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Resumo:

Dentre a variedade de plantas utilizadas, destaca-se o açafrão (Curcuma longa L.), porem sua
aplicação  é  limitada  devido  desvantagens,  para  evita-los  a  curcumina  foi  associada  a
nanopartículas poliméricas, aumentando sua eficácia terapêutica e reduzindo efeitos colaterais. O
objetivo foi  avaliar a toxicidade de nanocápsulas de núcleo lipídico,  contendo curcumina em
diferentes formulações após exposição aguda por via oral em camundongos Swiss machos. Ao
avaliar os sinais clínicos relata-se sinais leves de toxicidade, já no consumo de água e ração houve
diminuição apenas do consumo de ração nos animais do grupo curcumina livre indicando indícios
de toxicidade do fármaco em sua forma livre, o peso absoluto dos órgãos apresentou aumento no
cérebro dos animais do grupo curcumina livre quando comparado ao grupo controle negativo de
forma  significativa.  Frente  aos  resultados  obtidos  pode-se  dizer  que  as  nanocápsulas  não
mostraram ser tóxicas, somente a curcumina livre apresentou sinais leves de toxicidade.
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Introdução

Dentre a variedade de plantas utilizadas na medicina popular, destaca-se o extrato de açafrão
(Curcuma longa L.). Uma erva perene da família Zingiberaceae, nativa do sul da Ásia, e cultivada
extensivamente em todos os ambientes de clima quente (Araújo et al, 2016). A planta de C. longa
L. possui  um rizoma com inúmeras ramificações que exibem cor alaranjada,  que se dá pela
presença de pigmentos curcuminoides como a curcumina (Gonçalves et al, 2014).

Um estudo realizado por Martinez et al. (2017) mostrou que a aplicação preventiva de enemas
contendo curcumina foi capaz de auxiliar na melhora da inflamação de mucosas. A curcumina
também mostrou ser um excelente antioxidante em diferentes testes in vitro quando comparada
com compostos antioxidantes convencionais, podendo ser utilizada para diminuir ou prevenir a
oxidação lipídica de produtos farmacêuticos e alimentícios, retardando a formação de produtos de
oxidação e assim prolongar a vida de prateleira dos produtos (Martinez et al, 2017).

A  curcumina  (Figura  1)  possui  efeitos  anti-inflamatórios,  anticancerígenos,  antioxidantes  e
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antimicrobianos,  como indicam alguns estudos já  realizados por Swanson et  al  .  (2010) que
mostraram que o extrato de C. longa tem efeitos antioxidantes e a capacidade de modular a
resposta  inflamatória.  Hamzah  (2011)  avaliou  o  efeito  antiinflamatório  do  gel  tópico  com
curcumina no modelo de edema de pata de ratos induzido por carragenina, que ao final do estudo
apresentou uma redução de 30% no edema dos ratos tratados com o gel contendo curcumina. A
curcumina também demonstrou sua utilidade para o  tratamento de doenças,  como diabetes,
Alzheimer, Parkinson e artrite Mazzarino et al., 2010).

Figura 01: Molécula de Curcumina

Apesar  do  grande potencial  terapêutico  que a  curcumina apresenta,  sua  aplicação clínica  é
limitada por apresentar diversas desvantagens. Trata-se de um fármaco com baixa solubilidade
aquosa, dificultando a administração pela via intravenosa, e quando administrado por via oral o
fármaco é pouco absorvido pelo intestino (Syng-ai et al ., 2004). Para evitar que esses problemas
ocorram a curcumina foi associada a transportadores coloidais, as nanopartículas poliméricas,
devido  ao  seu  potencial  de  aumentar  a  eficácia  terapêutica  e  reduzir  os  efeitos  colaterais
indesejáveis das drogas.

A nanotecnologia vêm crescendo como uma excelente estratégia para melhorar a dissolução e
biodisponibilidade oral de fármacos que possuem pouca solubilidade em água, além de proteger o
fármaco  da  degradação  química  e  enzimática,  permitindo  uma  melhor  resposta  terapêutica
(Hillaireau e Couvreur, 2009).

As nanopartículas são capazes de transportar fármacos insolúveis em água por via intravenosa,
protegem a  molécula  da  degradação  in  vivo,  e  controlam a  liberação  do  fármaco,  pois  são
formadas por um invólucro polimérico que contém um núcleo oleoso, desta forma o fármaco pode
estar dissolvido neste núcleo e/ou adsorvido a parede polimérica (Paese, K. 2008). Porém as
nanopartículas  também apresentam desvantagens,  dentre  elas  serem derivadas  de  solventes
orgânicos,  os quais são necessários na sua preparação e ainda a citotoxicidade do polímero
utilizado como invólucro do fármaco (Mazzarino et al, 2010). Sendo que as nanopartículas obtidas
a partir de polímeros, podem ter na sua composição polímeros sintéticos como policaprolactona
(PCL) ou polímeros naturais como a quitosana (Souza, Mattoso e Moura, 2014).

Devido ainda ser uma tecnologia recente, estudos toxicológicos de nanocápsulas são fundamentais
para que se faça um uso seguro na saúde humana, pois estes estudos permitem o estudo da menor
concentração tóxica dessas substâncias no organismo, e também avaliar quais os órgãos mais
afetados (OBERDÖSTER et al., 2007).
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Nos últimos anos,  a  maioria  das  pesquisas  foi  centrada em estudos  in  vitro,  entretanto,  os
resultados destes estudos necessitam também ser avaliados em experimentos in vivo para o
avanço  na  utilização  de  nanocarreadores  na  área  médica.  Levando isso  em consideração,  o
objetivo  deste  trabalho  foi  avaliar  a  toxicidade  de  nanocápsulas  de  núcleo  lipídico  (NLCs),
contendo  curcumina  em  diferentes  formulações  após  exposição  aguda  por  via  oral  em
camundongos Swiss machos.

Metodologia

Para os testes foram utilizados 47 camundongos machos da linhagem Swiss, pesando entre 30 e
40 g, com cerca de 60 dias de idade, oriundos do Biotério da URI – Campus Erechim.

Os animais foram divididos em 9 grupos conforme mostra a tabela 01.

Tabela 01: Divisão dos grupos representando as formulações que cada um recebeu no primeiro dia
de experimento.

O teste de toxicidade aguda ocorre após um único contato (dose única), avaliando a mortalidade,
imobilidade  dos  organismos  e  influência  no  metabolismo.  Além  disso,  o  protocolo  prevê
observação dos animais ao longo de 14 dias. No primeiro dia do experimento foi administrado o
fármaco livre  e  associado as  diferentes  formulações  (tabela  1),  por  via  oral  (gavagem).  Em
seguida, os animais foram avaliados quanto aos sinais clínicos comportamentais, nos tempos de 15
min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h e 8h e, a partir de então foram avaliados a cada três dias, até o décimo
quarto dia (Malone e Robichaud,1962).

Para esta avaliação macroscópica os dados foram tabulados em uma escala de 0 a 4 (ausente,
pouco, moderado, intenso), para posterior análise. Também foram observados e registrados os
dados fisiológicos quanto ao peso, consumo de água e consumo de ração, mortalidade e alterações
comportamentais anormais no decorrer do estudo.

Foram realizados  testes  de  normalidade (Shapiro-Wilk).  Os  dados  apresentaram,  distribuição
paramétrica, assim, foram submetidos a análise de variância, seguida por teste de Tukey quando
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p<0,05. As análises foram efetuadas no software R.

Resultados

Sinais clínicos de toxicidade

Ao longo do experimento não foram encontrados mortalidade nos animais dos diferentes grupos. A
Tabela 02 mostra os parâmetros de toxicidade nos diferentes tempos e grupos. No decorrer do
experimento, dentre os diferentes parâmetros analisados somente o eriçamento de pêlo, redução
da atividade motora e o ato dos animais lamber-se foram constatados.

Dentre os parâmetros avaliados somente a atividade motora reduzida, no tempo de 15 minutos,
que apresentou diferença estatística significativa em relação aos outros grupos. Foi visto que os
animais do grupo curcumina livre tiveram a sua atividade diminuída quando comparada aos
grupos controle negativo e NC2-Cur. Ainda no tempo de 15 minutos, em função do aumento do
número de escores do grupo NC1-Br, foi visto que este teve sua atividade motora diminuída
quando comparado ao grupo controle negativo.

Tabela  02:  Número  de  animais  indicando  a  intensidade  dos  parâmetros  de  toxicidade  (0=
ausência; 1= pouco; 2= moderado; 3= intenso) nos diferentes tempos e grupos.
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Peso corporal

Analisando a Tabela 03, podemos observar que ao longo do experimento (1-14) os diferentes
grupos não apresentaram diferença significativa no peso corporal, quando comparados aos grupos
curcumina livre e controle negativo.

Tabela 03: Ganho de massa corporal dos animais (média e desvio padrão-DP) dos diferentes
grupos ao longo do experimento.

Consumo de ração

Analisando a tabela 04 pode-se observar que no primeiro período do experimento (1-4) tanto os
animais  que  receberam  nanocápsulas  contendo  curcumina  como  as  nanocápsulas  brancas
apresentaram maior consumo quando comparado ao grupo controle negativo. Já os animais do
grupo curcumina livre apresentaram menor consumo de ração comparados aos grupos NC2-Cur,
NC3-Cur, NC4-Cur, NC1-Br, NC2-Br e NC4-Br.

No período de 4-7 dias foi visto que todos os grupos apresentaram maior consumo de ração
quando comparados ao controle negativo. Neste mesmo período observou-se que o grupo NC4-Cur
teve menor consumo comparado ao grupo curcumina livre. No mesmo período ainda, foi visto que
o grupo curcumina livre apresentou menor consumo quando comparado aos grupos NC1-Cur,
NC3-Br e NC4-Br.

Quando avaliado o consumo de ração do período de 7-10 dias, foi observado que todos os grupos
apresentaram menor consumo comparados ao controle negativo. Ainda observou-se que o grupo
NC1-Cur teve menor consumo de ração comparado à curcumina livre. Também notou-se que o
grupo curcumina livre reduziu seu consumo de ração quando comparado ao grupo NC3-Br.
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No período de 10-14 dias foi visto que todos os grupos, inclusive curcumina livre, tiveram menor
consumo comparados ao controle negativo, ou seja, os grupos que possuíam o fármaco nano
encapsulado,  aqueles  que  eram  apenas  nanocápsula  branca  e  o  fármaco  na  forma  livre
apresentaram menor consumo. O grupo curcumina livre, também nesse período (10-14), consumiu
menos quando comparado com o grupo NC3-Br.

Analisando os diferentes dias de experimento (1-14) foi visto que todos os grupos tiveram maior
consumo de ração comparado ao controle negativo,  inclusive o grupo curcumina livre.  Já os
grupos NC4-Cur e NC2-Br apresentaram consumo de ração reduzido em comparação ao grupo
curcumina  livre.  E  também  o  grupo  curcumina  livre  apresentou  menor  consumo  de  ração
comparado ao grupo NC3-Br.

Tabela 04: Consumo médio de ração dos animais e desvio padrão (DP) nos diferentes grupos ao
longo do experimento

Consumo de água

Ao analisar o consumo de água nos primeiros dias de experimento (1-4) foi visto um aumento em
todos os grupos quando comparados ao controle negativo, porém reduzido em relação ao grupo
curcumina livre.

No  período  de  4-7  dias  os  grupos  curcumina  livre,  NC1-Cur,  NC2-Cur,  NC3-Cur  e  NC3-Br
apresentaram maior consumo de água comparados ao grupo controle negativo. Também foi visto
que  todos  os  grupos,  exceto  NC3-Br,  apresentaram menor  consumo de  água  comparados  à
curcumina livre.

Analisando ainda  o  consumo de  água,  no  período  de  7-10  dias,  observou-se  que  os  grupos
curcumina livre, NC1-Cur, NC3-Cur, Nc1-Br e NC3-Br tiveram menor consumo comparados ao
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controle  negativo.  Foi  visto  ainda,  que  todos  os  grupos  tiveram  menor  consumo  de  água
comparados ao grupo curcumina livre.

No período de 10-14 dias todos os grupos tiveram o consumo de água diminuído comparado ao
controle  negativo.  Já  os  animais  do  grupo  curcumina  livre  apresentaram  menor  consumo
comparados aos grupos NC1-Cur, NC2-Br e NC3-Br.

Ao longo do experimento (1-14) foi visto que os grupos NC4-Cur e NC1-Br apresentaram menor
consumo de água comparados ao grupo controle negativo. E os grupos NC1-Cur, NC3-Cur e NC3-
Br apresentaram, maior consumo de água em comparação ao grupo controle. Além disso, todos os
grupos  apresentaram menor  consumo de  água  em relação  ao  grupo  da  curcumina  livre  no
decorrer do experimento.

Tabela 05: Consumo médio de água dos animais e desvio padrão (DP) nos diferentes grupos ao
longo do experimento.

Peso absoluto e relativo dos órgãos

Foi visto uma redução estatisticamente significativa da massa dos rins nos grupos NC1-Br (1,312)
e NC2-Cur (1,302) quando comparado ao grupo controle negativo (1,650).

Na figura 03 podemos notar o peso absoluto dos órgãos. Pode-se notar que o grupo curcumina
livre (0,498) apresentou aumento de peso no cérebro dos animais quando comparado ao grupo
controle negativo (0,356) de forma significativa.
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Figura 2: Massa relativa dos órgãos
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Figura 3: Massa absoluta do órgãos.

Discussão

Avaliando os sinais clínicos pode-se relatar que trataram-se sinais leves de toxicidade, indicando
que estes devem ser melhor investigados para que se possa concluir se ocorreu toxicidade ou não,
pois avaliando os diferentes dias de tratamento somente no primeiro dia de experimento foi visto
maior intensidade de atividade motora reduzida significativa nos animais do grupo curcumina livre
em relação ao grupo controle. Portanto, conclui-se que somente este dado não é suficiente para
determinar a toxicidade, pois é necessário um conjunto de diferentes parâmetros de avaliação e
protocolos para que se possa afirmar a toxicidade (SILVA et al, 2016).

Frente  aos  resultados  obtidos  no  consumo  de  ração,  pode-se  observar  que  ao  longo  do
experimento  os  animais  do  grupo  curcumina  livre  tiveram o  consumo  de  ração  diminuído,
indicando um sinal de toxicidade do fármaco em sua forma livre no organismo dos animais. Isso
pode ser explicado devido à curcumina livre estar disponível e ser absorvida a nível sistêmico. Já
os grupos contendo a curcumina nano encapsulada não tiveram o consumo de ração alterado, o
que não demonstra sinais de toxicidade, sugestivo desses sistemas permitirem que a substância
que nela está contida, mesmo que em elevadas concentrações, sejam direcionadas diretamente a
um sítio específico, sendo também capazes de proteger o princípio ativo e ainda a sua atividade na
circulação sistêmica (Codevilla et al, 2015). Esses dados também sugerem que a toxicidade da
nanocápsula é independente da carga (positiva ou negativa) e do polímero que foi utilizado em seu
desenvolvimento (PEG, polisorbato 80,  eudragit  ou quitosana),  podendo-se usar qualquer um
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destes para nano encapsular fármacos.

Tratando-se da escala nano são encontradas poucas avaliações a respeito de sua toxicidade in vivo
e geralmente, são estudos com associação a um fármaco e não somente da nanocápsula (branca)
(Bulcão, 2013). No estudo de HUANG e colaboradores (2010) verificaram a toxicidade aguda de
nanopartículas de um polímero de poli--caprolactona–polietilenoglicol-poli--  caprolactona,  ou
seja,  somente a  nanocápsula  branca,  e  após múltiplas  administrações não foram observadas
alterações patológicas em diversos órgãos, não ocorreram efeitos adversos, efeitos mutagênicos
ou aberrações cromossômicas, entretanto os autores relataram que mais estudos que demonstrem
os limiares de toxicidade são necessários.

Em um estudo de Lin et al. (2012) prepararam sistemas nano particulados contendo curcumina, e
demonstraram que a atividade citotóxica da curcumina associada a esses sistemas foi maior que a
curcumina livre quando testada em células sensíveis a curcumina, e muito mais ativa contra
células  que mostravam-se  resistentes  à  curcumina.  Frente  a  isso,  é  possível  concluir  que a
curcumina mostra-se com maior efetividade quando encapsulada em sistemas poliméricos do que
quando utilizada em sua forma livre.

É  importante  ressaltar  que  os  diferentes  polímeros,  utilizados  neste  trabalho,  para  a  nano
encapsulação da curcumina e também aqueles que tratavam-se somente da nano branca, não
mostraram ser tóxicos, dessa forma pode-se dizer que ambos os polímeros podem ser utilizados no
desenvolvimento de nanocápsulas, pois não houve um polímero em específico que mostrou causar
toxicidade.

Diante  dos  resultados  frente  ao  consumo de água observa-se  que não houve um grupo em
específico que apresentou indícios de toxicidade. Porém foi observado que os animais do grupo
curcumina  livre  tiveram  um  aumento  significativo  no  consumo  de  água,  o  que  não  indica
toxicidade, mas esse consumo elevado de água pelos animais do grupo curcumina livre pode ser
explicado devido a curcumina tratar-se de um flavonoide, o que caracteriza o sabor adstringente
das plantas e que são responsáveis pelas cores marcantes (De Araújo, 2006). Isso explica a cor
expressiva da curcumina (amarelo), e também sabor ruim do fármaco, o que pode ter feito com
que os animais que receberam o fármaco curcumina livre fizessem a ingestão de maior quantidade
de água para livrarem-se do sabor do fármaco.

A análise do peso dos órgãos é imprescindível para fornecer informações prévias de toxicidade de
substâncias que adentram em um organismo, pois pode indicar lesões nos sistemas pelos quais
elas passam ao serem metabolizadas (Oshio et al., 2014; Silva et al., 2016). Os resultados mostram
ausência de toxicidade nos órgãos analisados, pois somente um aumento do peso dos órgãos seria
indicativo de toxicidade (Cunha et al., 2009). E ainda, alterações no tamanho dos rins podem
ocorrer por ordem de processos naturais do organismo (Sampaio et al.,  2012), portanto, não
evidenciou-se  desequilíbrio  de  peso  nos  órgãos  entre  os  animais  dos  diferentes  grupos,
demonstrando ausência de toxicidade nas vias metabólicas e de excreção. Um estudo realizado
com a planta Ayahuasca observou aumento no cérebro dos animais quando comparados ao grupo
controle, e estes resultados sugerem toxicidade crônica da planta nos animais submetidos ao
experimento (Santos et al., 2017).
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Conclusão

Frente aos resultados obtidos neste trabalho,  pode-se dizer que as nanocápsulas contendo a
curcumina ou brancas não mostraram ser tóxicas, independente da carga ou polímero, entretanto,
a curcumina livre apresentou sinais leves de toxicidade, mas que devem ser melhor investigados
com demais parâmetros metodológicos previstos neste PTB. Vale ressaltar que a curcumina trata-
se de um importante fármaco de origem natural, mas que apresenta baixa biodisponibilidade
quando  administrado  por  via  oral,  porém  suas  propriedades  terapêuticas  podem  ser
potencializadas mediante a utilização da nanotecnologia, portanto é de extrema importância o
conhecimento da toxicidade desses sistemas nano particulados.
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