros oxidativos, impedindo o
aumento no conteido de ROS e de proteinas carboniladas e a deplecao de GSH. A
redugdo do contetido de proteinas carboniladas pode estar relacionada a uma diminui¢do
nos niveis de ROS. Uma explicagdo para isto € que o tratamento com a Cur ou Nano-cur
pode atuar de forma direta diminuindo a produ¢do ou eliminando as ROS, ou de forma
indireta, aumentando a producdo de agentes antioxidantes enddgenos, como o GSH
(conforme evidenciado no presente estudo).

A atividade da curcumina como agente antioxidante ja foi demonstrada em outros
modelos experimentais. Enquanto alguns estudos mostram que a curcumina atua
diminuindo a produg¢do e/ou aumentando a elimina¢ao de ROS (CHILELLI et al., 2016;
MANIKANDAN, 2004; REDDY e LOKESH, 1994; TAYLOR ¢ LEONARD, 2011),
outros mostram que o composto previne a deplecao do conteido de GSH (BROUET e
OHSHIMA, 1995; BULKU et al., 2012; DIKSHIT et al., 1995; HEWLINGS e
KALMAN, 2017; MORTELLINI et al., 2000; SINGH ¢ SHARMA, 2011;) e a redugao
da atividade da catalase (KANT et al. , 2014).

Diante destes resultados, ¢ valido destacar que a atividade da Nano-cur quando
administrados por via oral ¢ decorrente da melhora da sua biodisponibilidade dos Cur
uma vez que tais efeitos foram observados com dose de quatro a oito vezes menor. Por
outro lado, a eficacia similar da Cur e da Nano-cur aplicados topicamente pode ser
explicada pelo fato dos Cur ndo sofrerem metabolismo de primeira passagem.

No conjunto os dados mostram que o processo de nanoencapsulagao dos
curcumindides naturais € importante para prote¢ao dos mesmos contra a biodegradacao

apds administragdo por via oral. Quando administrados de forma tdpica, os
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curcumindides ndo sdo metabolizados, atingindo o foco inflamatorio mesmo quando
ndo encapsulados. Assim, podemos sugerir que a atividade anti-inflamatéria e
antioxidante das preparacdes de Cur e Nano-cur sdo responsaveis pela inibicdo da

resposta inflamatdria cutanea induzida pelo OC em camundongos.

5. CONCLUSAO

No conjunto, os dados mostraram que as preparagdes de Cur e Nano-cur, quando
administradas na mesma dose, por via topica, inibiram, de modo similar, a resposta
inflamatdria e oxidativa. Por outro lado, quando as preparagdes foram administradas por
via oral, a Nano-cur inibiu tais respostas em doses de quatro a oito vezes menor que a

Cur, sugerindo uma melhor biodisponibilidade da Nano-cur quando comparada a Cur.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados destes estudos mostraram que:

- As preparacdes de Cur e Nano-cur apresentaram atividade anti-inflamatéria no
modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de créton em camundongos;

- A atividade anti-inflamatéria de ambas as preparagdes foi de mesma magnitude
apos aplicagdo por via topica;
- A permeagdo percutanea das preparagdes de Cur e de Nano-cur foi similar, como

evidenciado pela técnica de PAS;

- A Nano-cur apresentou maior eficacia anti-inflamatoria apos administragdo por
via oral, quando comparada a Cur administrada pela mesma via;

- A aplicagdo de OC provocou alteragdes nos parametros oxidativos, ou seja,
aumentou a producao de ROS e do contetido de proteinas carboniladas, e diminuiu
a atividade da enzima catalase e o conteido GSH;

- O tratamento tanto por via topica como por via oral com as preparacdes de Cur e
Nano-cur preveniu as alteracdes em alguns parametros oxidativos, prevenindo o
aumento no conteudo de ROS e de proteinas carboniladas e a deplecao de GSH.
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