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RESUMO

Curcuma longa L., conhecida como acafrdo, vem sendo utilizada
popularmente no tratamento de doencas. Particularmente, a atividade anti-
inflamatoria desta planta se deve a um grupo de pigmentos denominados
curcumindides o qual é composto pela curcumina, dimetoxicurcumina, bis-
dimetoxicurcumina e a ciclocurcumina. A curcumina (Cur), o principal componente
deste grupo, é utilizada na medicina tradicional por sua propriedade anti-inflamatoria,
antioxidante e anti-ulcerogénica. No entanto, possui baixa solubilidade em agua e
biodisponibilidade prejudicada em decorréncia de ma absorcdo, rapida
metabolizacdo hepdética e intestinal e rapida eliminacdo sistémica, justificando o
desenvolvimento de novas formulagdes viabilizando sua utilizagdo terapéutica. O
objetivo deste trabalho foi a obtencéo e caracterizacdo de nanoparticulas de poli(vinil
pirrolidona) contendo curcumina (CurNano), e a avaliacdo da atividade anti-
inflamatéria desta formulacdo na resposta inflamatéria aguda. Para isto, as
nanoparticulas PVP-curcumina obtidas por meio da técnica de complexacao foram
caracterizadas em relacéo a distribuicdo de tamanho das particulas, solubilidade em
agua e interacdo PVP-curcumina. Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria
foram utilizados os modelos experimentais de edema de pata induzido por
carragenina, determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) e da
microcirculacdo in situ. O tratamento dos ratos foi realizado por via oral em dose
Gnica com Cur e CurNano, nas doses de 50, 200 e 400 mg/Kg e 12,5, 25 e 50
mg/Kg, respectivamente. As analises de caracterizacdo mostraram que foram
obtidas nanoparticulas de poli(vinil pirrolidona) contendo curcumina de tamanhos
manomeétricos, com formacdo de pontes de hidrogénio entre os dois compostos, 0
gue resultou no aumento da solubilidade da curcumina em &gua. Também, foi
observado que o processo de obtencdo ndo alterou as propriedades biolégicas da
curcumina, uma vez que a atividade anti-inflamatoria da CurNano foi a mesma
guando comparada a da Cur. Uma vantagem deste processo foi que a CuNano em
dose oito vezes menor causou efeito inibitério similar a Cur sobre o processo

inflamatorio.

Palavras-chave: Curcumina 1. Nanoparticulas 2. Inflamagéo 3. Complexacao 4.



ABSTRACT

Curcuma longa L., known as saffron, has been popularly used in the treatment of
diseases. Particularly, the anti-inflammatory activity of this plant is due to a group of
pigments called curcuminoids which is composed of curcumin, dimethoxycurcumin,
bis-dimethoxycurcumin and cyclocurcumin. Curcumin (Cur), the main component of
this group, is used in traditional medicine for its anti-inflammatory, antioxidant and
anti-ulcerogenic properties. However, it has low solubility in water and impaired
bioavailability due to the low absorption, rapid hepatic and intestinal metabolization
and rapid systemic elimination, justifying the development of new formulations,
making possible its therapeutic use. The objective of this work was to obtain and
characterize nanoparticles of poly (vinyl pyrrolidone containing curcumin (CurNano),
and the evaluation of the anti-inflammatory activity of this formulation in the acute
inflammatory response. For this, PVP-curcumin nanoparticles obtained by
complexing technique were characterized for particle size distribution, solubility in
water and PVP-curcumin interaction. The experimental models of carrageenan-
induced paw edema, determination of myeloperoxidase activity (MPO) and
microcirculation in situ were used to evaluate the anti-inflammatory activity. The
treatment of rats was performed orally in a single dose with Cur and CurNano at the
doses of 50, 200 and 400 mg / kg and 12.5, 25 and 50 mg / kg, respectively. The
characterization analyzes showed that were obtained nanoparticles of poly (vinyl
pyrrolidone) containing curcumin of nanometric sizes, with formation of hydrogen
bonds between the two compounds, which resulted in increased solubility of
curcumin in water. Also, it was observed that the preparation process did not alter the
biological properties of curcumin, since the anti-inflammatory activity of CurNano was
the same as that of cur. An advantage of this process was that CuNano at a dose
eight times lower caused inhibitory effect similar to Cur on the inflammatory process.

Keywords: Curcumin 1. Nanoparticles 2. Inflammation 3. Complexation 4.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo é uma resposta biologica de defesa do organismo a lesdes
teciduais, que envolve alteracdes vasculares e celulares, apresentando como sinais
clinicos caracteristicos vasodilatacdo, aumento de permeabilidade vascular e

migracao celular (Mesquita et al., 2008; Medzhitov e Horng, 2009).

7

Uma etapa importante da resposta inflamatéria é o recrutamento de
leucocitos, principalmente neutréfilos, para o sitio da lesdo, uma vez que estes
atuam como células de primeira linha de defesa do organismo, desde a fase inicial
até a resolucao do processo (Serhan et al., 2007; Favacho et al., 2011; Souto et al.,
2011). Esta etapa representa um processo multifatorial com envolvimento de
células endoteliais, moléculas de adesdo e mediadores inflamatérios (Fattori,
Amaral e Verri Jr, 2015). Tais mediadores podem iniciar e amplificar a resposta
inflamatoria ativando as células endoteliais e tornando-as susceptiveis a interacao
com leucécitos circulantes. Neste estagio os eventos sequenciais sdo: rolling,
adesao, transmigracdo e recrutamento (Souto et al., 2011). Uma migracao
persistente e descontrolada de leucdécitos pode danificar ainda mais o tecido pela
liberacdo de enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(Nathan, 2002).

As manifestacdes da resposta inflamatéria sdo moduladas por diversos
mediadores inflamatorios, tais como, citocinas, derivados do acido araquiddnico,
oxido nitrico entre outros (Liu et al., 2013). Uma resposta inflamatéria exacerbada e
sem controle pode se tornar prejudicial ao hospedeiro, por isso a importancia do
uso de produtos e/ou farmacos que interferem na producado/liberacdo destes

mediadores inflamatorios (Gris et al.,2010).

O uso de anti-inflamatoérios ndo-esteroidais (AINES) e esteroidais (AIES) tem
se mostrado eficaz no tratamento de desordens inflamatdrias, por inibir a sintese ou
liberacdo de mediadores inflamatorios envolvidos no processo, sendo um dos
farmacos mais utilizados clinicamente (Bogdan, 2001). No entanto, estes farmacos
podem causam efeitos adversos, tais como desconforto gastrintestinal, inibicdo da
agregacéao plaguetaria e toxicidade renal (Batlouni, 2010). Assim, a busca de outros
agentes, entre eles os produtos naturais, que apresentam efeitos terapéuticos

favoraveis, porem com efeitos adversos menos intensos, vem ganhando atencdo no
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tratamento das doencgas inflamatdrias e necessitam ser investigados (Singh et al.,
2011).

Neste contexto, a curcumina ou diferoluiimetano (Fig. la) tem sido
amplamente estudada. Ela € um polifenol componente da Curcuma longa e
conhecida popularmente como acafrdo, uma planta nativa do sul e sudoeste da Asia
e membro da familia Zingiberaceae (Sasikumar, 2005). A curcumina apresenta
atividade biologica como a atividade antioxidante, antitumoral, anti-inflamatoria,
antidiabética,  antirreumatica,  cicatrizante, antiviral,  anticancerigena e
hepatoprotetora (Yen et al., 2010; Sun et al, 2012; Castillo et al, 2015; Facchi et al.,
2016; Shah et al, 2016; Chen et al., 2016).

A atividade anti-inflamatoéria da curcumina pode ser atribuida a inibicdo da
expressao da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX2) (Goel et al., 2001), a liberacdo de
algumas citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucina-1 (IL-1), interleucina-8 (IL-8), e da éxido nitrico sintase (NOS) (Singh et
al., 2011; Rocha et al., 2014).

Apesar dos efeitos biolégicos da curcumina serem promissores, ela
apresenta baixa solubilidade em &gua. Estudos demonstram que quando
administrada por via oral a biodisponibilidade da curcumina € baixa (Shao et al.,
2011) em decorréncia de ma absorcéo, rapida metabolizacdo hepatica e intestinal,
rapida eliminacdo sistémica e auséncia de atividade farmacoldgica de seus
metabdlitos (Zhongfa et al., 2012; Ahmed et al., 2015; Shao et al., 2011). Assim,
varias estratégias tém sido utilizadas para melhorar a solubilidade e a
biodisponibilidade da curcumina, tais como a utilizacdo de adjuvantes como
estabilizadores em nivel quimico, administracdo em forma de nanoparticulas,
encapsulacdo em lipossomas, associagdo com micelas e complexos de
fosfolipideos (Gressler et al.,, 2015) e complexacdo com polimeros hidrofilicos
biocompativeis, tais como dextrana, quitosana, o poli(alcool vinilico) e a poli(vinil

pirrolidona) (PVP) (Manju e Sreenivasan, 2011).

O desenvolvimento de novos sistemas biotecnolégicos de producao de
farmacos, particularmente as nanoparticulas poliméricas, tem sido relevante na
area farmacéutica porque tais sistemas podem permitir alternativas terapéuticas
modernas, farmacologicamente mais eficazes e com efeitos colaterais mais

reduzidos (Oliveira et al., 2004). Dessa forma, a encapsulagcao da curcumina em
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escala nanométrica pode ser empregada como tentativa de aumentar a sua
solubilidade em agua, sua dissolucao, controle de sua liberacdo no organismo e
aumentar sua biodisponibilidade (Castillo et al., 2015; Shah et al., 2016; Krausz et
al., 2015; Facchi et al., 2016).

As nanoparticulas constituem uma opcao interessante para melhorar a
biodisponibilidade da curcumina proporcionando maior penetracdo em membranas
plasmaticas devido ao seu tamanho reduzido (Manju e Sreenivasan, 2010; Li et al.
2012). Desta maneira, os estudos que avaliam a atividade destas novas
preparacdes contendo curcumina, no sentido de melhorar sua solubilidade e sua
eficacia farmacoldgica, com perspectiva de uso em doencas inflamatérias sdo
importantes e necessarios (Bisht et al., 2007; Lertsutthiwong et al., 2008; Anand et
al., 2007; Mathy-Hartert et al., 2009; Yallapu et al., 2010; YU et al., 2010).

Recentemente, alguns autores relatam que o tamanho de particula, a
qguimica de superficie e a forma fisica podem influenciar o modo da interacdo das
nanoparticulas com as proteinas plasmaticas, a absorcao pela membrana celular, a
toxicidade e a resposta molecular (Huynh e Chen, 2011; Kavaras et al, 2007).
Manju e Sreenivasan (2010) demostram que a conjugacdo de compostos
hidrofébicos com polimeros pode promover aumento da meia-vida biolégica de
farmacos, evita a adsorcdo nao especifica de proteinas, e aumenta a eficacia
terapéutica. Neste contexto, o PVP tem sido amplamente utilizado como um
polimero sintético biocompativel nas industrias farmacéutica, cosmética e alimentar

(Torchilin et al., 2001).

O PVP é constituido essencialmente por grupo 1-vinil-2-pirrolidona linear,
podendo ser encontrado em revestimentos e como aglutinante em muitas formas
farmacéuticas, devido a sua alta solubilidade e auséncia de toxicidade viabilizando
sua utilizacdo (Bhuler, 2005; Busselez et al.,2012). O PVP é sollvel em varios
solventes organicos e também em agua, devido a possibilidade de formacéo de
ligagcbes de hidrogénio entre o seu grupo carbonilo e os grupos hidroxilo dos
solventes (Kavaras et al., 2006; Huang et al., 2011; Busselez,2012). Além disso, a
sua estrutura quimica (Fig. 1b) permite a formacdo de complexos quimicos com

varias substancias, incluindo aquelas farmacologicamente ativas (Bhuler, 2005).
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O objetivo deste trabalho foi a obtencéo e caracterizacdo de nanoparticulas de
poli(vinil pirrolidona) contendo curcumina, e a avaliacdo da atividade anti-

inflamatoria desta formulagcéo na resposta inflamamatéria aguda.

Figura 1. Estrutura quimica da curcumina (a) e do PVP (b)

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese de nanoparticulas PVP-Curcumina

Nanoparticulas PVP-curcumina foram obtidas por meio da técnica de
complexacdo descrita por Yen et al. (2010), com algumas modificacdes. Poli(vinil
pirrolidona) (300 mg, Sigma-Aldrich, 99%) foi solubilizada em &agua destilada (75
mL) com auxilio de agitacdo magnética (300 rpm) durante 5 minutos.
Separadamente, curcumina (50 mg, Sigma-Aldrich, 99,5%) foi solubilizada em
alcool etilico (25 mL, Vetec, 99,5%). A fase orgéanica foi vertida rapidamente no
recipiente contendo a fase aquosa e entdo a mistura foi submetida a sonicacao
(Fisher Scientific, 120W, ponta de 1/8’) por 3 minutos, com a configuragdo de
30 segundos de pulso e 10 segundos de pausa. Um banho de gelo foi utilizado para
evitar aquecimento do recipiente. A dispersao obtida foi transferida para um baldo
de 500 mL e submetida a evaporacao do etanol, sob vacuo, em evaporador rotativo
(Buchi, Rotavapor R-3) para retirada do solvente. Apds evaporacéo, a dispersao foi
congelada, liofilizada e armazenada sob o abrigo da luz a 10°C.

2.2 Determinacéo do tamanho de particula e indice de Polidisperséo
Durante a etapa de sonicacéo (processo de evaporacao do solvente) foram
retiradas aliquotas a cada minuto por 10 minutos, e a seguir a cada 10 minutos

totalizando um periodo de 60 minutos (Kavaras et al, 2006). Todas as aliquotas
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foram acondicionadas em eppendorfs até o momento da leitura. A distribuicdo dos
didmetros e o indice de polidispersdao (IPD, Eq. 1) das particulas foram
determinados por espalhamento dinamico de luz (Malverninstruments, Zetasizer

Nano S) em triplicata.

DP? Equacdo 1

IPD(—) = —
() =5

Onde DP é desvio padrao da distribuicdo de tamanhos e Dz é o didametro médio
das nanoparticulas.

2.3 Avaliagéo das interagOes entre o PVP e a curcumina

A avaliacdo quantitativa da interacdo do polimero com a curcumina foi
realizada através de sucessivas adi¢cdes de pequenas quantidades de polimero a
uma solugéo de curcumina em etanol de acordo com Karavas et al. (2006). Os
espectros de ultravioleta-visivel (OceanOptics, Red Tide USB 650 UV) foram
obtidos utilizando cubeta de quartzo de 1 cm de caminho O6ptico. Diferentes
proporcbes massicas de PVP e curcumina foram preparadas em triplicata e os
espectros foram obtidos em 426 nm em duplicata. A intensidade da interacdo PVP-

curcumina foi quantificada pelo fator de correlacao normalizado F (Equacéao 2).

A—4, Equacio 2

A e Ao correspondem as absorbancias maximas (426 nm) das solucdes PVP e

curcumina e da solucao de curcumina pura, respectivamente.

2.4 Determinacgao da solubilidade em agua

Para uma massa constante de curcumina, foram adicionadas quantidades
crescentes de PVP a fim de atingir as propor¢cées massicas de PVP:Cur 0:1, 2:1,
4:1, 6:1, 14:1, 16:1, 181 e 20:1 (m:m). Amostras de cada formulacdo
correspondendo a 50 mg de curcumina foram adicionados a 5 mL de agua destilada
em tubos com tampa rosqueéavel e levados a um banho termostatico a 25°C sob

agitacao e protegidos da luz. Apés 48 horas, as amostras foram filtradas (0,45 pum),
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congeladas e liofilizadas. Apos liofilizacdo, a amostra foi solubilizada em 2 mL de
metanol e a absorbancia foi determinada por espectroscopia UV-Vis (426 nm). A
fracdo soluvel de curcumina foi considerada como aquela que estava presente no
filtrado.

2.5 Avaliagcao por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Difragc&o de
Raios-X (DRX) e Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foi empregada para avaliar o
estado fisico da curcumina ap6s o procedimento de encapsulacdo (Perkin Elmer
modelo 4000). As amostras liofilizadas (cerca de 3 mg) foram alocadas em porta-
amostras de aluminio fechados e aquecidas de 20 a 390°C com taxa de

aquecimento de 10°C.min! e fluxo de nitrogénio de 50 mL.minL.

Os difratogramas de Raios-X da poli(vinil pirrolidona), curcumina, mistura
fisica (PVP e curcumina misturados manualmente) e das nanoparticulas
PVP-curcumina foram obtidos utilizando um difratbmetro de Raios-X (Shimadzu
modelo LabX XRD-6000) e as amostras foram investigadas em angulos 26 de 2° a
60° a 6°.minL.

Andlises de Espectroscopia no Infravermelho por Transformacgéo de Fourier
(FTIR, Shimadzu) foram realizadas para identificar a existéncia de possiveis
interagbes quimicas entre o0s reagentes utilizados no processo de
nanoencapsulacdo da curcumina. A analise foi realizada em triplicada para cada
uma das amostras com resolucédo de 1 cm, intervalo de nimero de onda de 4000
a 600 cm?, obtendo-se os valores de varredura médios e procedendo a

normalizag&o dos picos.

2.6 Animais e tratamento

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar pesando de 200 a 220 g.
Os animais foram mantidos sob temperatura controlada de 22°C num ciclo
claro/escuro de 12 horas, com agua e racdo ad libitum no biotério setorial do
Departamento de Farmacologia e Terapéutica da Universidade Estadual de Maringa
(DFT/UEM). O protocolo experimental foi aprovado pelo CEUA/UEM (parecer n°
5656300316).
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O tratamento dos animais foi realizado com solucdo de curcumina in natura,
nanoparticulas de PVP-curcumina e indometacina (anti-inflamatério de referéncia),
1 h antes da inducéo da resposta inflamatoria. As solugdes foram administradas por
via oral em dose Unica. Um grupo de animais (controle) recebeu, pela mesma via de
administracéo, volume equivalente de agua (veiculo).

Os animais foram divididos em 8 grupos (n= 5-7): (I) controle (carragenina +
veiculo); (I) indometacina (carragenina + indometacina 5 mg/kg de peso corporal);
(Ill, IV e V) curcumina (carragenina + curcumina in natura nas doses de 50, 200 e
400 mg/kg de peso corporal, respectivamente); (VI, VIl e VIII) nano particulas de
curcumina (carragenina + nano particulas de curcumina conjugada ao PVP nas

doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg de peso corporal, respectivamente).

2.7 Inducédo do edema na pata de ratos

Os animais receberam uma injegao intraplantar (via intradérmica) de 100 pL
de solucdo de carragenina (200 pg/pata), dissolvida em salina 0,9%, na pata
posterior esquerda, e 0 mesmo volume de salina na pata posterior direita. O volume
de ambas as patas foi determinado por pletismografia, antes da indugcdo do edema
(inicial) e 1, 2 e 4 horas (final) ap6s administracdo do agente flogistico ( Winter,
Risley e Nuss, 1962 ligeiramente modificada).

O aumento do volume da pata (edema) foi calculado subtraindo o volume da
pata injetada com salina (pata controle) do volume da pata injetada com

carragenina.

2.8 Preparacao do tecido plantar

Na quarta hora ap6s a inducdo do edema de pata, os animais foram
eutanasiados utilizando altas doses de ketamina/xilazina, e o tecido plantar foi
retirado e colocado em tubo eppendorf contendo 0,6 mL de PBS 4 mM, pH 5,4. A
seguir, a amostra foi homogeneizada em um homogeneizador de Potter e
centrifugada a 6000xG, a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi imediatamente

separado e armazenado a -70°C para analises posteriores.



18

2.9 Determinagéo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO foi avaliada no sobrenadante de homogenato do tecido
plantar de acordo com a técnica descrita por Bani et al. (1998) com pequenas
modificacdes. A amostra (0,1 ml) foi colocada em microplaca de 96 cavidades, em
triplicada, sendo a seguir, adicionados uma solucao 2,9 mL de PBS 50 mM, pH 6
contendo 0,19 mg/mL de cloridrato de O-dianidisina e 0,0005% de H202. A reacéo
foi interrompida com solucéo de acetato de sodio 1,46 M (pH= 3,0) e a atividade da
enzima foi determinada pela técnica de ponto final pela medida de absorbéncia em
comprimento de onda de 460 nm.

2.10 Avaliacdo da migracéao de leucocitos in situ

Os processos de rolling e adesédo de leucécitos no endotélio foram avaliados
in situ, na fascia espermatica interna de ratos, apds a injecdo de carragenina (100
mg) na parede escrotal. Os ratos foram pré-tratados (uma hora antes) com
curcumina in natura ou nanoparticulas de PVP-curcumina. Duas horas apos a
aplicacdo de carragenina, os animais anestesiados com hidrato de cloral (500
mg/kg, via subcutanea), foram mantidos sobre uma placa aquecida a 37°C com
orificio transparente possibilitando a transiluminacdo do tecido e observacdo dos
vasos da microcirculacdo. Apds posicionada, a fascia espermatica foi mantida
Umida e aquecida usando solucdo de Ringer-Locke (pH 7.2-7,4) contendo 1% de
gelatina. Os vasos selecionados para o estudo foram as vénulas pés-capilares com
15-25 pm de didmetro. O numero de leucdcitos rolling e aderentes foram
determinados em duas vénulas durante 10 min. Os leucocitos foram considerados
aderentes quando permaneceram aderidos ao endotélio por um periodo superior a

30 segundos.

2.11 Analise estatistica
Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(E.P.M.). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey no Graph PadPrism 5.0®. P < 0,05 foi considerado como nivel de

significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo da curcumina nanoencapsulada
As nanoparticulas de PVP contendo curcumina encapsulada foram
preparadas pela técnica de complexagcdo. A Tabela 1 apresenta os diametros
meédios (Dz) e o indice de polidispersdo (IPD) das nanoparticulas, no decorrer de 3
minutos de sonicacdo. A Figura 2 apresenta a distribuicdo do tamanho das

nanoparticulas (a) imediatamente apds a sonicacao e (b) durante a evaporagdo do
etanol.

Tabela 1 — Diametro médio (Dz) e Indice de Polidispers&o (IPD) das nano particulas

de curcumina durante sonicagao

Tempo de sonicagéo

Intensidade (%)

_ Dz (nm) IPD (-)
(min)
1 349 £ 30 0,09+ 0,04
2 372 + 27 0,06 £ 0,04
3 380 +21 0,06 + 0,02
a b
25 25
.'.4—30m|n
20 | 20 -\
15 T 154
1
©
10 4 g 10 4
c
E ’.»><—60mm
5. 5. :[.?l—somm
! "“.;.i-—:m min
0 0 g i
1 T T 0 o0 o000 1 10 100 10000
Diametro de particula (nm) Diametro de particula (nm)

Figura 2. Distribuicdo do tamanho de particula (a) apos sonicacgéo e (b) durante

evaporacao do solvente pela técnica de espalhamento dindmico de luz
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Os resultados demonstram que as nanoparticulas PVP-curcumina foram
formadas nos primeiros minutos de sonicagdo mantendo-se estaveis no decorrer do
processo. E possivel notar que durante a sonicacdo, houve pequeno aumento do
tamanho das particulas, em relacdo ao primeiro e terceiro minuto de
homogeneizacdo, sugerindo que o terceiro minuto de homogeneizacdo € tempo
suficiente para a formacdo de nanoparticulas estaveis e com diametro médio
satisfatorio.

Como observado, no processo de sonicacdo ocorreu a formacdo de
nanoparticula de diametro médio de 200 a 700 nm (Fig. 2a). No processo de
evaporacao do etanol ocorreu a formacédo de nanoparticulas com didmetros cerca de
10 nm (Fig. 2b). Estudos utilizando a mesma técnica, obtiveram particulas de 143
nm de tamanho e indice de polidisperséo de 0,19 (Yen et al., 2010), ou particulas de
180 a 220 nm de tamanho (Khan e Rathod, 2014). Uma explicacdo para esta
diferenca € que no nosso estudo a proporcdo etanol:dgua utilizada permitiu que
parte da curcumina solubilizada n&o precipitasse na forma de nanoparticulas. No
entanto, apds a evaporacdo do etanol e consequente aumento da concentracao de
agua no meio, a curcumina pode ter sido precipitada na forma de nanoparticulas,

como indicadas na Figura 2b

3.2 Interagao entre PVP e curcumina

A Figura 3 mostra os espectros UV-Vis para a curcumina in natura e PVP
puro e para a solucdo de curcumina e PVP em etanol na propor¢do massica 10:1
(m:m). Na Figura 4 é apresentada a relac@o entre o fator F e a propor¢cdo massica
PVP:Cur em etanol.

Como o solvente usado na andlise foi etanol absoluto, 0 mesmo utilizado para
a sintese das nanoparticulas, os resultados obtidos correspondem a intensidade de
interacBes que ocorrem durante a formacédo das particulas. E possivel notar que a
adicdo de polimero ao sistema provocou aumento na absorbancia referente a
curcumina no comprimento de onda de 426 nm. Esse aumento ndo pode ser
atribuido ao espectro do PVP ja que este ndo apresenta resposta em tal
comprimento de onda. O aumento da absorcédo no comprimento de onda de 426 nm,
referente a curcumina, devido a adicdo de PVP pode ser atribuido a ligacbes de

hidrogénio que ocorrem entre a carbonila do polimero e a hidroxila da curcumina.
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Figura 3. Espectros de PVP e CUR puros e solugdo em etanol de PVP:Cur na
proporcdo massica 10:1
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Figura 4. Fator de interacao (F) em relacdo a proporcédo massica PVP:Cur.
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Karavas et al. (2006) observaram comportamento semelhante no estudo da
interacdo PVP e felodipina, onde concentragbes mais altas de polimero em solucéo
de felodipina apresentaram maior absorbancia no comprimento de onda referente a
droga. Os autores também atribuiram tal ocorrido a formacdo de ligacdes de
hidrogénio entre os compostos. Liu et al. (2016) investigaram a interagdo da
curcumina com a proteina isolada do leite, e observaram pelo estudo de
espectroscopia UV-Vis e fluorescéncia que ocorria um aumento na interacao entre
0S compostos a medida que a quantidade de proteina em solucdo aumentava. Os
autores atribuiram este comportamento a formacdo de complexos via interacdes
moleculares. Valero et al. (2003) avaliaram por espectroscopia UV-Vis e
fluorescéncia a interacao entre naproxeno e PVP e concluiram a existéncia de uma

interacao ion-dipolo entre os compostos.

3.3 Solubilidade em agua

A Figura 5 mostra a solubilidade da curcumina em relagcdo a proporcao

massica entre PVP e curcumina utilizada na preparagao das nanoparticulas.

35+

Curcumina Soluvel (%)
= = N N w
T L L
[ ]

[ ]

T
°

?
°

0 5 10 15 20 25
PVP:Cur (m:m)

Figura 5. Porcentagem de curcumina soltvel em funcéo da proporcéo PVP: Cur
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O percentual da curcumina que se tornou sollivel em agua, ou seja, que
apresentou estabilidade coloidal no sistema aquoso, aumentou a medida que a
concentracdo de PVP utilizado na producdo das nanoparticulas foi aumentada.
Comparando com a Figura 4, observa-se que o comportamento da solubilidade foi
semelhante ao da interacdo entre PVP e curcumina. Esta observacdo suporta a
hipotese de formacéo de ligacdes de hidrogénio entre os grupamentos carbonila e
hidroxila, resultando no aumento do carater hidrofilico da curcumina (Karavas et al.,
2006).

Mura et al. (2003) avaliaram a solubilidade do sistema
naproxeno-quitosana-PVP e observaram que houve aumento na solubilidade em
agua do naproxeno, sendo atribuido a formacédo de forcas intermoleculares fracas
entre o polimero e o naproxeno. Sethia e Squillante (2004) também verificaram uma
correlacdo linear entre a solubilidade de carbamazepina e a concentracdo de PVP.
O mesmo comportamento foi verificado por Frizon et al. (2013) quando avaliaram a

solubilidade de loratadina pela interagdo com PVP.

3.4 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR), Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC) e Difracéo de Raio-X (DRX)

A Figura 6 apresenta 0s espectros obtidos por FTIR das nanoparticulas
PVP-Cur (propor¢do massica 8:1 (m:m), da curcumina in natura e do PVP puro. Na
Figura 7 sdo apresentados os termogramas de Calorimetria Diferencial de
Varredura das nanoparticulas PVP-Cur (propor¢cao massica 8:1 m:m), da curcumina
in natura e do PVP puro e da mistura fisica entre o PVP e a curcumina na
proporcdo massica 8:1 (m:m). Na Tabela 2, as propriedades térmicas da curcumina
in natura, nas nanoparticulas e na mistura fisica sdo apresentadas. A Figura 8
apresenta os difratogramas de Raios-X da curcumina in natura, PVP, mistura fisica

e das nanoparticulas.
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Figura 6. Espectros de FTIR das nanoparticulas de PVP-curcumina (NP PVP-Cur),

curcumina in natura e PVP puro.
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Figura 7. Termogramas de Calorimetria Diferencial de Varredura das nanoparticulas

PVP-Cur, da curcumina in natura, do PVP puro e da mistura fisica entre o PVP e a

curcumina. Tm= temperatura média de fusao
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Tabela 2: Entalpia de fusao e temperatura de fuséo da curcumina in natura, das
nanoparticulas PVP-curcumina e da mistura fisica entre PVP e curcumina na

propor¢ao 8:1 (m:m).

Amostra AHm¢,, (J.g7) Tmeur (°C)
Curcumina 103,1 167,4
Nanoparticulas PVP-Cur (8:1 m:m) 40,2* 172,6
Mistura fisica PVP e curcumina (8:1 m:m) 98,0* 172,8
* Considerando a propor¢ao massica entre PVP e curcumina nas nanoparticulas.
A
120001 12000-
80004 o 8000
3
°
0
o
£
4000+ = 4000
- Cur - PVP
| N \_/\—A\-
0 10 20 20 0 50 10 20 20 40 50 60
2°Teta 0 ZTetad
¢ 12000+
12000+ .
8000
° 8000 g
c
= 40001 4000+
- Mistura fisica Cur + PVP
W - curiano
o] O; M
6 lb 2'0 ?:O 4'0 5'0 E;O T T T T T T
2Teta 8 10 20 30 40 50 60
2°Teta 0

Figura 8. Difragéo de Raio-X de (A) Curcumina in natura, (B) PVP, (C) mistura fisica

entre PVP e a curcumina e (D) nanoparticulas de PVP-curcumina.
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No espectro de FTIR da curcumina € possivel identificar as bandas de
absorcao relativas a vibracdo de estiramento das hidroxilas da curcumina (3516 e
3387 cm), que sdo geralmente utilizados para identificar esse composto. Nas
nanoparticulas estas bandas ndo puderam ser visualizadas, provavelmente por um
efeito de atenuacéo e pela presenca da banda larga relativa & agua adsorvida em
cerca de 3430 cm™. Também, foram visiveis no espectro da curcumina in natura o
grupamento C-O (1024 cm?), as bandas sobrepostas dos grupamentos C=0 e C=C
(1503 cm™) e a banda relativa a vibracdo do C-H aromatico da curcumina (963 cm™),
corroborando com estudos de outros pesquisadores (Yallapu et al., 2010; Paramera
et al.,, 2011; Silva-Buzzanello et al.,, 2016). Estas bandas podem ser vistas nas
nanoparticulas, embora bastante atenuadas, mesmo considerando a sua menor
propor¢cao massica na amostra das nanoparticulas. A diminuicdo da intensidade das
bandas do composto encapsulante € um indicativo da sua encapsulacao (Yallapu et
al., 2010; Silva-Buzzanello et al., 2016).

A Figura 7 mostra os picos endotérmicos das nanoparticulas e do PVP em
temperaturas em torno 90 a 110°C. Este pico pode ser atribuido a evaporacao de
agua adsorvida, devido a natureza higroscopica deste composto, lembrando que
nenhum dos componentes das particulas apresenta transi¢ao térmica nessa faixa de
temperatura. Em temperatura em torno de 170°C a fusdo da curcumina pode ser
encontrada, e caracterizada pelo pico endotérmico (Yallapu et al., 2010). Este
aparece na curcumina in natura, na mistura fisica e nas nanoparticulas, contudo
nesta Ultima amostra em baixa intensidade, o que pode ser quantificado pela
entalpia envolvida na fusdo (AHm, Tabela 2). Vale lembrar que os valores de
entalpia foram calculados em funcdo da proporcdo massica dos componentes das
nanoparticulas (PVP e curcumina). A entalpia de fusdo da curcumina na mistura
fisica (obtida pela simples mistura manual do PVP e da Cur) e da curcumina in
natura apresentam valores muito semelhantes entre si. Contudo, nas nanoparticulas
a entalpia de fusdo da curcumina foi menor e essa diferenca pode ser atribuida a
distribuicdo da curcumina na forma amorfa no interior das nanoparticulas,
evidenciando a sua encapsulacdo. Nas nanopatrticulas, a entalpia de fusao foi 41%
menor quando comparada a da curcumina in natura, valor muito préximo ao do
aumento de solubilidade em agua (30%, Figura 5).

As andlises de difracdo de Raios-X da curcumina pura (Figura 8) evidenciou
picos em 8,99 9,79 12,2° 13° 14,6° 17,3° e 19,5° evidenciando sua estrutura



27

cristalina (Kurmar et al., 2014; Mangolim et al., 2014; Villalobos-Hernandez et al.,
2005; Silva, Fideles e Fook, 2015). Tais bandas ndo puderam ser visualizadas para
as nanoparticulas contendo curcumina e no PVP puro sugerindo uma conversao da
curcumina de uma condicdo altamente cristalina para um estado amorfo. Os picos
da curcumina também apareceram na mistura fisica, entretanto, em intensidade
reduzida, indicando que a mistura fisica apresenta 0 mesmo padrdo de bandas que

a curcumina in natura (Fig. 8 C).

3.5 Efeito da Cur e da CurNano sobre o edema de pata induzido por

carragenina em ratos

A injecao intraplantar de carragenina (Cg) provoca uma resposta inflamatoria
local, com pico méaximo na 42 h ap0s a aplicacdo. Esta resposta é manifestada pela
formacdo de edema e aumento da migracédo celular, com consequente elevacao do

namero de leucdcitos no local da lesdo (Martinez et al, 2015).

O tratamento com curcumina in natura (Cur) na dose de 200 mg/Kg, reduziu
significativamente (p< 0,05) a intensidade do edema na 42 hora ap0s a injecdo de
Cg (24,39%), enquanto na dose de 400 mg/Kg reduziu significativamente a
intensidade do edema, na 22 e 42 hora ap6s a injecdo de Cg (36,59% e 40,11% ,
respectivamente, P<0,05). O tratamento com Cur na dose de 50 mg/kg nao
modificou o desenvolvimento da resposta inflamatéria quando comparado ao grupo
controle (Fig. 9 A).

O tratamento dos ratos com a curcumina nanoencapsulada em PVP
(CurNano) nas doses de 25 e 50 mg/Kg de peso corporal reduziu significativamente
a intensidade do edema na 22 e na 42 hora ap0s a injecdo de carragenina (43,63 %
e 43,65% na 22 hora e 34,98% e 37,78% na 42 hora, respectivamente). No entanto,
o tratamento com CurNano na dose de 12,5 mg/kg soO reduziu significativamente a
intensidade do edema na 42 hora (23,71%). O tratamento com Indo, anti-
inflamatorio de referéncia, na dose de 5 mg/Kg causou uma reducao significativa na
intensidade da resposta, na 22 e 42 hora apés a injegcao de Cg (40,19% P<0,05 e
45,43% P<0,05, respectivamente). A dose de 400 mg/Kg de Cur e as doses de 25 e

50 mg/Kg de CurNano reduziram o edema de maneira similar a Indo (Fig. 9).
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Figura 9. Efeito da Curcumina in natura (Cur) e da curcumina em nano particula conjugada
ao polivinilpirrolidone (CurNano) sobre o desenvolvimento de edema de pata induzido por
carragenina (Cg 200 pg/pata) em ratos (200-220g). (A) animais tratados oralmente com Cur
nas doses de 50, 100, 200 e 400mg/kg. (B) animais tratados oralmente com NanoCur nas
doses de 25 e 50 mg/kg. Cada ponto representa a média + erro padrao da média do volume
da pata 1,2, e 4 horas ap0s a inje¢do de carragenina. P < 0,05 quando comparado ao grupo
controle (ANOVA seguido teste Tukey)
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O edema de pata induzido pela carragenina envolve a participacdo de varios
mediadores inflamatérios, incluindo histamina, bradicinina, prostaglandina e oxido
nitrico (Brito et al, 2013), sendo um dos modelos mais utilizados para investigar
potenciais agentes com propriedade anti-inflamatéria (Sitonio et al, 2013, Dias et al.,
2014, Martinez et al, 2015).

Alguns estudos relatam que a atividade anti-inflamatéria da curcumina pode
ser atribuida a inibicdo da expressao da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX2) (GOEL et
al., 2001; Lev-Ari et al.,, 2006; Aggarwal et al., 2009). Estudos mais recentes
demonstram que a curcumina reduz a producédo de citocinas pro inflamatérias como
o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a interleucina-1 (IL-1), a interleucina-8 (IL-8), e
a oxido nitrico sintase (NOS) (Singh et al., 2011; Rocha et al.,, 2014). Assim,
podemos sugerir que o efeito inibitério da Cur e da CurNano sobre o edema de pata
induzido pela carragenina pode estar relacionado a uma agédo sobre mediadores

inflamatorios.

Os dados apresentados mostram maior eficacia da CurNano para reduzir a
intensidade do edema de pata quando comparada a Cur, uma vez que a CurNano
em dose oito vezes menor do que de Cur causou o mesmo efeito inibitério na

resposta inflamatoria.

3.6 Efeito da Cur e da CurNano sobre a atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A MPO é uma enzima encontrada em granulos intracelulares de neutrdfilos e
sua atividade catalitica Ihe confere habilidade de reagir com uma série de substratos
podendo gerar intermediarios como radicais livres que sdo capazes de oxidar
estruturas celulares do hospedeiro e alterar respostas celulares, provocando dano
tecidual (Klebanoff, 2005;Thong-Ngam et al., 2012).

A atividade da MPO no tecido plantar do animal se encontra aumentada na 42
hora ap06s a aplicacdo de carragenina, e sua determinacdo é utilizada como
marcador indireto da migracdo de leucocitos para o local inflamado. O tratamento
com Cur na dose de 400 mg/kg e CurNano nas doses de 25 e 50 mg/Kg, causou
uma reducgao significativa na atividade da MPO (Cur400 = 30,63%; CurNano25=
26,88%; CurNano50= 38,13%). O tratamento com a Cur nas doses de 50 e 200
mg/Kg e, com a CurNano na dose de 12,5 mg/Kg, ndo alteraram significativamente a
atividade da enzima. A Indo reduziu significativamente a atividade da MPO (Indo5 =
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60%, P<0,01) (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da Curcumina in natura (Cur) e de Nanoparticulas de Curcumina conjugada
ao PVP (CurNano) sobre a atividade da MPO no tecido plantar de ratos. Os animais (n= 6
por grupo), foram tratados por via oral nas doses de 50, 200 e 400 mg/Kg de Cur e na dose
de 125, 25 e 50 mg/Kg de CurNano. Ratos controles receberam agua por via oral, 1 h antes
da injecdo de Cg (200 mg). Ratos controles foram tratados por via oral com indometacina
(Indo),na dose de 5 mg/Kg. Cada coluna representa a média + E.P.M. da atividade da MPO,
4 horas ap6s a injecdo do agente flogistico. P < 0,05 quando comparado ao grupo controle
(ANOVA seguido teste Tukey)

A migracdo de leucocitos e consequente recrutamento celular no sitio da
lesdo € uma etapa importante na evolugcdo do processo inflamatorio, tendo como
finalidade a sua resolugdo. No entanto, na vigéncia de uma resposta inflamatoria
intensa pode ocorrer também uma migracdo leucocitaria exacerbada, e
consequente producao/liberagcdo de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio,
enzimas proteoliticas, agentes quimiotaticos e metabdlitos do acido araquidénico,
gue provocam efeitos danosos no tecido (Klebanoff, 2005; Riccioni et al, 2009; Verri
et al.,, 2010; Thong-Ngam et al., 2012; Yizengaw et al. 2016). Neste contexto, a
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reducdo do infiltrado neutrofilico pode reduzir danos teciduais, contribuindo para o

efeito anti-inflamatério da curcumina.

3.7 Efeito da Cur e da CurNano sobre a migracao de Leucécitos in situ

Diante dos dados acima, achamos importante investigar 0 comportamento
rolling e a adesao de leucocitos no endotélio. Estes parametros foram avaliados in
situ na fascia espermatica interna de ratos utilizando as doses maiores de. Cur e
CurNano. Como observado tanto a Cur (400mg/kg) como a CurNano (50 mg/kg)
reduziram significativamente o rolling (41,46% e 47,07%, respectivamente) e a
adesao de leucécitos (63,44% e 46,15%, respectivamente). Os resultados estédo

apresentados na Fig. 11 A e B.
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Figura 11. Rolling (A) e adesao leucocitaria (B) nos vasos da microcirculagdo da fascia
espermatica de ratos, avaliados pela técnica de microcirculacdo in situ. Os ratos foram

tratados com Cur 400 mg/kg e NanoCur 50 mg/kg, em dose Unica por via oral. Os valores
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representam a média £ erro padrdo da média de 5 - 7 animais por grupo. P < 0,05 quando

comparado ao grupo controle (ANOVA seguido teste Tukey)

Os resultados mostraram que a Cur e CurNano séo eficazes na redugao do
rolling e adesado de leucdcitos atingindo valores proximos aos dos animais normais.
Contudo, o tratamento com CurNano demonstrou ser mais eficaz, uma vez que
provocou o0 mesmo efeito em doses menores.

Embora no presente estudo n&o foi investigado o mecanismo pelo qual a Cur
e a CurNano inibem a migracdo de leucdcitos, € possivel sugerir que estes
compostos apresentam uma atividade inibitéria sobre mediadores inflamatorios com
propriedade quimiotatica ou sobre moléculas que participam do processo de
migracdo. Existem estudos demonstrando que o efeito inibitério da curcumina sobre
a migracao celular pode ser devido a uma atividade inibitéria sobre: a enzima
lipoxigenase reduzindo a sintese de leucotrienos B4 (Huang et al., 1991) ou sobre as

moléculas de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) (Thong-Ngam et al., 2012).
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4. CONCLUSAO

As andlises de caracterizacdo mostraram que foram obtidas nanoparticulas
de poli(vinil pirrolidona) contendo curcumina de tamanhos nanométricos. Foi
evidenciada a formacdo de pontes de hidrogénio entre os dois compostos, 0 que
resultou no aumento da solubilidade da curcumina em &agua. O processo de
obtencdo ndo alterou as propriedades bioldgicas da curcumina, uma vez que a
atividade anti-inflamatoria da CurNano foi a mesma quando comparada a da Cur.
Uma vantagem deste processo foi que a CuNano em dose oito vezes menor causou

efeito inibitdrio similar & Cur no processo inflamatorio.

5. CONSIDERACOES FINAIS
Os dados apresentados na presente Dissertacdo demonstraram que:

e As nanoparticulas foram formadas nos primeiros instantes de sonificacdo
sugerindo que o tempo de trés minutos sao suficientes para a sua formacao;

e A interacdo entre PVP e a curcumina pode ser atribuida a ligagcdes de
hidrogénio que ocorrem entre a carbonila do polimero e a hidroxila da curcumina;

e O aumento da solubilidade ocorre com o aumento da concentracdo de PVP
utilizado na producéo das nanoparticulas;

e As andlises de Calorimetria Diferencial de Varredura, Espectroscopia do
Infravermelho, difracdo de Raio-X demonstraram o nanoencapsulamento da
curcumina na matriz de PVP;

e Tanto a curcumina encapsulada como a curcumina in natura causaram efeito
inibitério sobre o desenvolvimento do edema de pata induzido pela carragenina;

e Tanto a curcumina encapsulada como a curcumina in natura reduziram a
atividade da mieloperoxidase e reduziu o rolling e adeséo de leucécitos;

e A curcumina nanencapsulada mostrou efeito inibitorio similar ao da curcumina
in natura, contudo em doses oito vezes menores;

e O processo de nanoencapsulamento melhorou a atividade biologica da

curcumina, possivelmente pelo aumento da suasolubilidade.
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