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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Diego de Sa Coutinho

Estudos anteriores sugerem que andlogos ndo anestésicos de lidocaina seriam uma forma
alternativa de obter-se os efeitos antiasmaticos sem os efeitos adversos do anestésico local (AL). O
composto JME-173, andlogo ndo anestésico do AL mexiletina, foi planejado para agir como anti-
inflamatdrio e broncodilatador de uso oral. Entretanto, apesar de ativo na asma experimental apds
nebulizacdo, seu efeito por via oral foi pouco significativo. O presente projeto visou o0
desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica de nanocapsulas contendo JME-173 e a avaliacdo
de seu potencial efeito farmacoldgico na inflamacdo pulmonar induzida por LPS. As formulagtes
de nanocépsulas foram preparadas pela técnica de deposicdo interfacial de polimeros
biodegradaveis pré-formados. A analise fatorial indicou que as formulacGes preparadas com o
polimero Eudragit® S-100 apresentaram melhor didametro e melhor indice de polidispersédo, se
comparadas ao polimero PCL. As nanocépsulas de Eudragit® S-100, contendo JME-173,
apresentaram diametro médio de 120-180 nm, potencial zeta de -39,9 mV e baixo indice de
polidispersdo. O teor médio do composto na formulacdo foi de 95%, com 97% de eficiéncia de
encapsulacdo. Visando a avaliacdo farmacoldgica das formulagdes, camundongos A/J machos
foram tratados, 4 h antes da instilacdo com LPS, com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8-50
mg/Kg, v.0.), sendo as analises realizadas 18 h apds a provocagdo. Os resultados mostraram que 0
tratamento com JME-173 nanoencapsulado (8 e 25 mg/kg), diferente da forma livre, reduziu o
influxo leucocitario no lavado broncoalveolar, a atividade de mieloperoxidase e os niveis de KC,
IL-1B, MCP-1 e RANTES no pulmé&o de camundongos desafiados com LPS. O tratamento com a
formulacdo de JME-173 aboliu também a elastancia pulmonar aumentada nos animais desafiados.
Visando aumentar o tempo de estabilidade das nanocapsulas de JME-173 em suspensao, que se
mostrou pouco satisfatorio, o preparo das nanocéapsulas foi acrescido de uma etapa de secagem da
suspensdo. A secagem foi realizada através da técnica de spray dryier, e resultou em nanocapsulas
sob a forma de pd, que ap6s redispersdo em salina, evidenciou as mesmas caracteristicas fisico-
guimicas da suspensdo original. Ademais, o tratamento com nanocapsulas de JME-173 (25
mg/kg), imediatamente apos redispersdo, aboliu o acimulo de leucdcitos no lavado broncoalveolar
e tecido, a producdo de citocinas inflamatorias e a hiper-reatividade das vias aéreas observados nos
animais estimulados com LPS. Em conjunto, os resultados indicam que a nanoencapsulacdo de
JME-173, na presencga do polimero de Eudragit® S-100, aumentou significativamente a atividade
anti-inflamatoria do composto. Os achados sugerem ainda que a nanoformulacdo de JME-173
pode ser estocada sob a forma de pd seco e administrada por via oral imediatamente apos
redispersdo em salina. Esses achados sublinham o potencial anti-inflamatorio do composto JME-
173 administrado oralmente, enfatizando o seu valor no contexto do desenvolvimento de novas
formas de tratamento para condi¢des clinicas onde haja inflamacdo pulmonar mediada por
neutrofilos.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Diego de Sa Coutinho

Prior studies have suggested that non-anesthetic analogs of lidocaine might be a means of
achieving the anti-asthmatic effects of lidocaine without the local anesthetic (LA) effect, which
has been associated to adverse effects. JIME-173, a non-anesthetic analogue of the LA mexiletine
was designed to act as an oral anti-inflammatory and bronchodilator agent. However, although
active in experimental asthma when nebulized, its oral effect was very poor. The aim of this study
was the development and physical-chemical characterization of nanocapsules containing JME-173
and the evaluation of its potential pharmacological effect on LPS-induced lung inflammation. The
nanocapsule formulations were prepared by interfacial deposition of preformed biodegradable
polymers method. The factorial analysis indicated that formulations prepared with the Eudragit®
S-100 polymer had a better diameter and polydispersity index, compared to the PCL polymer.
Eudragit® S-100 nanocapsules, containing JME-173, had an average diameter of 120-180 nm,
zeta potential of -39.9 mV and a low polydispersity index. The average content of JME-173 in
formulation was 95%, with 97% encapsulation efficiency. Aiming at the pharmacological
evaluation of formulations, male A / J mice were treated 4 h before LPS instillation, with free or
nanoencapsulated JME-173 (8-50 mg / kg, orally) and 18 h after challenge, were performed the
analysis. Results showed that treatment with nanocapsules containing JME-173 (8 and 25 mg /
kg), but not free JIME-173, reduced leukocyte influx in bronchoalveolar lavage, myeloperoxidase
activity, and levels of KC, IL-1p, MCP-1 and RANTES in the lung of mice challenged with LPS.
Treatment with JME-173 formulation also abolished LPS-induced augmentation in lung elastance
response. Aiming at to improve the stability of JME-173 loaded nanocapsules suspension, which
was proved to be quite limited, we modified the nanocapsule preparation method to add a drying
step, based on the spray drier technique. This procedure led to the achievement of powder
nanocapsules of JME-173, which after redispersion in saline showed the same physicochemical
characteristics of original suspension. In addition, treatment with JME-173 loaded nanocapsules
(25 mg/kg, oral) abolished LPS-induced accumulation of leukocytes in bronchoalveolar lavage
and tissue, inflammatory cytokines, and airway hyper-reactivity. Taken together, the results
indicate that nanoencapsulation of JME-173, with Eudragit® S-100 polymer, significantly
improved the compound's anti-inflammatory activity. The findings also suggest that JME-173
nanoformulation can be stored as dry powder without losing anti-inflammatory activity following
oral administration immediately after redispersion. These findings highlight the anti-inflammatory
potential of orally administered JME-173, emphasizing its putative value in drug development for
clinical conditions where there is lung inflammation mediated by neutrophils.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AHR - Airway hyperresponsiveness (Hiper-reatividade das vias aéreas)

AP1 - Activator protein 1(Proteina ativadora 1)

BAL - Bronchoalveolar lavage (Lavado bronco alveolar)

BCA - Bicinchoninic acid (Acido bicincrénico)

BSA - Bovine serum albumin (Albumina do soro bovino)

cAMP - Cyclic adenosine monophosphate (Adenosina monofosfato ciclica)

Cecal - Centro de Criacdo de Animais de Laboratério

CEUA - Comisséo de Uso de Animais de Laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz
CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DLS - Dynamic light scattering (Espalhamento de luz dinamico)

DPOC - Doenca pulmonar obstrutiva cronica

DS - Drug score

ECP - Eosinophil cationic protein (Proteina catidnica de eosindfilos)

EDN - Eosinophil derived neurotoxin (Neurotoxina derivada de eosin6filos)
ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensaio de Imunoabsorcao Ligado a Enzima)
EPO - Eosinophil peroxidase (Peroxidase de eosinofilos)

GRE - Glucocorticoid response element (Elementos de resposta a glicocorticoides)
HCL - Hydrogen chloride (Acido cloridrico)

HTAB - Hexadecyltrimethylammonium bromide (Brometo de hexadeciltrimetilaménio)
IgE - Imunoglobulina do tipo E

IL - Interleucina

KC/CXCL1 - Keratinocyte chemoattractant (Quimioatrativo de queratindcitos)
LD - Laser diffraction (Difracdo de laser)
LPS - Lipopolissacarideo

MBP - Major basic protein (Proteina basica principal)

MCP-1/CCL2 - Monocyte chemoattractant protein-1 (Proteina quimiotatica de mondcitos 1)
MMP - Matrix metalloproteinases (Metaloproteinases da matriz)

MPO - Mieloperoxidase

NF-x B - Nuclear factor kappa B (Fator nuclear kappa B)

PBS — Phosphate Buffered Saline (Solucéo Salina Tamponada com Fosfato)

PCL - Poli épsilon caprolactona

PDE4 - Phosphodiesterase (Fosfodiesterase tipo 4)

PKA - Proteina cinase A
RANTES/CCLS5 - Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted (Fator regulador da
ativacao expressos e secretados por linfocitos T normais)

SDRA - Sindrome do desconforto respiratério agudo
SUS - Sistema Unico de Satide

TCM - Triglicerideos de cadeia média

Th - T Helper (T auxiliar)

UTI - Unidade de terapia intensiva
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1. INTRODUCAO
1.1. DOENCAS INFLAMATORIAS PULMONARES

1.1.1. Aspectos gerais

As doencas inflamatorias pulmonares sdo um dos problemas de salde publica de
maior relevancia mundial atualmente. A asma, a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
e a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) sdo exemplos de distirbios
inflamatorios pulmonares de enorme impacto sobre a vida dos pacientes, apresentando indices
consideraveis de morbidade e mortalidade (1-3). Todas as doencas sdo caracterizadas por um
perfil inflamatorio crénico no pulmao e por limitacdo do fluxo de ar, mas a natureza da
inflamacdo difere entre as doengas, resultando em diferentes patologias, manifestagdes
clinicas e respostas a terapia. Em casos extremos, 0s pacientes compartilham tracos de mais

de uma das doencas simultaneamente (4-6).

A asma pode ser definida como uma doenca inflamatdria cronica das vias aéreas
desencadeada, principalmente, por exposicdo a alergenos, resultando em obstrucdo do fluxo
de ar, o qual € geralmente reversivel espontaneamente ou com tratamento (7). De maneira
diferente, a DPOC ¢ descrita como uma doenca pulmonar caracterizada por uma resposta
inflamatdria cronica nas vias aéreas e nos pulmdes a particulas ou gases nocivos, levando a
obstrucéo persistente do fluxo de ar, a qual € geralmente progressiva e irreversivel ou apenas
parcialmente reversivel (8, 9). J& a SDRA é uma doenca ocasionada, em 79% dos casos, por
sepse grave, sendo caracterizada por hipoxemia aguda e infiltracdo bilateral no térax, levando

ao comprometimento da troca de gasosa (10).

Embora classificadas como enfermidades distintas, a DPOC e a SDRA s&o marcadas
por inflamacgdo pulmonar associada predominantemente a resposta imune inata. Em ambos os
casos, 0s macrdéfagos e neutrofilos tém participacdo importante no desenvolvimento e no
estabelecimento da doenca (11, 12). De forma contraria, a asma € originalmente definida
como uma doenca inflamatoria alérgica com participacdo de linfécitos Th2, producdo de
imunoglobulina do tipo E (IgE) por linfdcitos B, além do envolvimento de outros leucdécitos
como eosinofilos, baséfilos e mastdcitos (1). No entanto, hoje em dia sabe-se que a imunidade
inata e neutréfilos atuam ativamente em alguns fendtipos de asma, assim como a eosinofilia

exacerbada pode estar presente em subgrupos de pacientes portadores de DPOC (13, 14).



1.1.2. Prevaléncia

Informacdes precisas sobre a prevaléncia das doencas inflamatorias pulmonares sdo
cruciais para compreender 0s seus custos, juntamente com 0s rumos em relagdo a prevencao
ou ao tratamento ao longo do tempo e em diferentes regides (15). A asma é uma doenca
respiratoria cronica que afeta 1-18% da populacdo em diferentes paises (16). As estimativas
de andlises mundiais sugerem que cerca de 235 a 334 milhdes de individuos sofram com a
doenga, com projecdes de que a asma atinja 400 milhGes de pacientes em 2025 (7, 17). A
asma atopica, associada as respostas alérgicas, é a forma mais comum da doencga (17, 18). Sua
prevaléncia estd aumentando em muitos paises, especialmente entre as criancas. Embora
alguns paises tenham registrado um declinio nas hospitalizagdes e nas mortes, a asma ainda
impde um custo extremamente elevado aos sistemas de cuidados de saude e a sociedade
através da perda de produtividade no local de trabalho e, especialmente na asma infantil,
transtornos a familia (16). Achados da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para
0 Manejo da Asma demonstram que em 2011 houve cerca de 160.000 hospitaliza¢des, no
Brasil, em virtude de exacerbagdes de asma. Tal estudo indicou que a doenca foi a quarta
principal causa de hospitalizacdes pelo Sistema Unico de Saude (SUS), além de ter sido a
terceira principal causa de hospitalizacbes em criangas e jovens adultos (19). Um estudo mais
recente demonstra que, devido as politicas governamentais de controle da asma, o nimero
absoluto de mortes relacionadas com a doencga no pais caiu de 2.286 em 1980 para 2.096 em
2014. A taxa bruta de mortalidade da asma caiu de 1,92 para 1,03 mortes por 100.000
habitantes, o que corresponde a uma reducéo de 46,2%, entre 1980 e 2014 (20).

Assim como a asma, a DPOC é uma doenca incapacitante e de alta prevaléncia.
Estima-se que a doenca afete cerca de 210 milhdes de pessoas no mundo inteiro (21). Devido
a sua prevaléncia, a DPOC também esta associada a um elevado custo socioeconémico, além
de altos indices de mortalidade (22). Estudos demonstram que a doenca leva a morte de pelo
menos trés milhdes de pessoas no mundo inteiro anualmente (8, 23). De forma preocupante,
com a crescente prevaléncia de tabagismo nos paises em desenvolvimento e o envelhecimento
das populacdes em paises de alta renda, a prevaléncia de DPOC devera aumentar nos
préximos anos e, até 2030, pode haver mais de 4,5 milhdes de mortes por ano de DPOC e
condices relacionadas (8). No Brasil, estima-se que a DPOC acometa cerca de sete milhdes
de pessoas com 40 anos ou mais (24). Devido a sua elevada prevaléncia, a doenca apresenta
também altos custos ao sistema de saude. Em 2011, cerca de 103 milhdes de Reais do SUS
foram utilizados devido a 142.635 internacdes relacionadas a DPOC. Esse custo foi superior
ao de pacientes com infarto agudo do miocardio e hipertenséo arterial e foi equivalente ao de
portadores de diabetes (25). No que diz respeito a mortalidade, nos ultimos 20 anos vem
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crescendo 0 numero de 6bitos por DPOC tanto em homens quanto mulheres brasileiras.
Dados de 2013 indicam que a DPOC foi a terceira causa de morte entre as doencas cronicas
ndo transmissiveis, com um aumento de 12% no ndmero de Obitos entre 2005 e 2010,

representando quase 40.000 6bitos anuais (25).

Em relacdo a SDRA, a averiguacgdo de sua prevaléncia entre os paises tem sido dificil,
devido ao seu diagnéstico desafiador, levando assim a valores altamente heterogéneos (26).
Além disso, as manifestacdes clinicas da doenca estdo inerentemente ligadas a disponibilidade
de leitos em unidades de terapia intensiva (UTIs) e suporte ventilatorio, os quais variam
significativamente entre os paises e regides (15). Apesar dessas limitacbes, um estudo
publicado em 2016 por Belanni e colaboradores, avaliou a prevaléncia de SDRA a nivel
global. Neste estudo, onde foram analisados 12.906 pacientes admitidos em 459 UTIs de 50
paises, cerca de 10,4% preencheram os critérios de SDRA. O estudo revelou também uma alta
mortalidade de aproximadamente 40% (27). No Brasil, um estudo recente realizado em
pacientes internados na UTI do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, indicou que cerca de
15% apresentaram diagnostico de SDRA. Nesses pacientes, a taxa de mortalidade foi de 66%
(28). De maneira semelhante, a analise de prevaléncia realizada em pacientes que foram
internados em UTIs no estado de S&o Paulo indica a incidéncia dessa sindrome em cerca de
10% dos individuos (29). No entanto, esses valores podem divergir entre os trabalhos
cientificos. Um estudo multicéntrico publicado por Azevedo e colaboradores avaliou a
prevaléncia de SDRA em 773 pacientes adultos, que exigiram ventilacdo invasiva ou nao
invasiva por mais de 24 horas, em 45 UTIs de 12 estados brasileiros. A SDRA foi

diagnosticada em 31% dos pacientes e o indice de mortalidade hospitalar foi de 52% (30).

1.1.3. Fisiopatologia das doencas inflamatodrias pulmonares
1.1.3.1. Asma

A asma e uma doenga inflamatoria crénica das vias aéreas associada a susceptibilidade
genética do individuo em desenvolver uma resposta imunoldgica exacerbada quando exposto
a fatores ambientais como alergenos, infeccBes respiratérias, fumaca de cigarro e poluicdo do
ar (7, 31, 32). A asma alérgica moderada ¢ um dos tipos mais comuns da doenga e &,
geralmente, caracterizada pela presenca de linfécitos Th2 ativados e infiltrados de eosinofilos
em associacdo com a producéo de IgE, hiperplasia e metaplasia de células secretoras de muco
e hiper-reatividade das vias aéreas (AHR). H& também remodelamento brénguico decorrente

do espessamento do epitélio das vias aéreas, fibrose subepitelial, deposicdo de colageno e



hipertrofia muscular lisa (16, 33). Em conjunto, essas alteragcdes estruturais levam aos

sintomas recorrentes de falta de ar, sibilo e tosse nos pacientes (34).

A resposta imune apresenta papel crucial no desenvolvimento da asma. Apos a
exposicao a estimulos ambientais como alergenos, o epitélio ativado libera citocinas, que irdo
contribuir para o aparecimento da resposta inflamatdria desencadeadora da doenca (35). Em
associacao com o epitélio das vias aéreas encontram-se as células apresentadoras de antigenos
especializadas, como as células dendriticas, as quais irdo capturar o alergeno, processa-lo em
pequenos peptideos e apresenta-los para os aos linfocitos T naive residentes na regido dos
linfonodos ou nos sitios da mucosa local. Na presenca de interleucina (IL)-4, estes linfdcitos
adquirem perfil de resposta de linfocitos T helper do tipo 2 (Th2) (35, 36). Os linfocitos Th2
tém um papel importante na ativacdo da resposta imune, através da liberagdo de mediadores,
como a IL-4, a qual promove a diferenciacdo de linfocitos B, que passam a produzir IgE. A
IgE distribui-se sistemicamente através dos vasos linfaticos e, apds obter acesso ao tecido
pulmonar, ird se ligar ao seu receptor de alta afinidade (Fce RI) expresso na membrana de
mastécitos ou basofilos, promovendo a diferenciacdo, maturacdo e prolongamento da
sobrevida dessas células. Este processo de primeiro contato com a alergeno € conhecido como

sensibilizacdo. Nesta fase, ndo ha sintomas clinicos (37, 38).

Ap0s a re-exposicao, o alergeno se liga a pelo menos duas moléculas de IgE ligadas a
FceRI em mastdcitos ou basofilos, com subsequente liberagdo de mediadores pré-formados
(histamina, heparina, TNF-a) e mediadores lipidicos recém-sintetizados (prostaglandinas e
leucotrienos). Esses eventos podem causar respostas como broncoconstri¢do, vasodilatacéo e
secrecao de muco nas vias aéreas, desencadeando respostas como espirros, tosse, corrimento
nasal, dispneia e aperto no peito dos pacientes (38). Além disso, os linfocitos Th2 de memoria
especifica ao alergeno, previamente ativados nesta fase da doenca, proliferam-se e liberam
citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. Em casos mais cronicos da doenca a IL-13 atua, em
conjunto com a IL-4, sob as células caliciformes, induzindo a sua hiperplasia e hipertrofia e
aumentando a expressdo génica da mucina, o que resulta na producdo exacerbada de muco e,
consequentemente, obstrucdo das vias aéreas. Essas citocinas também tém efeito direto nas
células musculares lisas das vias aéreas, induzindo sua hipercontractilidade em asmaticos.
Além disso, a resposta de IL-4 e 1L-13 sobre os fibroblastos contribui para o remodelamento
pulmonar, através da inducdo da producdo de citocinas que estimulam as células epiteliais a
secretar TGF-B, resultando, dentre outros fatores, no aumento da massa muscular lisa e
espessamento da ldmina reticular (39, 40). A IL-5 é importante porque promove a ativagéo, a

maturagdo e a sobrevivéncia dos eosinofilos no tecido inflamado, além de aumentar a sua



citotoxicidade e secrecdo de mediadores quimicos (41). Os eosinofilos secretam diversos
agentes inflamatorios potentes como a proteina basica principal (MBP), proteina cationica de
eosindfilos (ECP), neurotoxina derivada de eosinéfilos (EDN) e a peroxidase de eosinofilos
(EPO), assim como citocinas como II-5 e IL-13, resultando em graves danos ao tecido e

respostas de remodelamento e AHR, perpetuando assim o quadro inflamatério asmatico (42).

Os neutréfilos também migram para os pulmdes durante a inflamacéo asmatica, em
geral nos casos mais graves da doenga, num mecanismo majoritariamente mediado por
linfécitos Th1l7 (40). A infiltracdo e ativacdo de neutrofilos contribuem para a gravidade da
asma, uma vez que a inflamacao pulmonar neutrofilica frequentemente responde mal a terapia
mais eficaz no controle da asma que é aquela baseada no tratamento com agentes
glicocorticoides. Isto torna o neutrofilo um alvo potencialmente atraente para novas terapias
antiasmaticas (43). Em tais pacientes, a infiltracdo neutrofilica esta correlacionada com a
hipertrofia da glandula mucosa e secrecdo excessiva de muco, limitacdo persistente do fluxo
de ar e o espessamento da membrana basal, sugerindo que os neutréfilos estdo envolvidos em
processos que levam ao remodelamento das vias aéreas (39). Um resumo do processo

inflamatdrio asmatico esta demonstrado na Figura 1.1.
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Figura 1.1 - Desenvolvimento da resposta inflamatoria asmatica. Uma vez dentro da luz das
vias aéreas, 0s alergenos podem ser capturados por células dendriticas, que processam o antigeno e
o0s apresentam para linfécitos ThO. Esses linfocitos adquirem perfil de resposta Th2, se proliferam e
liberam citocinas como a IL-5 que induz a maturacéo e sobrevivéncia de eosindfilos e a IL-4 e IL-
13 que atuam na troca de classes em linfocitos B que passam a produzir IgE especifica aos
antigenos. As IgEs sdo distribuidas sistemicamente e se ligam aos receptores FCe RI presentes na
membrana de mastocitos ou basofilos.Enquanto que os linfécitos Thl7 produzem IL17A e IL-17F
que induzem o recrutamento e expansdo de neutrofilos. Em conjunto, a acdo dos diversos
mediadores inflamatorios produzidos por diferentes células afetam as funcbes e taxas de
proliferacdo de células estruturais das vias aéreas, incluindo células epiteliais, fibroblastos, células
musculares lisas e células endoteliais vasculares. Modificado de Pelaia e colaboradores, 2015 (32).



1.1.3.2. DPOC

A DPOC ¢é uma doenca obstrutiva dos pulmdes que progride lentamente ao longo de
décadas, levando o paciente a morte por insuficiéncia respiratoria, exceto em casos onde a
morte ocorra por comorbidades, como doencas cardiovasculares e cancer de pulméo (44). A
DPOC engloba dois fenoétipos distintos, a bronquite obstrutiva crénica, caracterizada pela
hipersecre¢do de muco, resultando em obstrucdo das vias aéreas inferiores e pelo fenotipo
enfisematoso, caracterizado por alargamento dos interseptos alveolares e destruicdo do
parénquima, perda da elasticidade pulmonar e fechamento das vias aéreas inferiores.
Geralmente os pacientes com DPOC apresentam ambas as condi¢des patologicas, mas a
extensdo relativa de enfisema e bronquite obstrutiva entre eles pode variar (8, 45). Estudos
demonstram que bronquiolos de jovens fumantes j& estdo inflamados, refletindo os primeiros
sinais de DPOC. No entanto, apenas cerca de 25% dos fumantes desenvolvem a doenca,
sugerindo que fatores genéticos e epigenéticos predispdem para 0 seu desenvolvimento,
embora estes fatores ainda ndo tenham sido identificados (13, 46). Apesar de o tabagismo
cronico ser a causa mais comum de DPOC, alguns pacientes, particularmente em paises em
desenvolvimento, desenvolvem a doenca a partir da exposicdo a material da queima de

biomassa ou outros irritantes inalados (46).

Ao contrério da asma, a inflamagdo na DPOC esta predominantemente localizada nas
vias aéreas periféricas e parénquima pulmonar e também estd associada a inflamacéo
sistémica (1). A limitacdo do fluxo aéreo na DPOC é causada por processos patolégicos como
0 remodelamento e estreitamento das vias aéreas inferiores, além da destruicdo do parénquima
pulmonar, levando ao aprisionamento de ar (13, 22, 46). A hipersecre¢do de muco também
pode contribuir para a obstrucéo das vias aéreas, uma vez que 0 muco ocupa tal regido e tende
a ser mantido por causa da disfuncdo ciliar (1). A inflamacdo na DPOC compreende,
predominantemente, de células como macrofagos, neutrofilos e linfocitos T citotdxicos na
parede e na luz das vias respiratorias inferiores. As células estruturais também estdo
envolvidas no desenvolvimento da doenga (22). Geralmente, no processo de desenvolvimento
da DPOC, as células epiteliais sdo ativadas diretamente por fumaca de cigarro ou outros
irritantes inalados, resultando em produgéo e secrecdo de mediadores inflamatorios incluindo
0 TNF-a, IL-1PB ¢ IL-6 que irdo atuar na amplificacdo da resposta inflamatoria e na liberacao

de quimiocinas que irdo atrair leucocitos como monocitos e linfocitos para o pulméo (46).

Uma vez ativados, os macrofagos desempenham um papel chave na fisiopatologia da
DPOC e podem orquestrar a resposta inflamatoria crénica (46). O acimulo de macréfagos em

pacientes com DPOC pode ser explicado tanto pelo prolongamento do seu tempo de vida no



pulm&o como pelo aumento do recrutamento de mondcitos (seu precursor) da circulacdo, em
resposta as quimiocinas (5, 47). Os macrdfagos alveolares secretam enzimas elastoliticas,
incluindo metaloproteinases da matriz (MMP)-2, MMP-9, MMP-12 e a catepsina K, L e S,
destruindo o parénquima pulmonar e, em alguns casos, estimulando a secrecdo de muco por
células caliciformes. Assim como as células epiteliais, os macrofagos também podem ser
ativados pela fumaca de cigarro e secretar mediadores inflamatérios, incluindo as quimiocinas
CXCL9, CXCL10 e CXCL11 que irdo atuar no recrutamento de linfocitos T, CXCL1 e
CXCLS8, que irdo recrutar neutrofilos e a CCL2 que irad recrutar mondcitos para o tecido
pulmonar (13, 45, 48). Em conjunto com os macrofagos, o aumento no ndmero de neutrofilos
€ uma importante anormalidade encontrada em pacientes portadores de DPOC (47). Os
neutrdfilos secretam serinoproteases, incluindo elastases, catepsina G e proteinase-3, bem
como a MMP-8 e MMP-9, o que contribui para a destruicdo alveolar (45). A neutrofilia nas
vias aéreas também esta associada a hipersecrecdo de muco, uma vez que a elastase de
neutrdfilo, catepsina G e proteinase-3 sdo potentes estimulantes de secre¢cdo de muco das
glandulas mucosas e células caliciformes (22, 46). Uma sintese esquematica do processo de

desenvolvimento da DPOC pode ser observada na Figura 1.2.
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Figura 1.1 - Aspectos fisiopatoldgicos da DPOC.A inalacdo a fumaca de cigarro e
outros agentes irritantes induzem em macrofagos a liberacdo de quimiocinas como
CCL2, que atua no receptor CCR2 para atrair os mondcitos; CXCL1 e CXCLS8, que
atuam sobre 0 CXCR2 para atrair neutrofilos e CXCL9, CXCL10 e CXCL11, que
atuam sobre 0 CXCR3 para atrair linfécitos Thl, Thl7 e T citotdxicos para o pulméo.
Neutréfilos e macréfagos liberam proteases, as quais em conjunto com a liberagdo de
perforinas, granzima B e TNF-a de linfocitos T citotoxicos resultam em destruigdo
alveolar e consequentemente enfisema. Proteases de macréfagos e neutrofilos também
induzem a hipersecrecdo de muco em células caliciformes. Linfécitos Thl atuam na
resposta de memoria imunoldgica, enquanto linfocitos Th17 atuam induzindo a
inflamacdo neutrofilica. Células epiteliais ativadas liberam quimiocinas que recrutam
linfocitos T, além de liberar TGF-B, estimulando a proliferagdo de fibroblastos,
resultando em fibrose nas vias aéreas inferiores. Adaptado de Barnes 2008 (5).



1.1.3.3. SDRA

A SDRA é uma resposta inflamatéria aguda e intensa dos pulmdes que ocorre como
resultado de um insulto direto ou indireto a membrana capilar alveolar, causando aumento da
permeabilidade e posterior edema pulmonar intersticial e nos alvéolos (49). Tais danos
resultam em anormalidades fisioldgicas que caracterizam a doenca, como por exemplo
insuficiéncia respiratoria hipoxica grave, reducéo da capacidade de troca de CO, reducdo dos
volumes pulmonares, além da diminuicdo da complacéncia pulmonar (50). A SDRA
geralmente ocorre em pessoas previamente saudaveis, apds desenvolvimento de fatores de
risco, tais como pneumonia, sepse, aspiracdo de conteido gastrico, trauma, pancreatite, lesdo
por inalagdo, queimaduras, choque ndo cardiogénico, overdose de drogas e afogamento (49).
A maioria dos pacientes que sobrevivem a SDRA apresentam danos pulmonares minimos, no
entanto, uma outra parcela de pacientes pode desenvolver graus elevados de alteracGes

pulmonares (51).

O aumento da permeabilidade capilar pulmonar, resultando na acumulagédo
extravascular de fluido edematico rico em proteinas, € o mecanismo fisiopatoldgico central
associado a SDRA (52, 53). Tal aumento é resultado de diversos fatores independentes, como
lesGes teciduais e destruicdo da arquitetura microvascular pulmonar, além da desregulacao de
um conjunto de moléculas inter e intracelulares associadas a permeabilidade endotelial e
epitelial (52). As células epiteliais alveolares do tipo | e do tipo Il se encontram danificadas na
SDRA. O dano as células epiteliais alveolares de tipo | causa ruptura na integridade da
barreira alveolar-capilar e permite que o liquido intersticial pulmonar, proteinas, neutréfilos,
glébulos vermelhos e fibroblastos passem para os alvéolos (54, 55). O dano as células do tipo
Il diminui a producéo de surfactante, material indispensavel para diminuir a tensao superficial
alveolar, e o que neo-produzido € geralmente apresenta alteracdes na proporcao, quantidade
ou na qualidade dos fosfolipidios que o compdem, podendo causar a inativacdo da pelicula
tensoativa e, consequentemente, resultar em uma deficiéncia na remocéo do fluido alveolar.
Tais alteragdes levam ao quadro de colapso alveolar nos pacientes (54-57). O desajuste
ventilacao-perfusdo, secundario ao colapso alveolar, diminui 0 namero de alvéolos ventilados,
0 que por sua vez aumenta 0 espaco morto alveolar, levando a hipercapnia e a acidose
respiratoria. Além disso, a complacéncia pulmonar diminui e 0s pacientes comegcam a
hiperventilar numa tentativa de compensar tais alterac@es (55). O sistema linfatico pulmonar e
canais de agua epitelial desempenham papéis importantes no bombeamento de agua fora do
espaco extravascular. No entanto, quando o extravasamento vascular ultrapassa a capacidade

desses sistemas compensadores, desenvolve-se o edema pulmonar clinico (52).
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A resposta imune inata também desempenha um papel importante na fisiopatologia da
SDRA (6). De fato, diversos processos imunoldgicos envolvendo macrdfagos e,
principalmente, neutrofilos participam na mediacdo da lesdo tecidual relacionada a doenga.
Uma vez estimulados, os macrofagos alveolares recrutam neutréfilos e mondcitos circulantes
para os sitios pulmonares de lesdo. Durante as fases inflamatdria e/ou de resolucdo da SDRA,
0s macrofagos alveolares interagem de forma paracrina com outras células, incluindo células
epiteliais, linfocitos e células-tronco mesenquimais, 0 que pode resultar no aumento da
resposta inflamatoria ou acentuacdo da lesdo tecidual (6). O influxo de neutrofilos nos
pulmdes, em resposta aos macrofagos alveolares ativados esta associado ao desenvolvimento
da SDRA e pode influenciar diretamente a gravidade da doenca (56). Diversas citocinas
quimiotéticas, incluindo a IL-8, desempenham papel central na regulagdo do recrutamento de
neutrofilos e consequente lesdo tecidual e permeabilidade alvéolo-capilar (6). A migracdo
macica de neutréfilos ativados para os pulmdes provoca a formacédo de grande desestruturacéo
epitelial devido a separacao de epitélios adjacentes nas jungdes do tipo oclusiva. Ademais, 0s
neutrdfilos liberam moléculas citotoxicas, incluindo enzimas granulares, metabolitos reativos
de oxigénio, lipidios bioativos e citocinas. Essas acdes, por sua vez, resultam em necrose,
apoptose e autofagia de células do tecido pulmonar, levando a lesdo tecidual e morte celular,
que sdo caracteristicas cruciais da SDRA (51, 52, 56). Embora a apoptose dos neutréfilos
possa limitar o dano alveolar induzido pela infiltracdo de leucécitos, a morte das células
epiteliais e endoteliais prejudica gravemente a funcéo de barreira da parede alveolar, levando
a inflamacdo e mais danos ao tecido circundante. Em conjunto, a inflamacdo presente no
tecido pulmonar danificado pode resultar na sindrome de resposta inflamatéria sistémica, a
qual pode progredir para faléncia de multiplos 6rgéos, uma das principais causas de morte em
pacientes com SDRA (55). Um resumo do processo fisiopatologico da SDRA pode ser

observado na Figura 1.3.
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Figura 1.2 - Fisiopatologia da SDRA. Alvéolo normal (lado esquerdo) e alvéolo lesado na
fase aguda da SDRA (lado direito). Durante o desenvolvimento da SDRA, ocorre o
desprendimento de células epiteliais bronquicas e alveolares, com a formacdo de membranas
hialinas, ricas em proteinas, na membrana basal desnudada. No espaco aéreo, macr6fagos
alveolares secretam citocinas (IL-1, 6, 8 e 10) e TNF-a os quais atuam localmente
estimulando a quimiotaxia e ativando neutrofilos, além de estimular a producdo de matriz
extracelular por fibroblastos. Os neutréfilos aderem ao endotélio capilar lesado e atravessam o
intersticio para o espaco aéreo, que esta preenchido com fluido de edema rico em proteinas.
Os neutrdfilos liberam oxidantes, proteases, leucotrienos, e outras moléculas pro-
inflamatorias, levando ao dano alveolar. Além disso, o influxo de liquido de edema rico em
proteinas no alvéolo leva a inativacdo do surfactante e, consequentemente, a remocao
deficiente do edema. Adaptado de Ware e colaboradores, 2000 (6).
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1.1.4. Modelos experimentais

Doencas inflamatéria pulmonares como a asma, a DPOC e a SDRA apresentam
fisiopatologia de grande complexidade. Nesse sentido, é importante o desenvolvimento de
estudos com modelos experimentais animais capazes de mimetizar as caracteristicas dessas
doencas, visando a identificacdo dos mecanismos celulares e moleculares associados a esses
disturbios e a investigacdo de intervengdes terapéuticas (58, 59). Além de seu tamanho,
camundongos apresentam vantagens como facilidade de manuseio, répida reproducdo, sua
criacdo de forma a reduzir a variacdo biologica, além de serem acessiveis e faceis de criar e
manter, sendo, portanto uma boa escolha para utilizacio em estudos experimentais
envolvendo doencas (60). Idealmente, os modelos experimentais devem basear-se na etiologia
da doenca e refletir o seu quadro clinico (61). O lipopolissacarideo (LPS), geralmente oriundo
da cepa Escherichia coli, € um constituinte chave das paredes de células bacterianas gram-
negativas muito utilizado como agente indutor de resposta inflamatoria em diferentes modelos
murinos de inflamagdo pulmonar (61, 62). Modelos experimentais utilizando LPS se
destacam por serem rapidos, reprodutiveis e confidveis para triagem e otimizacdo de
farmacos, definicdo dos efeitos dependentes da dose, janela terapéutica e efeitos bioldgicos de

novas drogas (63).

A exposicdo de camundongos ao LPS resulta em caracteristicas importantes de leséo
pulmonar presente na SDRA, incluindo acumulo de leucdcitos no pulmo, principalmente
neutrofilos, edema intersticial e alveolar, lesdo das células epiteliais e aumento precoce da
fibra colagena (58, 63). Além disso, € descrito na literatura que o LPS é um dos constituintes
chaves do cigarro, com estudos demonstrando que tabagistas inalam niveis elevados de tal
endotoxina (64). Uma vez que o tabagismo é o principal fator de risco associado ao
desenvolvimento da DPOC, a instilacdo com LPS também ¢é Gtil em modelos experimentais
agudos da doenca, induzindo alteracdes caracteristicas da DPOC humana, como inflamacéo
pulmonar neutrofilica, hipersecre¢cdo de muco e hiper-reatividade das vias aéreas, bem como
alteracdes estruturais no pulmao (65, 66). Em modelos experimentais de asma, a utilizagdo de
alergenos, como ovoalbumina, caracterizada por induzir infiltracdo eosinofilica e linfocitica
no pulmao, além de remodelamento e AHR é mais comum. No entanto, a adi¢cdo de LPS
como um adjuvante neste modelo é capaz de promover o influxo de neutréfilos nas vias
aéreas, caracterizando casos graves da doenca de dificil tratamento e maior relevancia clinica
(59, 67). Portanto, modelos de inflamagdo pulmonar induzida por LPS sdo excelentes
ferramentas aplicaveis para estudar mecanismos moleculares e terapias potenciais para

doencas como a asma grave, a SDRA e a DPOC.
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1.1.5. Terapias farmacoldgicas

Os féarmacos utilizados para o tratamento das doengas inflamatorias pulmonares
incluem broncodilatadores, que atuam inibindo a contragdo do musculo liso das vias
respiratorias, e os farmacos anti-inflamatorios, os quais suprimem a inflamacdo pulmonar.
Agonistas P2 adrenérgicos sdo exemplos de broncodilatadores eficazes no tratamento da
asma (16). Sua acdo baseia-se principalmente na liga¢do aos receptores P2 adrenérgicos
acoplados a enzima adenilato ciclase, através da proteina G estimulatdria. Essa ligacdo resulta
na ativacdo da proteina cinase A (PKA), capaz de fosforilar a cadeia leve da miosina nas
células musculares lisas das vias aéreas, promovendo assim o relaxamento dessas células (68).
Em individuos portadores de DPOC, os agonistas B2 adrenérgicos de acdo prolongada sdo
utilizados, sozinhos ou em combinagcdo com outros agentes broncodilatadores, visando
minimizar o sofrimento dos pacientes, através da melhora da funcdo pulmonar, reducdo do
aprisionamento de ar e reducdo das exacerbac6es (69). No que se refere a SDRA, 0s agonistas
B2 aerossolizados tém sido utilizados durante a ventilagdo para estimular a bomba de sodio e
acelerar a remocao de fluido edemaético exsudativo rico em proteinas presente nos espacos
aéreos do pulméo desses pacientes (2, 70). No entanto, apesar dos efeitos benéficos, 0 uso
prolongado de agonistas B2 pode levar, em alguns casos, em perda de seus efeitos, ou no pior
dos casos, pode induzir aumento da frequéncia cardiaca, palpitacdes e taquicardia (71). Além
disso, os agentes broncodilatadores devem ser utilizados em combinagdo com agentes anti-
inflamatdrios, uma vez que ndo agem de forma eficaz na inflamacéo, componente crucial na

fisiopatologia das doencas inflamatorias pulmonares (72, 73).

A terapia anti-inflamatoria padrdo no tratamento da asma consiste no uso de
glicocorticoides. Os glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em roedores) séo
horménios esteroides envolvidos em varias fungdes fisioldgicas e no controle da inflamacao.
A partir de sua descoberta, os glicocorticoides sdo considerados os farmacos anti-
inflamatorios mais eficazes existentes atualmente, sendo os glicocorticoides sintéticos uma
das classes de medicamentos mais amplamente prescritas em todo o mundo (74, 75). Os
glicocorticoides atuam através do receptor de glicocorticoides GRa, modulando a transcri¢do
génica, embora mecanismos ndo gendmicos também sejam relatados. No citoplasma, apés a
ligacdo com glicocorticoide, o GRa sofre uma mudanga conformacional, promovendo a sua
translocagdo nuclear. Uma vez no nucleo, homodimeros de GRa podem iniciar a trans-
ativacdo de genes apos se ligar a elementos de resposta a glicocorticoides (GRE), resultando
no aumento da transcricdo de proteinas anti-inflamatorias. Além disso, o GRa pode trans-
reprimir a atividade de fatores de transcricdo pro-inflamatorios, como a proteina ativadora 1

(AP-1) e o fator nuclear kappa B (NF-x B) (75-77). No entanto, parte dos asmaticos é
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resistente ao tratamento com glicocorticoides mesmo recebendo doses elevadas desses
agentes, levando ao aumento dos indices de mortalidade associados a doenca (78, 79).
Ademais, o uso prolongado ou em altas doses de corticosteroides geralmente esta associado a
efeitos colaterais como sindrome de Cushing, supressdo do eixo hipotalamo-hipofise adrenal,
diabetes, perda de massa muscular e osteoporose (80, 81). Nos casos de SDRA, os dados da
literatura sdo conflitantes em relagdo ao uso desses agentes anti-inflamatoérios. Estudos
realizados na fase inicial da SDRA demonstram que a utilizagdo de metilpredinisolona
resultou na diminuicdo da taxa de mortalidade em pacientes com SDRA internados na UTI
(82). Enquanto que em um grande estudo multicéntrico, foi observado que o tratamento com
metilprednisolona ndo foi capaz de reduzir a taxa de mortalidade dos pacientes. Além disso,
foi observado nesse estudo que a terapia com metilprednisolona, se iniciada com mais de duas
semanas apos o inicio da SDRA, pode aumentar o risco de morte (83). De forma semelhante
ao que ocorre na SDRA, o uso de corticosteroides é em grande parte ineficaz no tratamento da
DPOC. Uma alternativa a esses pacientes € a utilizacdo de agentes inibidores de
fosfodiesterase tipo 4 (PDE4). A PDE4 é uma enzima presente em diversas celulas,
responsavel por catalisar a degradacéo de adenosina monofosfato ciclica (CAMP) em 5'-AMP
inativo (84). Ao inibir a hidrélise de cAMP e elevar o seu nivel intracelular, os inibidores de
PDE4 suprimem uma série de respostas inflamatdrias na maioria das células imunes (85). O
roflumilast € um dos inibidores da PDE4 introduzido como terapia anti-inflamatoria da
DPOC, mas a sua eficacia é limitada por seus efeitos adversos que incluem nausea, perda de

apetite, dor abdominal, diarreia, distdrbios do sono e dor de cabeca (22, 86, 87).

Em conjunto, os problemas encontrados pelas intervencdes farmacoldgicas no controle
das alteracbes patoldgicas em pacientes portadores de doencas inflamatdrias pulmonares
justificam a busca por alternativas terapéuticas que possam ser mais eficientes no tratamento

desses distlrbios.

1.2.  ANESTESICOS LOCAIS NA TERAPIA CONTRA DOENCAS
INFLAMATORIAS PULMONARES

1.2.1. Lidocaina

Os anestésicos locais tém um nicho de aplicagdo clinica bem estabelecido na
medicina. Eles interferem de modo reversivel na excitacdo e na propagacdo dos potenciais de
acdo no sistema nervoso e coragdo, através do bloqueio dos canais de sédio regulados por
voltagem, sendo amplamente utilizados como agentes anestésicos, bem como no tratamento

de arritmias cardiacas (88, 89). Diversos estudos demonstram que 0s anestésicos locais
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possuem também efeitos que vdo além da sua reconhecida acdo anestésica, como por
exemplo, atividade neuroprotetora (90), antibacteriana (91), antitumoral (92) e anti-

inflamatdria (93).

Descoberta nos anos 50, a lidocaina, anestésico local do tipo amino-amida (Figura
1.4), é ainda hoje amplamente utilizada em procedimentos cirargicos devido a rapida e segura
acdo anestésica (94, 95). Vale notar que sua atividade ndo se restringe ao blogueio dos canais
de sddio em células excitaveis. Por exemplo, seu reconhecido efeito supressor sobre
receptores acoplados a proteina G é uma area de investigacao atraente, sobretudo porque a
maioria dos mediadores envolvidos no processo inflamatério sinaliza através de receptores
desta classe (96). A lidocaina pode interferir ainda com canais outros que os de sodio, a
exemplo dos canais de potéssio dependentes de ATP (97), além dos idnicos ativados
quimicamente, como 0s receptores nicotinicos pos-sinapticos (98). E interessante notar que
alguns dos efeitos farmacoldgicos da lidocaina ocorrem em concentracdes muito mais baixas
do que as necessarias para o blogueio do canal de sodio. Enquanto a concentracdo de
lidocaina capaz de induzir 50% do efeito méximo (ICsp) no canal neuronal de sodio é de
aproximadamente 50-100 uM (99), concentracfes muito menores de lidocaina (ICso = 20 nM)
sdo suficientes para inibir a sinalizacdo atraves dos receptores muscarinicos M1 (100). Além
disso, estudos demonstram que os efeitos anti-inflamatérios da lidocaina ndo séo reproduzidos
por outros bloqueadores de canais de sddio, dando suporte a interpretacdo de que mecanismos

alternativos devem contribuir para as a¢des anti-inflamatdrias desse composto (101).

K
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Figua 1.4 - Estrutura quimica da Lidocaina.

Diversos estudos demonstram que a lidocaina é capaz de inibir a migragéo, ativacao e
fagocitose de neutrofilos in vitro (102-104). Uma vez que os neutrofilos sdo celulas crucias no
desenvolvimento e na progressdo de doencas como a asma grave, a DPOC e a SDRA, ensaios

pré-clinicos investigaram o papel da lidocaina em modelos de doenga com este perfil
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inflamatdrio. Nishina e colaboradores avaliaram o efeito do tratamento intravenoso com
lidocaina sobre a lesdo pulmonar aguda em coelhos. Eles observaram que o tratamento
resultou na diminuicdo do infiltrado de neutrofilos no pulméo ap6s estimulagdo inflamatoria.
Além disso, os autores observaram marcada inibicdo da resposta pré-oxidante, indicando
reducdo da geracdo de radicais livres, com subsequente reducdo do dano endotelial e edema
pulmonar (105). De maneira semelhante, Mikawa e colaboradores demonstraram que 0
tratamento com lidocaina resultou na diminuicdo do acumulo de neutr6filos na lesdo

pulmonar induzida por endotoxina em coelhos (106).

Dentre outros fatores, o influxo de células inflamatorias no tecido pulmonar esta
diretamente relacionado ao aumento da producdo e secrecdo de mediadores pré-inflamatorios
(6). Estudos relatam que a pré-incubacdo in vitro com lidocaina (2-20 mM) inibe
substancialmente a liberacdo de leucotrieno B4, um potente fator quimiotatico para
neutrofilos, por mondcitos humanos estimulados com zimosan. Nesse mesmo estudo, foi
mostrado que a pré-incubacdo com lidocaina resultou em diminui¢do nos niveis de IL-1B no
sobrenadante de células mononucleares estimuladas com LPS, citocina esta muito importante
na ativacdo da fagocitose, quimiotaxia e desgranulacdo de neutréfilos (107). Estudos in vivo
confirmaram o efeito da lidocaina na reducdo de mediadores inflamatorios como a IL-1B e
TNF-a no tecido pulmonar em condigdes de hiperoxia (108). Ademais, estudo utilizando o
modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por ventilagio mecénica, em camundongos,
demonstrou que lidocaina administrada por via intravenosa € capaz de aumentar 0s niveis
plasmaticos e pulmonares de IL-10, citocina com reconhecida atividade anti-inflamatéria
(109).

Em conjunto, esses estudos sugerem que a lidocaina poderia ser uma alternativa
terapéutica em pacientes com alteracGes inflamatorias pulmonares. De fato, evidencias
clinicas apontam a capacidade da lidocaina inalada de minimizar os sintomas da asma
moderada e grave, e de diminuir a necessidade de glicocorticoides em pacientes dependentes
desse tratamento (110-114). De fato, um estudo publicado por Saito e colaboradores
demonstrou que a lidocaina foi capaz de tratar de forma efetiva uma paciente asmatica
gravida, que se mostrava refrataria a terapias convencionais, incluindo o tratamento com
glicocorticoide sistémico, agonistas (2 adrenérgicos e antagonistas colinérgicos (115).
Contudo, o uso clinico sistematico de lidocaina na asma € controverso, visto que diversos
estudos indicam que a anestesia das vias respiratorias pulmonares pode acarretar em irritacéo

das vias aéreas e reducdo de fluxo de ar sobretudo nos asmaticos (116-120).
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1.2.2. Anélogos ndo anestésicos da lidocaina

Devido aos efeitos adversos da administracdo de lidocaina nebulizada em asmaticos, e
a forte correlacdo existente entre tais efeitos e a acdo de bloqueio de canais de sodio,
levantou-se a possibilidade de que a atividade anestésica da lidocaina nao seria relevante para
a sua atividade antiasmatica. Dessa forma, em tese, se poderia desenvolver andlogos néo
anestésicos da lidocaina com atividade anti-inflamatoria preservada ou até melhorada. Nosso
grupo de pesquisa, em colaboracdo com o Departamento de Sintese Organica de
Farmaguinhos, sintetizou e avaliou a atividade anti-inflamatoria e espasmolitica de andlogos
estruturais da lidocaina, possibilitando a identificacdo de analogos com limitada atividade
anestésica local e propriedades anti-inflamatdrias otimizadas, que foram avaliados
farmacologicamente em diferentes modelos in vitro e in vivo. Dentre as moléculas
selecionadas, destacaram-se 0 JMF2-1 e JM25-1 por apresentarem reduzida atividade sobre
correntes de sodio em células excitaveis, preservando a atividade anti-inflamatdria e relaxante
da musculatura lisa das vias aéreas (121-123). Estudos subsequentes indicaram que a
nebulizacdo de JMF2-1 promoveu a reducao de células inflamatérias no pulméo, a inibicdo da
hiper-reatividade das vias aéreas e dos niveis aumentados de citocinas pro-inflamatdrias em
camundongos provocados com alergeno, num mecanismo associado a inibi¢éo da proliferacdo
e sobrevida de linfocitos T (124). De maneira semelhante, foi observado que o tratamento
com JM25-1 nebulizado também inibiu significativamente inflamacdo e remodelamento
pulmonar, producdo exacerbada de muco e hiper-reatividade na asma experimental em
camundongos. Tais efeitos estdo associados a inducdo de apoptose de eosindéfilos e linfocitos
Th2, além de diminuigdo da expressdo de GATA-3 e p38 MAPK. Além disso, foi observado
que esses analogos ndo anestésicos induzem significativo aumento nos niveis intracelulares de
AMPc em células musculares lisas e inibem canais de célcio dependentes de voltagem,
resultando no bloqueio da contracdo de musculo liso respiratorio induzida por agentes
espasmogénicos (125). Esses achados resultaram em patentes concedidas por diferentes
paises, incluindo Estados Unidos, Japéo, India e China. Entretanto, apesar dos achados serem
de potencial interesse farmacoldgico e clinico, o avan¢o dessas moléculas na cadeia de
desenvolvimento de medicamentos esbarrou na falta de originalidade estrutural das moléculas
estudadas, o que fortemente inibe as chances de investimento e sucesso industrial no campo

de novos farmacos e medicamentos.
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1.2.3. Anélogos ndo anestesicos da mexiletina

Visando a obtencdo de andlogos estruturalmente inéditos e ativos por via oral, o
grupo investiu no desenvolvimento de uma segunda geragdo de moléculas. Neste caso, o
prototipo foi o anestésico local mexiletina [1-(2,6-dimetilfenoxi)-2-propanoamina] (Figura
1.5), que ao contrario da lidocaina é ativa clinicamente por via oral. A mexiletina ¢ um
medicamento utilizado no tratamento de arritmias ventriculares graves e dor neuropética,
efeitos estes decorrentes da inibi¢cdo da propagacao do potencial de acdo na rede de Purkinje,
via bloqueio dos canais rapidos de sodio (126, 127). De maneira interessante, estudos prévios
demonstraram que o tratamento por via oral com mexiletina bloqueou o reflexo de
broncoconstri¢do induzida por histamina em asmaticos (128, 129). Na busca de novas
moléculas, o grupo utilizou o “know-how” desenvolvido no estudo anterior para modificar a
estrutura do protdtipo mexiletina, visando, essencialmente, suprimir a atividade anestésica,
sabidamente associada a efeitos adversos, e potencializar a atividade anti-inflamatéria e

espasmolitica.

Figura 1.5 - Estrutura quimica da Mexiletina.

Em colaboragdo com a equipe de pesquisadores do Departamento de Sintese Orgéanica
de Farmanguinhos, foram planejados e sintetizados mais de 60 compostos, que puderam entédo
ser submetidos a avaliacdo de toxicidade pré-clinica por pesquisadores do Laboratério de
Inflamacdo do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), através de modelos preditivos baseados
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em estrutura, como os ensaios de simula¢do computacional in silico, e triagem farmacoldgica
em estudos in vitro e in vivo. A tabela 1.1 mostra a predicdo in silico da toxicidade e
propriedades fisico-quimicas do prototipo e das moléculas efetivamente inéditas, utilizando
ferramentas do  servidor  OSIRIS  Property  Explorer  (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/). Das 16 moléculas pré-selecionadas, a mexiletina apresentou um
perfil de toxicidade moderadamente aceitavel. O respectivo valor de drug score (DS), que é
um indicativo estatistico para que uma molécula tenha "caracteristicas" de um bom farmaco,
avaliado a partir de fatores como toxicidade, solubilidade e lipofilicidade, é de 0,31. Note-se
que, do ponto de vista teorico, o valor "ideal™ para este indice deve ser igual ou superior a 0,5.
Os compostos JME-209-2, JME-209-5, JME-209-7 e JME-209-8 mostraram-se muito toxicos
na avaliacdo in silico, justificando seus baixos valores de DS. J& as moléculas IME-141, JME-
173 e JME-207 foram mais promissoras nessa abordagem, com valores de DS relativamente
mais promissores, variando de 0,43 a 0,66. Para estas moléculas, os estudos in silico nao
apontaram riscos associados ao sistema reprodutor, irritacdo tecidual, mutagenicidade e
tumores, enquanto que houve indicativos de potencial irritativo e de efeitos adversos

associados ao sistema reprodutor (Tabela 1.1).

Efeito no

Molécula | Mutagénico | Tumorigénico | Irritante sistema logP | logS | PM | PSA | Druglikeness i:g
reprodutor
Mexiletina nio nio sim 1.72 ] -2.57 [ 179 | 3525 -0.44 0,31
JME-170 nio nio nio nio 198 ] -296 | 199 | 3525 -3.02 0,48
JME-173 nao nio nao nao 244 -34 | 257 35.25 -4.36 0,43
JME-141 nio nio nio nio 147 -29 [ 277 | 3525 -0.68 0,60
JME-188 nio nio nio nio 1.74 ] -293 [ 203 | 3525 -3.23 0,47
JME-207 nao nio nao nao 147 -29 [ 277 | 32.25 -0.14 0,66
JME-208 nio nio nio nio 261 | -3.04 | 207 | 35.25 -2.81 0,47
JME-209 nio nio nio nio 269 -397 | 227 | 3525 0.18 0,63
JME-209-1 nao nio nao nao 262 | -3.99 | 257 | 44.48 3.89 0,41
JME-209-2 sim sim sim 2.00 | -4.6 | 274 | 78.95 -5.86 0,08
JME-200-3 nio nio nio nio 270 | 428 | 245 | 35.25 4,60 0,30
JME-209-4 ndo nio ndo ndo 3.42 | 48 | 305 35.25 5.87 0.34
JME-209-5 sim sim ndo ndo 2.01 | 4.04 | 242 | 61.27 -3.60 0,15
JME-200-6 nio nio nio nio 234 | 3.67 | 243 | 55.48 36 0,43
JNE-200-7 sim sim ndo nio 230 | 431 | 284 | 64.35 317 0.15
JME-209-8 nio nio nio sim 268 | 427 | 285 | 61.55 -2.99 0,24

Tabela 1.1 - Toxidez e propriedades fisico-quimicas in silico. Dados obtidos através das
ferramentas do servidor OSIRIS Property Explorer (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/).

Com a finalidade de selecionar os candidatos mais promissores no tratamento de
doencas pulmonares, os analogos passaram por triagem atraves de ensaios in vitro e in vivo
baseados em critérios como atividade anestésica e atividade antiespasmodica. Mais
precisamente, a triagem foi embasada nas seguintes propriedades dos compostos da série e da
prépria mexiletina: (i) poténcia de blogueio de canais de s6dio, com base na técnica de patch
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clamp; (ii) poténcia e eficacia de inibicdo da contracdo do masculo liso respiratorio, através
de sistema de contracdo colinérgica de anéis isolados de traqueia de rato; (iii) atividade de
relaxamento sobre o broncoespasmo induzido por aerossol de metacolina em camundongos
higidos; e (iv) efeito protetor sobre a desgranulacdo mastocitaria, através da quantificacdo da
enzima P-hexosaminidase (B-hex) em células RBL-2H3. Com base nestes critérios, foi
possivel selecionar o composto JME-173 (Figura 1.6), como candidato promissor na terapia

contra distUrbios inflamatorios pulmonares.

Figura 1.6 - Estrutura quimica do JME-173.

Visando avaliar o efeito anti-inflamatorio e de relaxamento das vias aéreas do JME-
173 em condicdes experimentais de doencgas pulmonares, animais exposto a diferentes agentes
inflamatorios, como a ovoalbumina e o LPS, foram tratados com o composto. De maneira
semelhante ao observado com os analogos da lidocaina, o tratamento com JME-173
aerosolisado reduziu de maneira significativa parametros inflamatérios e de AHR nos
diferentes modelos murinos de inflamacdo pulmonar. No entanto, quando veiculado
oralmente, 0 composto mostrou-se pouco potente em inibir alteragfes cruciais como infiltrado
inflamatorio eosinofilico e hiperresponssividade bronquica (130). Considerando-se que, sob
administracdo tépica, o JME-173 foi capaz de inibir alteracGes patoldgicas associadas a
inflamacdo pulmonar, decidiu-se investir no desenvolvimento de uma formulacdo de JME-
173 que melhorasse a sua biodisponibilidade por via oral, tendo em vista a maior adeséo dos
pacientes a terapia por essa via, devido a fatores como praticidade e facilidade de
administracdo (131). Neste cenério, a nanotecnologia torna-se uma ferramenta importante e de
grande potencialidade no melhoramento de pardmetros de biodistribuicdo e

biodisponibilidade.
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1.3. NANOTECNOLOGIA

1.3.1. Aspectos gerais

A nanotecnologia pode ser definida como a compreenséo, controle e manipulagdo da
matéria em nanoescala, tornando possivel a criacdo de materiais em tamanho nanométrico
com propriedades e fun¢bes fundamentalmente novas (2, 132). Tal tecnologia apresenta uma
ampla gama de aplicagbes, oferecendo solugdes inovadoras para diversas disciplinas
cientificas. A utilizacdo da nanotecnologia reflete em grande impacto nas economias
mundiais, pois suas aplicacbes podem ser encontradas em quase todos os dominios da
atividade industrial. Os paises industrializados lideram os indices de utilizacdo de
nanotecnologias, com diversas realizagdes mais proximas da comercializacdo ou ja
disponiveis no mercado global, como purificacdo de agua, otimizagdo de culturas agricolas,
ou ainda producdo e armazenamento de energia (133, 134). Além de seu emprego
multidisciplinar, aplicacbes na area médica como diagnostico e tratamento de doencas

também sdo areas-alvo para o uso de nanotecnologias (134, 135).

Durante as ultimas décadas, a aplicacdo biomédica de nanomateriais foi amplamente
investigada devido as suas propriedades fisico-quimicas unicas. Isso inclui o desenvolvimento
de novas ferramentas de diagndstico, tais como nanobiossensores e modalidades de imagem
mais precisas, além de novas terapéuticas baseadas em sistemas de administracdo de farmacos
direcionados a células/tecidos alvo (134, 135). Essa tecnologia em associacao a area médica é
uma possibilidade inovadora com potencial de expandir o mercado de vérias drogas e se

tornar um nicho altamente lucrativo dentro do setor industrial (136).

1.3.2. Sistemas nanocarreadores

As aplicacBes clinicas de terapias atuais sdo limitadas. Em geral, os farmacos
enfrentam diversas barreiras durante o percurso desde o local de administracdo até o sitio
molecular de acdo. Dentre tais barreiras, destacam-se a rapida filtracdo pelo sistema renal,
metabolismo de primeira passagem, remo¢do prematura através do sistema mononuclear
fagocitario e transporte tortuoso da corrente sanguinea para as células alvo nos tecidos. Uma
vez no tecido, os farmacos que apresentam alvo intracelular precisam ultrapassar membranas
seletivamente permeaveis. Dentro da célula, ele ainda deve escapar do ambiente acido dos
endossomos, 0s quais podem inativar ou degradar drogas biomoleculares. Nos casos de
farmacos com agdo nuclear e farmacos que atuam a nivel de sistema nervoso central, estes
devem superar também a barreira da membrana nuclear e a barreira hematoencefalica,

respectivamente (137, 138). Além disso, a baixa solubilidade e a estabilidade deficiente de
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varios farmacos no meio bioldgico representam desafios altamente complexos (137). Nesse
cenario, a utilizacdo de nanocarreados visando a entrega de farmacos se torna um caminho

particularmente promissor para superar tais barreiras de maneira eficaz (138).

As investigacdes de sistemas carreadores de farmaco se originaram desde o0 momento
em que os cientistas descobriram que a membrana celular consiste em uma bicamada lipidica
e, como tal, a maiorias dos compostos ndo polares atravessam facilmente esta barreira para o
interior da célula. Nesse sentido, Bangham cunhou o termo "lipossomas" para descrever a
autoformacao de veiculos lipidicos capazes de encapsular compostos para o transporte celular
(139, 140). Ao mimetizar a bicamada lipidica, estes veiculos, juntamente com o seu conteudo,
poderiam transcender a membrana celular, estruturalmente semelhante, e entrar na célula.
Speiser e colaboradores estudaram, na mesma década, o desenvolvimento de sistemas de
entrega miniaturizados, investigando no caso, esferas de acido poliacrilico para administracédo
oral (141, 142). Desde tais estudos, os protocolos de administracdo de farmacos evoluiram
significativamente no aspecto de sistemas de liberagdo de compostos nanoformulados.
Atualmente, diversos sistemas terapéuticos baseados em nanomateriais estdo sendo
investigados em estagios experimentais (in vitro e in vivo) e em ensaios clinicos ou estdo

comercialmente disponiveis para os pacientes (80, 81, 83, 143).

De um modo geral, nanoparticulas utilizadas em diversas areas, como engenharia e
fisica, apresentam um didmetro médio tipicamente compreendido entre 10 e 100 nm (144). No
entanto, na area farmacéutica, os nanocarreadores envolvem diferentes tipos de materiais com
didametro variando entre 1 a 1000 nandmetros (nm), mas geralmente se encontram na faixa de
100 nm (145). A efeito de comparacdo de tamanho, a pupila humana tem um didmetro que
varia de 4-9 mm, sendo cerca de 1 milhdo de vezes maior que as nanoparticulas usadas como
carreadores de farmaco (Figura 1.7). O limite superior de didmetro dos nanocarreadores é
ditado pela sua capacidade de atravessar barreiras fisicas do organismo, enquanto o limite
inferior € fixado pelo limiar para a eliminagdo pelos rins. Além disso, tais dimensdes
permitem uma area superficial aumentada e boa biodistribuicdo de longa circulacdo, dentre

outras vantagens (146, 147).
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Figura 1.7 - Tamanhos relativos de nanoparticulas em comparacdo com estruturas
biolégicas comuns e sua escala de comprimento associada. Exemplo de nanoparticulas,
com cerca de 100 nm e comparagdo de seu tamanho com estruturas como pequenas
moléculas, hemoglobina, particulas virais, células procariontes ou eucariontes, cabelo e pupila
humana. Adaptado de Ediriwickrema e colaboradores, 2015 (143).

Em comparagdo com formulagdes tradicionais, a utilizacdo de nanocarreadores para
administracdo de farmacos possibilita diversas vantagens terapéuticas. Dentre elas, pode-se
citar a administracdo mais eficiente de farmacos pouco sollveis em agua aumentando assim a
sua biodisponibilidade nos sistemas bioldgicos (137, 146). A utilizacdo de nanocarreadores
pode também mediar a liberacdo controlada de farmacos que nao s6 prolongam a a¢do como
mantém seus niveis dentro da janela terapéutica, evitando picos potencialmente perigosos na
sua concentracdo apds a administracdo. Isto permite a reducdo das doses de administracdo do
farmaco favorecendo, consequentemente, a diminuicdo dos riscos de efeitos adversos (137,
145). Os nanovetores também podem aumentar a protecdo do farmaco quando expostos a
ambientes hostis (por exemplo, pH &cido no trato digestivo) (146). Além disso, podem
proporcionar vias para fornecimento de dois ou mais farmacos, ou ainda sistemas para
aplicacdes terapéuticas e de diagnostico simultaneas, conferindo cumulativamente varias
vantagens como efeitos sinérgicos ou supressdo da resisténcia a farmacos (137). Outra
caracteristica Unica da liberacdo de farmacos com base em nanomateriais é a sua capacidade
de atingir a distribuicdo direcionada do principio ativo em células ou tecidos de maneira
especifica. Basicamente, devido ao seu tamanho em miniatura, apresentam vantajosa

mobilidade bioldgica, podendo penetrar eficientemente atraves de pequenos capilares para
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tumores e tecidos inflamados e acumular no local alvo, conduzindo a reducdo dos efeitos

secundarios indesejados e, em paralelo, aumentando a sua eficécia terapéutica (137, 145).

Tais vantagens estdo associadas as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
como tamanho, forma, composicdo quimica, estrutura superficial, carga, agregacdo e
solubilidade, as quais influenciam em suas interacdes com biomoléculas e células (137).
Além disso, outras estratégias podem ser utilizadas visando maximizar a entrega de farmacos
administrados sistemicamente, como por exemplo estratégias de direcionamento passivo ou
ativo ao alvo. A vetorizacdo passiva é realizada através da alteracdo das caracteristicas fisico-
quimicas como pH ou hidrofobicidade da nanoparticulas e, em casos de doencas
inflamatorias, baseia-se na combinacdo de duas caracteristicas dos tecidos inflamados: alta
permeabilidade e retencdo aprimorada, no que se denomina “efeito retencdo e permeagao
aumentados”. A permeabilidade aumentada, observada na vasculatura de tecidos inflamados,
é resultado de angiogénese desregulada e / ou aumento da expressao e ativacdo de fatores de
permeabilidade vascular. Adicionalmente, ha uma drenagem deficiente, resultando na
retencdo das nanoparticulas dentro dos tecidos que apresentam o quadro inflamatério (148,
149). A vetorizacgdo ativa, diferentemente, usa biomarcadores (por exemplo, genes mutantes,
RNAs, proteinas, lipideos, carboidratos e pequenas moléculas de metabdlitos) para atingir 0s

locais alvo (146).

O primeiro nanocarreador introduzido no mercado foi uma formulagdo de
doxorrubicina lipossomal, em 1995. O estudo de Northfelt observou pacientes com sarcoma
de Kaposi tratados com uma dose Unica de doxorrubicina encapsulada em lipossomas
contendo polietilenoglicol ligado & superficie. De forma interessante, a encapsulacio
aumentou, de maneira significativa, a acumulacdo do farmaco nas lesdes, mantendo 0s niveis
em até 72 horas apds a administracdo, ao contrario do que o observado com a doxorrubicina
ndo encapsulada (150). Com o rapido progresso nesta area, novas formulacdes de
nanocarreadores contendo agentes terapéuticos estdo entrando em investigacao clinica a cada
ano (151). Diversos materiais e estruturas, foram estudados como nanocarreadores e,
atualmente, podem ser classificados em nanotransportadores organicos ou inorganicos (Figura
1.8) (152, 153). A nanomedicina inorganica refere-se a sintese de nanocarreadores, como
aqueles contendo materiais metalicos e semimetalicos, como por exemplo, particulas de ouro.
Tais carreadores sdo uma alternativa para a entrega de farmacos devido as suas propriedades
versateis, sendo possivel a liberacdo direcionada de farmacos com possibilidades de imagem
(154). No entanto, 0s materiais organicos sdo mais versateis, e suas propriedades podem ser

finamente ajustadas, adaptando sua composi¢do quimica, tamanho, forma, estrutura,
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morfologia e propriedades de superficie (146). Tais nanomateriais estdo, na maior parte,
disponiveis naturalmente ou podem ser sinteticamente planejados para propositos biomédicos.
Uma vasta gama de nanocarreadores, como as nanoparticulas lipidicas, estdo disponiveis para
a vetorizacdo de drogas e/ou farmacos (154). Contudo, a utilizacdo de polimeros fornece
ainda mais versatilidade na engenharia de nanocarreadores organicos, sendo as nanocapsulas
poliméricas, um dos numerosos exemplos de nanotransportador extremamente Uteis como

reservatorio para a droga carregada (146).

Nanocarreadores Orginicos

Nanoesfera Nanocapsula Micelas poliméricas Dendrimeros Nanoparticulas de hidrogel
polimérica polimérica

“hd

Lipossoma Nanoparticulas lipidicas

Nanocarreadores Inorgénicos

Nanoparticulas de ouro Nanoconchas Nanoparticulas magnética Pontos quinticos
\_ ®
Figura 1.8 — Exemplos de nanocarreadores. Sistema de nanoparticulas orgéanicas
(nanoparticulas poliméricas e lipidicas) e inorganicas (nanoparticulas de metal). Adaptado
de Conniot e colaboradores, 2014 (149).
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1.3.3. Nanocapsulas Polimeéricas

As nanocépsulas poliméricas sdo sistemas coloidais com uma estrutura ndcleo-casca,
onde o nucleo atua como um reservatorio para diversas moléculas ou drogas, e a casca ou
parede como uma membrana protetora (Figura 1.9) (155). As funcionalidades personalizaveis
do nucleo e da parede tornam as nanocapsulas atraentes como uma plataforma nanocarreadora
superior para a entrega de compostos funcionais. Em particular, as nanocépsulas constituidas
por um ndcleo oleoso e um invélucro de polimero circundante apresenta um uso especial para
encapsular e distribuir farmacos hidrofobicos, evitando assim a utilizacdo de agentes
solubilizantes para sua administracdo (156). A parede das nanocapsulas, por outro lado, serve
para proteger o material em seu interior contra a decomposi¢do prematura (por exemplo,
fotolise, hidrolise, acdo de micro-organismos ou oxidacdo/redugdo), proteger o ambiente onde
as nanocapsulas estdo dispersas contra a toxicidade da carga e fornecer vias acessiveis e
estimulo-sensiveis para a liberacdo da droga (157). Como as nanocépsulas contém cavidades
internas, elas podem encapsular vérios tipos de compostos e, usualmente, ttm muito menos
massa em compara¢do com nanoparticulas de polimero sem cavidades como o caso das
nanoesferas (158, 159).

Nucleo oleoso

—3 Parede polimérica

Principio ativo

Figura 1.9 — Estrutura das nanocépsulas poliméricas com nucleo oleoso. Nesses
sistemas nanocarreadores, 0 principio ativo se encontra solubilizado e/ou disperso no
nucleo oleoso ou adsorvido na parede polimérica que reveste o ntcleo. Modificado de
Yurgel e colaboradores, 2012 (155).

As propriedades fisico-quimicas e bioldgicas das nanocapsulas poliméricas dependem
tanto do método de preparacdo como das matérias-primas utilizadas para a producdo. As
nanocapsulas sao normalmente produzidas em meio aquoso como uma solugédo coloidal turva,
através de métodos como emulsificagdo ou por deposicéo interfacial de polimero, também

conhecido como nanoprecipitacdo (160, 161). O meétodo de nanoprecipitacdo € o0 mais
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utilizado, provavelmente devido a sua reprodutibilidade e facil manuseio, sem a necessidade
de etapas subsequentes para purificacdo, resultando em uma solugdo opalescente a qual pode
ser utilizada diretamente apds a preparagdo ou pode ser adicionalmente convertida em gel ou

po para facilitar as sua aplicacdo e aumentar a estabilidade fisica do produto (161).

Geralmente, as nanoparticulas sdo produzidas, sintetizadas ou estruturadas em
suspensdes aquosas. No entanto, os processos de secagem oferecem um aumento na
estabilidade fisico-quimica das formulagdes, fornecendo produtos secos versateis que podem
ser convertidos em varias formas de dosagem solidas (comprimidos ou céapsulas), ou em po
que pode ser redisperso instantaneamente antes do uso. Varias técnicas tém sido descritas na
literatura visando a secagem de nanoparticulas, tais como o método de spray drying (162).
Este método produz, eficientemente, pé seco a partir de um liquido ou de uma pasta. Suas
vantagens sdo baseadas na versatilidade devido a compatibilidade com diversos materiais.
Além disso, pode-se produzir pds contendo particulas com uma forma esférica, com um
didmetro na gama submicrométrica relativamente monodisperso e com elevado rendimentos
de formulagdo (163, 164). Assim, a secagem por pulverizacdo € um processo rapido e de
baixo custo atraves do qual se obtém pds secos com conteldos de agua muito baixos. Como
consequéncia, estes pés tém uma longa vida de prateleira (162). Devido a essas
caracteristicas, sugere-se que a tecnologia de secagem por spray-drying continuara a reforcar
a sua posicdo na industria farmacéutica e ganhar uma quota crescente do mercado nos

préximos anos (165).

As propriedades fisico-quimicas mais importantes a serem analisadas ap0s o preparo
tanto pelo método de nanoemulsdo quanto por spray-dryer incluem tamanho de particula,
indice de polidisperséo, potencial zeta, perfil de liberacdo de farmaco e teor do principio ativo
na nanocapsula. Alguns desses parametros sofrem influéncia direta, de acordo com os
constituintes da formulacdo. Por exemplo, o polimero que forma a parede da nanocapsula,
geralmente biodegradavel, tem uma grande influéncia no controle da liberacdo do farmaco
(161).

1.3.4. Polimeros sintéticos

Nas ultimas trés decadas, os polimeros foram explorados como componentes chaves
em sistemas carreadores de substancias ativas, como no caso de nanocapsulas poliméricas. Os
polimeros sdo substancias quimicas compostas por unidades repetidas conhecidas como
mondmeros. Tais monémeros devem apresentar biocompatibilidade, histocompatibilidade e

degradacdo hidrolitica produzindo polimeros ndo tdxicos, bem como outras propriedades
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quimicas, para serem caracterizadas como candidatos 6timos na tecnologia farmacéutica.
Polimeros tais como quitosana, acido alginico, acido hialurénico, dentre outros, ocorrem na
natureza e sao utilizados em sistemas de administracdo de farmacos e até mesmo em
diagnostico por imagem (145). No entanto, tais polimeros ndo foram amplamente avaliados
quanto a liberacdo de farmaco devido as diferencas de pureza e a necessidade de reticulacao
polimérica, a qual pode desnaturar os farmacos encapsulados. Como resultado, nanocéapsulas
de polimero sintético ganharam substancialmente mais atengdo (136). Polimeros sintéticos sdo
amplamente utilizados em produtos farmacéuticos comerciais devido as suas propriedades
importantes tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade bem como grupamentos ativos
(-OH) que podem ligar covalentemente ou conjugar com varios receptores de modo a
melhorar a captacdo celular, além de apresentarem uma taxa de eficiéncia de encapsulacdo

extremamente elevada (145).

Diversos polimeros sintéticos, de acordo com suas caracteristicas, sdo utilizados em
sistemas nanocarreadores, como por exemplo o poli épsilon caprolactona (PCL) e os
copolimeros de &cido metacrilico. O PCL é um poliéster alifatico, que era inicialmente
utilizado para o preparo de materiais de embalagens biodegradaveis, uma vez que € digerido
por micro-organismos. No entanto, uma vez que o PCL também pode ser dissolvido por um
mecanismo hidrolitico em condigdes fisioldgicas, tal polimero se tornou uma interessante
opcdo para nanocarreamento de principios ativos em sistemas bioldgicos (166). Relatos na
literatura utilizando PCL em estratégias de nanovetorizacdo de drogas tém demonstrado
resultados promissores em diversos sistemas estudados, tornando-o uma alternativa

interessante para o revestimento de nanoparticulas (167, 168).

Os copolimeros de &cido metacrilico (Eudragit®) sdo polimeros de revestimento
geralmente utilizados no preparo de nanocapsulas visando a administracdo oral, fornecendo
oportunidades para uma terapia ndo invasiva e de facil aceitacdo pelos pacientes (169, 170).
Uma vez que o sistema imunitéario do trato gastrointestinal constitui uma importante linha de
defesa contra patdgenos da mucosa e devido também a efeitos do metabolismo de primeira
passagem, a possibilidade de administrar farmacos por essa via, sem perdas significativas do
principio ativo abre perspectiva altamente promissora em diferentes aplicacfes de interesse
terapéutico (171, 172). O Eudragit® S-100 € um polimero anidnico que apresenta uma
solubilidade dependente do pH, sendo lentamente soltvel na regido do trato digestivo onde o
meio € neutro a fracamente alcalino. Dessa forma, quando usado em sistemas de
nanovetorizacdo, espera-se que proteja a droga da degradagdo pelo suco gastrico e permita

que seja liberada na regido do trato gastrointestinal, de pH acima de 7, ou seja, 0 intestino
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grosso ou coélon. Nessas regifes, as enzimas proteoliticas encontram-se em baixas
concentragfes, aumentando assim a sua biodisponibilidade no organismo (173). Além da
liberacdo dependente do pH, polimeros de Eudragit® S-100 também tém sido apontados
como tendo caracteristicas superiores de mucoadesdo em tecido intestinal, em comparacéo
com outros polimeros de revestimento amplamente utilizados, sugerindo que a sua utilizacéo
pode reduzir a eliminagdo do principio ativo do organismo e melhorar a entrega de drogas no
colon (174). Um estudo recente de Paolino e colaboradores demonstrou que apos
administracdo oral em ratos, a curcumina encapsulada, utilizando como polimero de
revestimento o Eudragit®, mostrou um aumento de sete vezes da biodisponibilidade em
relacdo ao farmaco puro, com elevagdo de cerca de cinco vezes da concentracdo plasmaética
maxima experimental (Cmax), além da redugdo do tempo de pico (Tmax) correspondente de 120
para 90 min (175). Nesse cenério, o Eudragit®, mostra-se uma alternativa de revestimento em
nanocapsulas bastante promissor em relacdo ao aumento de biodisponibilidade de principios
ativos administrados por via oral, uma vez que pode conceder a droga um perfil de
concentracdo e tempo no plasma eficientemente necessario do ponto de vista de um regime de

doses terapeuticamente viaveis (172).

1.3.5. Nanotecnologia e Tecido Pulmonar

A via pulmonar é bem estabelecida para a entrega de agentes terapéuticos visando 0
tratamento de doencas pulmonares e sistémicas. A administracdo pulmonar de
broncodilatadores, antibidticos, medicamentos anti-inflamatorios dentre diversos outros
agentes estd bem estabelecida no manejo de doencas que afetam o pulmdo como a fibrose
cistica, asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e SDRA. A entrega de farmacos
ao tecido pulmonar é frequentemente vantajosa pois aproveita uma area de superficie alveolar
extremamente grande, uma rede capilar densa e uma barreira muito fina para absorcédo

eficiente de drogas com aumento de sua biodisponibilidade (176).

No entanto, as vias aéreas apresentam barreiras relativamente dificeis para a
penetracdo das particulas. Tal regido é revestida por epitélio respiratorio ciliado, que é coberto
por uma camada de muco. O movimento mucociliar € um importante mecanismo de remogéo
das particulas, enquanto que a barreira entre a parede alveolar e os capilares € muito fina e
relativamente fraca nas areas de troca de gas (177, 178). No entanto, de acordo com
caracteristicas como tamanho, indice de polidispersdo, densidade, forma, carga e
higroscopicidade, as nanoparticulas podem transpor a camada de muco e alcangar as células

epiteliais, além de atravessar a barreira epitelial (177). De fato, diversos estudos utilizando
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nanomateriais visando o tratamento de doencas pulmonares demonstram que tais
nanocarreadores apresentam grande potencial terapéutico quando avaliados em modelos
experimentais animais (179-181). Importante salientar que, apesar dos beneficios descritos
pela administracdo de compostos por via pulmonar, tal rota apresenta desvantagens como, por
exemplo, a dificuldade em usar os dispositivos corretamente e o desconforto causado ao
paciente (182). Nesse sentido, a administracdo oral indica ser uma via mais conveniente, ndo

invasiva, e que ndo requer treinamento especial (183).

Estudos envolvendo a utilizacdo de nanocarreadores para o tratamento de doencas
inflamatdrias pulmonares vém sendo descritos na literatura. Um estudo de Lim e
colaboradores, comparou o efeito do tratamento com o peptideo GLP1 humano, livre ou
associado com micelas fosfolipidicas revestidas por polietilenoglicol, administradas por via
sistémica em camundongos C57Black 6, em um modelo de inflamacao pulmonar induzida por
LPS. De maneira interessante, o tratamento com GLP1-nanoformulado (5-30
nmol/camundongo) demonstrou uma diminuicdo dose-dependente no influxo de neutrdfilos
no pulmé&o, na atividade de mieloperoxidase e nos niveis de IL-6 dos animais doentes. Vale
notar que a administracdo de GLP-1 em solucdo salina ndo apresentou efeitos anti-
inflamatdrios significativos nas mesmas condi¢fes (184). De maneira semelhante, Chu e
colaboradores demonstraram que nanoparticulas constituidas por albumina de soro bovino
desnaturado, contendo em seu interior um inibidor do fator de transcrigdo pro-inflamatério
NF-kB, quando administrados sistemicamente, reduziram de maneira significativa o nimero
de neutrofilos no BAL, juntamente com os niveis de IL-6 e TNF-a, se comparado com a
droga livre em modelo de inflamacdo pulmonar induzida por LPS. Verificou-se ainda que no
grupo de animais tratados com o nanocarreador, a droga foi detectada no lavado
broncoalveolar (BAL), mas ndo no plasma dos camundongos, indicando um actimulo no
tecido pulmonar inflamado. Da mesma forma que o estudo anterior, 0 composto administrado
em sua forma livre ndo foi detectado nem no BAL nem no plasma dos animais (185),

reforcando assim a hipétese da vetorizacdo da droga nanoformulada.

Em conjunto, esses dados indicam que 0 uso de nanocarreadores tem potencial para
aumentar o efeito farmacoldgico de compostos candidatos a prevenir ou tratar patoldgicas

associadas as doengas inflamatorias pulmonares.
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2. OBJETIVOS E METAS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente uma formulacdo de nanocépsulas contendo

JME-173, bem como investigar o potencial efeito farmacoldgico desta formulacdo na

inflamacdo pulmonar induzida por LPS, visando potencial aplicagéo terapéutica no controle

de doencas inflamatorias pulmonares.

2.2 - Objetivos especificos:

> Realizar estudos para avaliar possiveis efeitos toxicos in vivo, resultantes do tratamento
oral com JME-173 livre.

» Realizar estudo fatorial para a preparacdo das suspensdes de nanocapsulas contendo JME-
173, utilizando-se como varidveis o polimero de revestimento e a proporcéo principio
ativo em Oleo inerte.

» Desenvolver e caracterizar formulagdes de nanocépsulas contendo JME-173, quanto aos
seguintes parametros:

Diametro médio das particulas e indice de polidispersao;
Potencial zeta;

Doseamento do teor total do composto na formulagéo;
Taxa de encapsulacdo do principio ativo;

pH da formulacéo;

> Avaliar o efeito do tratamento oral com formulagdo, na forma de suspenséo, do JME-

173 nanoencapsulado sobre alterac6es fisiopatologicas relevantes em modelo de inflamacéo

pulmonar induzida por LPS em camundongos, através da analise parametros relevantes:

Influxo de células inflamatorias recuperadas no lavado broncoalveolar;
Atividade de mieloperoxidase (MPO) presente no pulméo;
Mediadores inflamatorios no tecido pulmonar;

Funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas, estimuladas por

concentragdes crescentes de metacolina;
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» Realizar a secagem das suspensdes liquidas preparadas, visando aumentar a estabilidade e

posteriormente caracterizar fisico-quimicamente estes pos;

» Comparar o efeito do tratamento oral com formulagdes, na forma de suspensao e na forma
seca (p0) recém redisperso, sobre alteracGes fisiopatoldgicas relevantes em modelos de
inflamag&o pulmonar induzida por LPS em camundongos, através da analise parametros

relevantes:
¢ Influxo de células inflamatérias recuperadas no lavado broncoalveolar;
e Atividade de MPO presente no pulmao;
e Mediadores inflamatérios no tecido pulmonar;

e Funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas, estimuladas por

concentragdes crescentes de metacolina.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Preparo e caracterizacao fisico-quimica de nanocapsulas contendo JME-173

3.1.1. Estudo de desenvolvimento da formulagdo

Durante o estudo fatorial foram testadas combinac6es, de acordo com a utilizacdo de
duas variaveis diferentes, em busca da melhor condicdo para o preparo das formulacdes. As
variaveis utilizadas foram o tipo de polimero: PCL(Mw: 85000) (Sigma-Aldrich, EUA) ou
Eudragit® S-100 (Evonik Industries, Alemanha) e a proporcdo (1:2, 1:1 e 2:1) de JME-173
em triglicerideos de cadeia média (TCM) (Delaware, Brasil), utilizados para a producdo das
nanocapsulas, segundo a técnica descrita no item 3.1.2. Desta forma, foi possivel avaliar se a
alteracdo desses parametros influenciaria nas caracteristicas das nanoparticulas formadas,
principalmente, em termos de tamanho de particula. O organograma do estudo fatorial esta

demonstrado na Figura 3.1.

{ Proporgao
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Figura 3.1 - Organograma do estudo fatorial para preparagdo das
nanocapsulas contendo JME-173. Foram testadas 6 diferentes condi¢Ges para o
preparo de nanocapsulas contendo JME-173, de acordo com a utilizacdo de 2
variaveis: tipo de polimero (PCL ou Eudragit® S-100) e proporcdo de JME-
173:TCM (1:2, 1:1 e 2:1). TCM= Triglicerideos de cadeia média; PCL=
poli(epsilon-caprolactona).
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3.1.2. Preparo das suspensdes de nanocapsulas contendo JME-173

Nanocépsulas contendo JME-173 foram obtidas através do método de deposicao
interfacial de polimeros biodegradaveis pré-formados (método de nanoprecipitacdo) proposto
por Fessi e colaboradores (186), com algumas modificacGes. A preparacdo das suspensdes de
nanocapsulas consistiu em duas fases distintas, uma fase organica e outra aquosa. A fase
organica, constituida pelos polimeros PCL ou Eudragit® S-100, JME-173, TCM e no caso
das formulagdes preparadas com o polimero PCL o tensoativo monoestearato de sorbitano
(Span® 60) (Sigma-Aldrich, EUA), dissolvidos em acetona e etanol em banho-maria a 40 °C.
A fase aquosa foi constituida por tensoativo hidrofilico polissorbato 80 (Tween® 80)
(Delaware, Brasil) em &gua (Milli-Q®), também em banho-maria a 40 °C. Apés a
solubilizacdo dos componentes da preparacdo de fase organica, esta fase foi introduzida
lentamente na solucdo aquosa, sob agitacdo magnética de 400 RPM. O produto dessa mistura
foi a formacdo de goticulas de emulsdo de didmetro nanométrico, ocorrendo posterior
precipitagdo do polimero na superficie da goticula. A acetona e o etanol, os quais rapidamente
se difundem através da fase aquosa, foram entdo removidos através do processo de
evaporacdo a pressdo reduzida, utilizando o evaporador rotatério (Blichi Labortechnik AG,
Suica) originando uma dispersdo coloidal. Esta dispersdo coloidal foi concentrada para um
volume final de 5, 7,5 ou 10 mL, de acordo com a propor¢do de JME em TCM utilizada em
cada uma das formulagdes, através da remocdo de agua, por rotaevaporacdo. Nanocéapsulas
brancas foram preparadas pelo mesmo procedimento sem a adicdo do principio ativo. A
proporcdo dos constituintes de cada uma das formulagdes esta demonstrada na tabela 3.1. O
processo de preparo e caracterizacdo das nanocapsulas foi realizado em colaboragdo com
Prof. Dra. Silvia Staniscuaski Guterres e Dra. Adriana Pohlmann da Faculdade de
Farmécia/UFRGS.
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PCL PCL PCL Eudragit S-100® | Eudragit S-100® | Eudragit S-100®
JME-173: TCM [IJME-173: TCM |IJME-173: TCM [JME-173: TCM (JME-173: TCM |JME-173: TCM
(1:2) (1:1) (2:1) (1:2) (1:1) (2:1)
- Eudragit S-100® | Eudragit S-100® | Eudragit S-100®
PCL (1 PCL (1 PCL (1
Polimero CL (100 mg) CL (100 mg) CL (100 mg) (100 mg) (100 mg) (100 mg)
JME-173 50 mg 75 mg 100 mg 50 mg 75 mg 100 mg
TCM 100 mg 75 mg 50 mg 100 mg 75 mg 50 mg
Span 60 38 mg 38 mg 38 mg
Acetona 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL
Etanol 3mL 3mL 3mL 3mL 3mL 3mL
Agua 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL
Tween 80 77 mg 77 mg 77 mg 77 mg 77 mg 77 mg
Concentracao
JME-173 na 5 mg/mL 7,5 mg/mL 10 mg/mL 5 mg/mL 7,5 mg/mL 10 mg/mL
Formulacéo

Tabela 3.1 - Constituintes das formulagdes das nanocapsulas contendo JME-173.
Foram testadas 6 diferentes condi¢des para o preparo de nanocépsulas contendo JME-
173, de acordo com a utilizacdo de 2 variaveis: tipo de polimero (PCL ou Eudragit®
S-100) e proporcdo de JME-173:TCM (1:2, 1:1 e 2:1). TCM: Triglicerideos de cadeia
média; PCL.: poli(epsilon- caprolactona).

3.1.3. Estudo fatorial e preparo das formulacdes secas de nanocapsulas contendo JME-
173

Para a obtencdo da formulacdo de nanocapsulas secas, foram preparadas, previamente,
duas fases distintas. Uma fase orgénica contendo polimero Eudragit® S-100 (100 mg), TCM
(50 mg), JME-173 (100 mg), os quais foram solubilizados em 27 mL de acetona e 3 mL de
etanol sob agitacdo magnética constante e temperatura controlada de 40 £ 2 °C. A fase aquosa
foi preparada com a dissolucdo de Tween 80 (0,077 g) em 53 mL de agua ultrapura sob as
mesmas condicOes de agitacdo e temperatura supracitadas. A fase organica foi inserida na fase
aquosa em velocidade constante. Apds a formacdo das nanocapsulas, foi adicionado 0,410
(0,5%), 0,820 (1%) ou 1,230 g (1,5%) dos adjuvantes de secagem L-leucina ou Lactose (DEG
Produtos Quimicos, Brasil) na suspensdo. Apés a homogeneizagdo com o adjuvante de
secagem, a suspensdo de nanocéapsulas foi seca pela técnica de secagem por aspersao (spray-
drying) utilizando o equipamento Mini Spray Dryer B-290 (Biichi Labortechnik AG, Suica)
sob condicdes de secagem pré-determinadas (187). As condicGes de secagem utilizadas
foram: aspiragdo 37,5 m*/h (100%), temperatura de entrada 120 °C, temperatura de saida 68°
C, pressao de ar 1,8 bar e fluxo de alimentacdo de 5 mL/min (15 %). O organograma do

estudo fatorial esta demonstrado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 - Organograma do estudo fatorial para preparacdo das formulac6es
secas de nanocapsulas contendo JME-173. Foram testadas 6 diferentes condigdes
para o preparo da formulacdo em forma de p6 de nanocapsulas contendo JME-173, de
acordo com a utilizacdo de 2 varidveis: adjuvante de secagem (lactose ou I-leucina) e
proporcao de adjuvante da formulacgéo (0,5, 1 ou 1.5%).

3.1.4. Caracterizacdo fisico-quimica das formulacdes
3.1.4.1. Andlise do tamanho de particula por difracdo de laser (LD)

A caracterizacdo fisico-quimica das suspensfes de nanocapsulas contendo JME-173
foi realizada logo apds o seu preparo, segundo os métodos descritos anteriormente (188). As
suspensdes de nanocapsulas foram caracterizadas quanto ao seu tamanho e distribuicdo de
tamanho (Span), utilizando a técnica de difracdo de laser, utilizando o equipamento
MasterSizer — Hydro 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido). Esta técnica € utilizada para
realizar o controle nanotecnoldgico da formulacdo, pois permite evidenciar se ocorrem
populacBes micrométricas na suspensdo de nanoparticulas. Uma aliquota das suspensfes de
nanocapsulas foi dispersa em agua ultrapura, diretamente na unidade de leitura do
equipamento, até que a obscuracdo do laser atingisse 2%. Os resultados foram expressos

como média de triplicatas.
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3.1.4.2. Andlise do tamanho de particula por espalhamento de luz dindmico (DLS)

As suspensdes de nanocépsulas foram caracterizadas quanto ao seu tamanho e
homogeneidade (indice de polidisperséo — PDI), pela técnica de espalhamento de luz
dindmico (DLS), utilizando o equipamento ZetaSizer ZS (Malvern Instruments, Reino
Unido). Esta técnica é mais sensivel para medidas de sistemas nanotecnologicos em uma faixa
estreita de distribuicdo. Uma aliquota da suspensdo foi diluida 500 vezes (v/v), em agua
ultrapura, e o resultado expresso como média de triplicata. Os indices de tamanho e
polidispersdo foram calculados usando o software (Dispersion Technology Software - DTS

Nano - Versao 5.02, Malvern) fornecido pelo fabricante (Malvern Instruments, Reino Unido).

3.1.4.3. Andlise do potencial zeta

As suspensdes de nanocapsulas foram caracterizadas quanto ao seu potencial zeta pela
técnica de microeletroforese associada a anemometria doppler de laser, submetendo-se a
amostra a um campo elétrico no equipamento ZetaSizer ZS (Malvern Instruments, Reino
Unido). Uma aliquota da suspensdo foi diluida 500 vezes (v/v), em uma solucdo contendo

cloreto de sodio a 10 uM para a analise. O resultado foi expresso como média de triplicata.

3.1.4.4. Quantificacdo de JME-173 na formulacdo por cromatografia liguida de alta eficiéncia
(CLAE) - UV

O teor de JME-173 (concentracdo total) na formulacéo foi analisado por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE)-UV. O conteudo foi determinado apés a dissolucdo total das
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo a quantidade (teérica) de 1,5 mg de JIME-173 em 10
mL de acetonitrila (Merck, Brasil), através de sonicacdo por 30 minutos e posterior filtragem
(Millipore® 0,45 um) para analise. O sistema consistiu em um detector UV-Vis, bomba e
autoinjetor Shimadzu (Shimadzu Corporation, Japdo) e uma coluna Phenomenex C18 (150
mm X 4.6 nm i.d. com particula de 5 punm, Shimadzu Corporation, Japdo). A fase movel
consistiu em acetonitrila / tampé&o fosfato (pH 3.0) (40:60 v / v) com um pH de 3,0 £ 0,5
corrigido com &cido ortofosférico a 10% (v / v). A taxa de fluxo isocratico da fase movel foi
de 1 mL/mine otempo de retencdo do JME-173 foi de 3,52 min com comprimento de onda
de 254 nm. O método utilizado foi previamente validado com o JME-173 livre (ndo-
nanoencapsulado). Foram construidas 3 curvas de calibragdo diferentes. O coeficiente de
correlacdo medio obtido foi de 0,998. Depois de construida a curva de calibracdo, foi

realizada a avaliacdo do teor de JME-173 nas formulacGes. Basicamente, a quantidade de
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JME-173 foi calculada comparando a relagdo da area do pico de formulacdo contendo a
concentracdo teorica de 150 pg/mL de JME-173 em fase mdvel, com o ponto da curva de

calibracdo equivalente a essa concentracdo do composto livre.

3.1.4.5. Eficiéncia de encapsulacdo

Para avaliar a eficiéncia de encapsulacdo, 400 pl da formulagdo de nanocépsulas
contendo JME-173 foram adicionados em microtubos de centrifugagéo (ultrafree®, Millipore,
EUA). Os microtubos foram entdo centrifugados a 23548 x g em centrifuga de eppendorfs
durante 5 min. O ultrafiltrado foi recolhido e a quantificacdo de JME-173 foi realizada por
CLAE-UV. A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada de forma indireta, a partir da diferencga
entre as concentracGes do JME-173 total e livre medidos na suspensdo de nanoparticulas e no

ultrafiltrado, respectivamente.

3.1.4.6. pH das formulaces

O pH das formulagBes foram avaliados diretamente na suspensdo de nanocépsulas
contendo JME-173, usando potenciémetro B-474 (Micronal, Brazil). As medi¢bes foram

realizadas utilizando 3 lotes diferentes da formulacéo.

3.2. Animais

Camundongos A/J (18-20 g) machos, provenientes do Centro de Criacdo de Animais
de Laboratorio da Fundacdo Oswaldo Cruz, foram utilizados nos experimentos. Os animais
foram acondicionados, em grupos de cinco animais por caixa, no biotério do Pavilhdo Ozério
de Almeida do Instituto Oswaldo Cruz, com temperatura controlada entre 25-28 °C, e
submetidos ao ciclo de luz definido em claro/escuro de 12 horas. Os animais receberam racao
e agua ad libitum. Todos os protocolos e procedimentos experimentais envolvendo animais
foram aprovados pela Comissdo de Uso de Animais de Laboratorio da Funda¢do Oswaldo
Cruz (CEUA — nimero de licenga LW23/10).
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3.3. Avaliacdo de alteracdes de peso corporal e parametros bioguimicos e leucocitarios

sanguineos, ap6s tratamento repetitivo com JME-173 por 35 dias.

Os camundongos foram tratados com JME-173 na dose de 100 mg/Kg, escolhida com
base em estudos prévios do grupo (130), por via oral, através de gavagem, uma vez ao dia,
cinco dias por semana, durante seis semanas. O grupo controle foi tratado com veiculo, agua
destilada. O prototipo mexiletina (100 mg/kg), administrado nas mesmas condicGes, foi
utilizado como referéncia. As solugdes de tratamento foram preparadas imediatamente antes

de sua administracgéo.

3.3.1. Analise de peso
Os animais foram pesados imediatamente antes da administracdo das substancias ou
do veiculo. Os camundongos foram pesados, individualmente, todos os dias até o ultimo dia

da administracdo da droga.

3.3.2. Contagem de células do sangue

As andlises sanguineas foram realizadas 24 h ap6s o UGltimo tratamento com a
mexiletina, JME-173 ou veiculo, conforme descrito em (189), com ligeiras modificacGes.
Amostras de 5 pl de sangue foram retiradas da cauda dos camundongos e imediatamente
diluidas em 195 ul de solucdo de Tirk (&cido acético 0,2%) para contagem dos leucécitos
totais. A contagem foi realizada através de microscopia de luz (microscopio Olympus®) em
camara de Neubauer. Para a contagem de leucdcitos diferenciais foram realizados esfregacos
sanguineos, sendo as laminas posteriormente coradas com May-Grunwald e Giemsa (Merck,
Brasil) e diferenciadas com auxilio de microscopia de luz, com auxilio de uma objetiva de

imersao em 6leo.

3.3.3. Analises bioguimicas do sangue

Os camundongos foram anestesiados, através de exposicdo a aerossol de Isoflurano
(Isoforine®, Cristalia, Brasil), para o recolhimento do sangue, por meio de punc¢éo cardiaca.
O sangue recolhido foi imediatamente armazenado para posterior quantificagéo de creatinina,
bilirrunina total, albumina, ureia, colesterol, alanina-aminotransferase, aspartato-
aminotransferase, cloro, sodio, glicose e proteinas totais, realizada no Centro de Criacdo de
Animais de Laboratério (Cecal) FIOCRUZ (Plataforma RPT12C - Analises Clinicas de

Animais de Laboratério).
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3.4. Avaliacao do efeito anti-inflamatério do JME-173 nanoencapsulado em modelo de

inflamacg&o pulmonar induzida por LPS

3.4.1. Modelo de inflamacao pulmonar induzida por LPS

Camundongos A/J foram anestesiados com aerossol de isoflurano (Cristélia, Brasil) e
submetidos ao desafio intranasal de LPS (25 ug/25 pL) (Sigma-Aldrich, USA) ou veiculo
salina esteril (NaCl 0.9%) (VicMed, Brasil) no grupo controle, conforme descrito em (190). O
tratamento com JME-173 livre ou nanoencapsulado nas doses de 8, 25 e 50 mg/Kg,
escolhidas com base em estudos prévios do grupo, avaliando o efeito anti-inflamatério do
JME-173 livre em modelo de inflamagdo pulmonar induzida por OVA (130), ou com ou
nanocapsulas brancas foi realizado pela via oral, através de gavagem, 4 h antes da provocacéo
por LPS. As analises foram realizadas 18 h ap6s o desafio. O protocolo experimental do

modelo de inflamacgédo pulmonar induzido por LPS esta mostrado na Figura 3.3.

A/J Machos \

»

Grupo Salina

0

AN
Grupo LPS A

A

Grupo LPS + Tratamento (v.0.) &

18 h

Analises

J

A Instilagdo com Salina ( 25 pl por via intranasal)

A Instilacdo com LPS (25 pug LPS /25 pl de salina por via intranasal)

& Tratamento com JME-173 livre, nanoencapsulado ou nanocépsulas brancas por via oral

Figura 3.3 - Protocolo experimental do modelo de inflamacdo pulmonar
induzida por LPS. A seta branca indica desafio intranasal com 25 pl de Salina; a
seta preta indica desafio intranasal com 25 pg de LPS em 25 pl de salina; o triangulo
verde indica tratamento oral com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8, 25 ou 50
mg/Kg) ou com nanocépsulas brancas.

3.4.2. Medidas de mecanica respiratoria
Para o teste de mecénica respiratéria, avaliou-se o parametro de elastancia pulmonar

(cmH20/mL), com auxilio da pletismografia barométrica de corpo inteiro invasiva
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(Finepointe, Buxco-DSI, EUA), conforme descrito em (191). Para tanto, os camundongos
foram anestesiados com nembutal (Pentobarbital, Sigma-Aldrich, USA) (60 mg/Kg, i.p.),
traqueostomizados e submetidos a intubacdo endotraqueal e conectados ao equipamento
BUXCO para tomada de parametros de funcdo pulmonar. A obtencdo dos dados fisiologicos
foi realizada com os animais curarizados com brometo de pancurénio (Pavulon®, Sigma-
Aldrich, USA) (1 mg/Kg), ventilados mecanicamente (volume tidal de 200 puL) e mantidos a
temperatura de 37°C. Apds curto periodo de estabilizacdo, os animais foram sequencialmente
estimulados com aerossois de PBS e metacolina (3, 9 e 27 mg/mL), ap6s o que foram
coletados os valores de elastancia em tempo real por um periodo de 5 minutos. Os foram
registrados e processados com auxilio do software Buxco Biosystem XA (Buxco Research
System, EUA).

3.4.3. Avaliacéo de células do lavado broncoalveolar

Apds a analise de funcdo pulmonar, os camundongos foram eutanasiados através de
anestesia terminal com 500 mg/Kg de tiopental (Thiopentax®, Cristélia, Brasil), injetado por
via intraperitoneal. O lavado broncoalveolar foi obtido através de trés lavagens consecutivas
com 0,5 mL de salina tamponada (PBS) contendo EDTA (10 mM) (Sigma-Aldrich, USA),
conforme descrito em (190). As amostras foram centrifugadas a 250 x g durante 10 min e 0
precipitado foi ressuspendido em 250 pL de PBS/EDTA 10 mM para a contagem total e
diferencial de leucdcitos. A contagem total foi realizada em camara de Neubauer através de
microscopia optica (aumento de 100x), diluindo-se uma aliquota da suspensdo de células
proveniente do lavado em liquido de Tirk (1:10). A contagem diferencial foi realizada em
citoesfregacos e posteriormente corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa. A avaliacdo

foi feita em microscdpio 6tico com objetiva de imersdo em 6leo (objetiva 100x).

3.4.4. Quantificacdo de proteinas do tecido pulmonar

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método do acido bicincrénico (BCA),
conforme descrito anteriormente (192). Tal método se baseia na reacdo na reducdo do cobre,
em meio alcalino, promovida pelas proteinas. O cobre reduzido por sua vez, forma um
complexo com o BCA, formando uma coloragdo roxa, a qual pode ser medido em
comprimento de onda de 562 nm. As amostras foram adicionadas, assim como a curva com
concentracdes crescentes de albumina do soro bovino (BSA) (SeraLab, Reino Unido) em
placas 96 pocos. Posteriormente, foram adicionados 200 pL. da mistura (50:1) de BCA
(Sigma-Aldrich, EUA) e sulfato de cobre (Sigma-Aldrich, EUA). A placa foi incubada
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durante 30 min a 37°C e ap0s esse periodo, foi realizada a leitura em espectrofotémetro (562

nm).

3.4.5. Quantificacdo de citocinas e quimiocinas do tecido pulmonar

Fragmentos do pulmédo dos camundongos foram removidos 18 h apd6s o ultimo
desafio, congelados imediatamente em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C para posterior
andlise. Imediatamente antes das quantificacdes, os tecidos foram homogeneizados em 1 ml
de solugdo lise contendo um coquetel de inibidores de proteases (Complete®) (Roche
Diagnostics, Alemanha) e 0,1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) em PBS 1X. Ap0s
centrifugagédo de 1370 x g por 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi recolhido e foi realizada a
quantificacdo de proteina total e de citocinas.

Os niveis de citocinas foram detectados através da técnica Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), conforme descrito em (179). As amostras foram
quantificadas utilizando Kkits comercialmente disponiveis de IL-1p, KC/CXCLI1
(Quimioatrativo de queratinécitos), MCP-1/CCL2 (Proteina quimiotética de mondcitos 1) e
RANTES/CCL5 (Fator regulador da ativacao expressos e secretados por linfécitos T normais)
(R&D Systems, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Para recobrir a placa de 96
pocos foi utilizado um anticorpo capturador (de acordo com o indicado pelo kit), onde o
tempo de captura foi de 18 h a temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi lavada em
tampéo "coat buffer" e bloqueada com PBS-BSA 1 % (250 pl por pogo), permanecendo em
contato com o anticorpo capturador durante 1 h. Apds esta incubacdo ocorreu a lavagem,
seguida da aplicacdo das amostras e dos padrdes com diluicdo seriada nas concentracfes
indicadas nos kits, etapa que durou 18 h a temperatura de 4 °C. A placa foi, entdo, lavada com
tampdo "Assay Buffer" para posterior adicdo do anticorpo de detec¢do, permanecendo
incubado por 1 h. Apds esse tempo, a placa foi novamente lavada com o respectivo tampéo e
adicionou-se a enzima estreptoavidina por 1 h. O substrato (K-Blue) foi adicionado e a reacéo
interrompida com H,SO,4 (0,19 M). A leitura da placa foi realizada com a utilizacdo de um
espectrofotdmetro (Versamax-Molecular Devices, EUA) no comprimento de onda de 450 nm.
Os niveis de citocinas foram normalizados para os niveis de proteina total medidos pelo

ensaio de BCA e expressos como picogramas de citocina por miligrama de proteina.

3.4.6 Quantificacdo de Mieloperoxidase no tecido pulmonar
Conforme descrito previamente (190), fragmentos de tecido pulmonar foram

homogeneizados em 1 ml de solucdo de Hank (Sigma-Aldrich, EUA) e centrifugados a 1.950
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x g durante 10 min a4 ° C. O pellet foi ressuspendido em 0,5 mL de NaCl a 0,2% seguido por
0,5 mL de solucédo hipertonica de NaCl a 1,6% e apoés centrifugado a 2.000 x g durante 10
min a 4 ° C. Em seguida, pellet foi ressuspendido em 1 mL de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (Sigma-Aldrich, EUA) e recentrifugado a 1.700 x g durante
15 min a4 ° C. O sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 15.300 x g durante 15 mina 4 °
C. Posteriormente, foram pipetados 50 pL de amostra, 50 pL de HTAB e 50 pL de
ortodidisidina em uma placa de 96 pogos (Sigma-Aldrich, EUA). A placa foi mantida a 37 °C
durante 15 min e, em seguida, adicionaram-se 50 uL de H,O, (Vetec, Brasil) a cada poco.
Apo6s 10 min, foram adicionados 50 pL de azida sddica (1%) (Sigma-Aldrich, EUA). A
andlise foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 460 nm, e o resultado

expresso como U (unidade enzimatica) por mg de proteina.

3.4.7. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média e erro padrdo da média e analisados
estatisticamente por teste de anlise de variancia one-way ou two way ANOVA, seguido pelo
pos-teste de Newman-Keuls ou Bonferroni, respectivamente. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. GraphPad Prism 5 foi utilizado como software

de analise estatistica (GraphPad Prism versdo5.0, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Analise do peso corporal e parametros bioquimicos e leucocitarios no sangue, apds
administracéo oral crénica de JIME-173 livre

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos toxicos do tratamento com JME-173 livre,
camundongos A/J machos receberam doses elevadas (100 mg/Kg) de tal composto, por via
oral, assim como da mexiletina para efeitos de comparacdo. Os tratamentos foram realizados
uma vez ao dia, de segunda a sexta, durante seis semanas consecutivas. Os dados individuais
de peso corporeo (Figura 4.1A) e, particularmente aqueles relacionados as diferencas de
massa em relacdo ao peso individual inicial (delta de ganho ou perda) (Figura 4.1B),
revelaram que, ao contréario dos animais tratados com veiculo ou mexiletina, aqueles tratados
com JME-173 apresentaram perda significativa de peso ao longo do tratamento. As perdas
foram ja observadas ao longo da primeira semana e foram ainda notadas na ultima semana de

analise.

Visando investigar possiveis alteracdes hematoldgicas nos animais tratados
continuamente com altas doses de JME-173, avaliamos o perfil de leucdcitos presentes no
sangue desses animais. Conforme mostrado na Figura 4.2A, observamos que ndo houve
alteracdes significativas no nimero de leucdcitos nos camundongos tratados com mexiletina
ou com JME-173, em relacdo ao grupo tratado com o veiculo salina. A anélise diferencial
confirmou o perfil celular majoritariamente linfocitario (Figura 4.2B) caracteristico da
espécie, havendo também neutrofilos (Figura 4.2C) e mondcitos (Figura 4.2D), os quais ndo

se encontraram alterados em nenhum grupo estudado.

A partir de amostras de sangue, avaliamos também os niveis de marcadores de leséo
de drgdos vitais em animais tratados com JME-173 e mexiletina. De forma semelhante a
encontrada no namero de células, ndo houve diferenca significativa nos niveis de creatinina
(Figura 4.3A), bilirrubina total (Figura 4.3B), albumina (Figura 4.3C), ureia (Figura 4.3D),
colesterol (Figura 4.3E), alanina-aminotransferase (Figura 4.3F), aspartato-aminotransferase
(Figura 4.3G), sodio (Figura 4.3H), cloro (Figura 4.31), glicose (Figura 4.3J) e proteinas totais
(Figura 4.3K) no sangue dos camundongos tratados com 100 mg/Kg de mexiletina e JME-

173, em relacdo ao comparado com o grupo controle tratado com &gua destilada.
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Mexiletina 100 mg/kg, v.o.
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Figura 4.1 - Analise de peso dos animais submetidos ao tratamento continuo com
mexiletina ou JME-173. Camundongos A/J foram tratados, por via oral, com agua
destilada ou com 100 mg/Kg de mexiletina ou de JME-173, 5 vezes na semana,
durante 6 semanas. Andlise do peso (A) e delta de peso (B) dos animais, ao longo dos
dias. Os resultados sdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média de 5-6
animais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relacdo ao grupo tratado com agua
destilada.
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Figura 4.2 - Namero de células no sangue dos animais submetidos ao tratamento
continuo com mexiletina ou JME-173. Camundongos A/J foram tratados, por via
oral, com agua destilada ou com 100 mg/Kg de mexiletina ou de JME-173, 5 vezes
na semana, durante 6 semanas. A analise quantitativa de leucdécito total no sangue (A)
foi realizada por microscopia 6tica com auxilio da cAmara de Neubauer, enquanto que
a andlise do nimero de linfdcitos (B), neutréfilos (C) e mondcitos (D) foi realizada
em esfregacos sanguineos corados com May Grunwald — Giemsa, 24 h ap6s o ultimo
tratamento. Os resultados sdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média de 5
animais.
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Figura 4.3 - Andlise bioquimica do sangue dos animais submetidos ao
tratamento continuo com mexiletina ou JME-173. Camundongos A/J foram
tratados, por via oral, com agua destilada ou com 100 mg/Kg de mexiletina, JME-
173, 5 vezes na semana, durante 6 semanas. Analise dos niveis de creatinina (A),
bilirrubina total (B), albumina (C), ureia (D), colesterol (E), alanina-aminotransferase
(F), aspartato-aminotransferase (G), sédio (H), cloro (1), glicose (J) e proteinas totais
(K) no sangue dos animais. Os resultados sdo expressos como Média + Erro Padrédo
da Média de 2-4 animais.
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4.2. Desenvolvimento e caracterizacédo da suspensao de nanocapsulas contendo JME-173
4.2.1. Estudo fatorial

A partir do estudo fatorial, avaliamos duas possiveis variaveis que poderiam afetar a
preparacdo das nanocapsulas de nucleo lipidico, contendo JME-173: o tipo de polimero (PCL
ou Eudragit® S-100) e a proporcdo de JME-173 e TCM na formulagdo (1:2, 1:1 e 2:1).
Baseado nas proporcOes e constituintes utilizados, conforme apresentado na Tabela 3.1 do
capitulo 3 (Materiais e Métodos), foram desenvolvidas 6 formulagfes de nanocépsulas
contendo o composto, a partir do meétodo de deposicdo interfacial de polimeros
biodegradaveis pré-formados. O método de preparacdo gerou suspensdes aquosas de aspecto
leitoso e homogéneo, sem a formacdo de precipitado ou separagdo de fases. A anélise por
difracdo de laser evidenciou que as formulagOes apresentaram diferentes diametros e
distribuicdo de tamanho. As formulacdes utilizando PCL como polimero apresentaram
didametro de 713 nm, 491 nm e 851 nm, com distribui¢do de tamanho de 5.7, 3.8 e 2.1 para as
propor¢des JME-173:TCM de 1:2 (Figura 4.4A), 1:1 (Figura 4.4B) e 2:1 (Figura 4.4C),
respectivamente. Enquanto que as suspensfes utilizando Eudragit® S-100 como polimero
apresentaram diametro de 3041 nm, 218 nm e 120 nm, com distribuicdo de tamanho de 1.4,
0.9 e 0.8 para as proporcdes JME-173:TCM de 1:2 (Figura 4.5A), 1:1 (Figura 4.5B) e 2:1
(Figura 4.5C), respectivamente. Tal andlise demonstrou que a formulagdo utilizando o
Eudragit® S-100 como polimero e contendo 75% de JME-173 em 25% de TCM (propor¢édo
de 2:1) apresentou as condi¢cBes nanométricas requeridas, como pode ser observado pelo
menor diametro e distribuicdo de tamanho das particulas, sendo, portanto, selecionada para o

prosseguimento do trabalho.
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Polimero: PCL
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Figura 4.4 — Avaliacdo do diametro meédio e distribuicdo de particulas da
suspensao de nanocapsulas revestidas com PCL na proporcdo de JME-173 em
triglicerideos de cadeia média de 1:2 (A); 1:1 (B) e 2:1 (C), através de
difratometria a laser. A granulometria e distribuicdo de tamanho de particulas foram
medidos em uma suspensdo contendo JME-173 nanoencapsulado por difragdo de luz
laser utilizando um analisador de particulas Mastersizer® (Malvern). O espectro de
curva gaussiana polidispersa no intervalo de 0,01 a 3000 um foi obtido para
nanocapsulas recém preparadas a partir da média de 3 analises consecutivas da mesma

amostra.
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Polimero: Eudragit® S-100
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Figura 4.5 — Avaliacdo do diametro médio e distribuicdo de particulas da
suspensdo de nanocapsulas revestidas com Eudragit® S-100 na proporcédo de
JME-173 em triglicerideos de cadeia média de 1:2 (A); 1:1 (B) e 2:1 (C), através
de difratometria a laser. A granulometria e distribuicdo de tamanho de particulas
foram medidos em uma suspensdo contendo JME-173 nanoencapsulado por difragdo
de luz laser utilizando um analisador de particulas Mastersizer® (Malvern). O espectro
de curva gaussiana polidispersa no intervalo de 0,01 a 3000 um foi obtido para
nanocapsulas recém preparadas a partir da média de 3 analises consecutivas da mesma

amostra.
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4.2.2. Caracterizacao fisico-quimica

Visando uma melhor caracterizagdo da suspensdo de escolha (polimero Eudragit® S-
100, proporcéo de 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente), avaliamos o didmetro médio
das particulas, indice de polidispersdo e potencial zeta, através do equipamento o0
equipamento Zetasizer®. Atraves de espalhamento de luz dindmica e mobilidade
eletroforética observou-se que a formulacdo de nanocépsulas utilizando Eudragit® S-100
como polimero e proporc¢do de JIME-173 em TCM de 2:1 apresentou didmetro médio de 183,6
nm (Figura 4.6) e potencial zeta de -39,9 mV (Figura 4.7). De acordo com o baixo indice de
polidispersdo observado, pode-se sugerir que as particulas apresentam distribuicao

monomodal sem a presenca de popula¢Ges micrométricas.

Com o objetivo de avaliar o teor do principio ativo presente na formulagdo e a
eficiéncia de encapsulacdo, desenvolvemos e validamos um método analitico de
cromatografia, possibilitando determinar com precisdo e exatiddo o teor de JME-173 em cada
lote de formulac&o preparada. A deteccdo de 1 mg/mL JME-173 livre em acetonitrila esta
demonstrada na Figura 4.8A. A curva de calibracdo contendo concentracfes crescentes de
JME-173 (50 — 350 pg/mL) apresentou coeficiente de determinacdo (R?) de 0,99 (Figura
4.8B) e gerou a equacdo da reta: Y=3251x-4565,1, utilizada para analises de teor do composto

e eficiéncia de encapsulagéo.

A anédlise da concentracdo de principio ativo presente na formulacdo e a taxa de
encapsulacdo foi realizada em amostras das suspensdes de nanocapsulas contendo JME-173,
apos deteccdo por CLAE-UV. A tabela 4.1 nos mostra que as formulacges apresentaram teor
médio de 94,9 + 1,4% em relacdo ao valor teérico de 10 mg/mL de JME-173 na formulacéo.
Enquanto que, a tabela 4.2 mostra que o método apresentou 97,2 + 00,5% de eficiéncia de
encapsulacdo de JME-173. O pH das formulacBes de nanocéapsulas, avaliado diretamente em
potenciébmetro, foi de 3,8 = 0,1 (Tabela 4.3). Um resumo contendo todos os valores
relacionados a caracterizacdo fisico-quimica das formulacGes de nanocapsulas contendo JME-
173 esté apresentado na Tabela 4.4.

52



Diametro médio e indice de polidispersao

Diam. (nm}) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 1836 Peak 1: 1937 100,0 4612
Pdl: 0,043 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
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Figura 4.6 — Avaliacdo do diametro médio e do indice de polidispersdo de
nanocapsulas contendo JME-173 (Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM,
respectivamente). A granulometria das particulas e o indice de polidisperséo foram
medidos em uma suspensdo contendo JME-173 nanoencapsulado por espalhamento
dindmico de luz utilizando um analisador de particulas Zetasizer® (Malvern). O
espectro de curva gaussiana polidispersa no intervalo de 0,1 a 10.000 nm foi obtido
para nanocapsulas recém preparadas a partir da média de 3 analises consecutivas da
mesma amostra.

Potencial Zeta

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -39,9 Peak 1; -399 100,0 576
Zeta Deviation (mV): 576 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 1,18 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Figura 4.7 — Avaliacdo do potencial zeta de nanocépsulas contendo JME-173
(Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente), através de
mobilidade eletroforética. O potencial zeta foi avaliado em uma suspensao
contendo JME-173 nanoencapsulado, por mobilidade eletroforética das particulas,
utilizando o equipamento Malvern Zetasizer. O espectro de curva no intervalo de -
200 a 200 mV foi obtido para nanocapsulas recém preparadas a partir da média de 3
analises consecutivas da mesma amostra.
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Figura 4.8 — Deteccdo e curva de calibragdo de JME-173 livre obtido por
HPLC. Cromatograma ilustrando a deteccdo do JME-173 solubilizado em
Acetonitrila (1 mg/mL), analisado por HPLC (A); Curva, Equagdo da reta e R?
obtidos a partir da area sob a curva de 7 concentracdes diferentes de JME-173 livre
(50 — 350 pg/mL) (B).

Lote Area soba Equacdo da reta Concentracao C?r1_ce ntracdo Teor de JIM E-173
curva (y) (ng/mL) Tedrica (ng/mL) na formulacéo
1 472660 y=3251 - 4565,1 146,79 150 97,9 %
2 472660 y=3251 - 4565,2 139,68 150 93,1 %
3 472660 y=3251 - 4565,3 140,82 150 93,9 %

Tabela 4.1 — Doseamento da concentracdo experimental de JME-173 presente
na formulacdo de nanocépsulas (Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM,
respectivamente). Nanocapsulas foram rompidas através de sonicacdo e
solubilizacdo em acetonitrila. O teor total de JME-173 presente na amostra foi

obtido por HPLC. Os dados foram obtidos a partir da média de 6 amostras diferentes
em cada lote.
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Lote Area Concentracao E6rmula Eficiéncia o~le
(Mg/mL) encapsulacéo
1 917198 283,53207 97,2 %
2 861317 266,34341 «CF_fg)ox 100) 97,3 %
3 904742 279,05068 97,2 %

Tabela 4.2 — Eficiéncia de encapsulacdo do JME-173 na formula¢do (Eudragit®
S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente). A determinacdo da taxa de

encapsulacdo foi realizada conforme descrito em Materiais e Métodos (item 3.2.4.5).
Os dados foram obtidos a partir da média de 6 amostras diferentes em cada lote.

Tabela 4.3 - Determinacdo de pH da formulacdo nanocépsulas contendo JME-173
(Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente). A avaliacdo de pH foi

Lote Area
1 3,8
2 3,6
3 3,9

obtida pela analise com potencidmetro.

Tabela 4.4 — Caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas contendo JME-
173 (Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente). Parametros:
Diametro médio das particulas, potencial zeta, Teor experimental, eficiéncia de

Média
Diametro médio
(Mastersizer) 120 nm
Diametro médio
(Zetasizer) 183 nm
Potencial Zeta -39,9mv
Teor
0,
Expermimental %
Eficiéncia de 33
encapsulacao ’

encapsulacdo e pH das formulagdes.
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4.3. Avaliacao farmacoldgica da formulacao de JIME-173 nanoencapsulado

4.3.1. Efeito do tratamento com JME-173 (50 mg/Kg) nanoencapsulado sobre o
infiltrado de células inflamatorias induzido por LPS no lavado bronchoalveolar

Visando comparar o efeito do composto JME-173 livre e nanoencapsulado sobre a
resposta inflamatoria pulmonar utilizamos o modelo de inflamacdo pulmonar no qual
camundongos foram submetidos a uma provocacao intranasal com LPS (25 pg/25 pl). Como
esperado, os achados mostrados na Figura 4.9A indicam que os animais desafiados com LPS,
sem tratamento ou tratados apenas com nanocapsulas branca (sem JME-173), apresentaram
um aumento significativo do numero de leucdcitos totais, 18 h ap6s a ultima instilagdo com o
estimulo inflamatério. O tratamento com JME-173 livre (50 mg/Kg) ndo reduziu o infiltrado
leucocitario no lavado, enquanto que o tratamento com o composto nanoencapsulado, na
mesma dose, reduziu fortemente o influxo de células inflamatdrias, com contagens que se
aproximaram aos niveis basais. A analise diferencial do infiltrado inflamatorio, realizada em
citoesfregacos corados com May-Grunwald-Giemsa, mostrou que o acumulo leucocitéario
resultou do recrutamento majoritariamente neutrofilico (Figura 4.9B), e também de
macrofagos (Figura 4.9C). A analise revelou que somente o tratamento com JME-173
nanoencapsulado diminuiu, de maneira estatisticamente significativa, o aporte de neutrofilos e

de macro6fagos do BAL quando comparado ao grupo apenas estimulado com LPS.
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Figura 4.9 — Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado
sobre o influxo de células inflamatdrias no BAL de camundongos instilados com
LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (50
mg/Kg) ou com nanocapsulas branca 4 h antes da instilagdo com LPS. A anélise
quantitativa de leucdcito total (A) foi realizada por microscopia 6tica com auxilio da
camara de Neubauer, enquanto que a andlise do nuimero de neutréfilos (B) e
macrofagos (C) foi realizada em citoesfregacos corados com May Grunwald —
Giemsa, 18 horas ap6s a provocacdo com LPS. Os resultados sdo expressos como
Média = Erro Padrdo da Média de 10 animais. +p<0,05 em relacdo ao grupo
desafiado com salina; **p<0,01;***p<0,001 em relacdo ao grupo desafiado com
LPS. ¥p<0,05 em relagdo ao grupo desafiado com LPS e tratado com nanocapsulas
branca. *p<0,05 em relagdo ao grupo desafiado com LPS e tratado com JME-173
livre.
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4.3.2. Efeito do tratamento com JME-173 (50 mg/Kg) nanoencapsulado sobre a
atividade de MPO no pulméao

Visando confirmar o efeito da administracdo de JME-173 nanoencapsulado sobre os
niveis de neutrdfilos presentes no pulmao, comparamos o efeito do tratamento com o
composto livre e 0 nanoencapsulado sobre a atividade de MPO presente no tecido pulmonar,
18 h ap6s o estimulo com LPS. Os achados representados na Figura 4.10 mostraram que 0s
animais desafiados com LPS apresentaram um aumento significativo nos niveis de MPO
qguando comparados ao grupo desafiado com salina. O tratamento com nanocapsulas brancas
ou com JME-173 (50 mg/Kg) livre ndo alteraram 0 aumento nos niveis de MPO. O tratamento
com JME-173 nanoencapsulado, no entanto, reduziu drasticamente o aumento dos niveis de

MPO quando comparado ao grupo LPS.

Salina

LPS

+ Nanocapsula Branca, v.o.

+ JME-173 Livre 50 mg/Kg, v.o.
+ JME-173 Nano 50 mg/Kg, v.o.

1.5

ORORO

1.0+ + -

0.54

0.0 I--l

Figura 4.10 — Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado
sobre a atividade de MPO no pulméo de camundongos instilados com LPS.
Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (50
mg/Kg) ou com nanocéapsulas branca 4 h antes da instilagdo com LPS. A dosagem
de MPO presente no tecido pulmonar foi realizada, por ensaio enzimatico, 18 horas
ap6s a provocacdo com LPS. Os resultados sdo expressos como Média + Erro
Padrdo da Média de 10 animais. +p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com salina;
*+xn<0,001 em relacdo ao grupo desafiado com LPS. %p<0,05 em relacéo ao grupo
desafiado com LPS e tratado com nanocépsulas branca. “p<0,05 em relag&o ao grupo
desafiado com LPS e tratado com JME-173 livre.

Atividade de MPO
[D.O/ mg de Proteina]
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4.3.3. Efeito do tratamento com JME-173 (50 mg/Kg) nanoencapsulado sobre a
producéo de citocinas induzidas por LPS

A quantificacdo de mediadores inflamatdrios no tecido pulmonar foi realizada através
da técnica de ELISA em homogenatos de pulmao obtidos 18 h apds a provocacgdo antigénica.
Especial énfase foi dada a algumas citocinas relevantes no contexto da inflamagdo pulmonar
induzida por LPS. A quantificacdo dos mediadores inflamatérios no tecido pulmonar,
apresentada na Figura 4.11, mostrou que a instilagio com LPS resultou em aumento na
producdo de IL-1B (Figura 4.11A), KC/CXCLL1 (Figura 4.11B), MCP-1/CCL2 (Figura 4.11C)
e RANTES/CCL5 (Figura 4.11D), em comparacdo com o grupo salina. As mesmas figuras
mostraram ainda que o tratamento com JME-173 nanoencapsulado (50 mg/Kg) reduziu os
niveis desses mediadores inflamatdrios, enquanto que o tratamento com a molécula livre ou

com o veiculo nanocapsulas brancas nao impactou sobre a reducdo dos niveis das citocinas

analisadas.
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Figura 4.11 — Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado
sobre os niveis de citocinas no pulmdo de camundongos, 18 horas apés a
instilacdo com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou
nanoencapsulado (50 mg/Kg) ou com nanocapulas branca 4 horas antes da instilagdo
com LPS. A anélise foi realizada pela técnica de ELISA em homogenatos do tecido
pulmonar. Foram quantificados os niveis de IL-1B (A); KC/CXCL1 (B); MCP-
1/CCL2 (C) e Rantes/CCL5 (D). Os resultados sdo expressos como Média + Erro
Padrdo da Média de 7-10 animais. +p<0,05 em relagdo ao grupo desafiado com
salina; *p<0,05; ***p<0,001 em relacdo ao grupo desafiado com LPS. %p<0,05 em
relagdo ao grupo desafiado com LPS e tratado com nanocépsulas branca. *p<0,05 em
relacdo ao grupo desafiado com LPS e tratado com JME-173 livre.
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4.3.4. Efeito comparativo do tratamento com JME-173 livre ou nanoencapsulado (50
mg/kg) sobre a resposta de hiper-reatividade das vias aéreas induzida por provocagéo
com LPS

Avaliamos o efeito do tratamento com JME-173 sobre a hiperresponsividade
brénquica, atraves de pletismografia barométrica de corpo inteiro, 18 h ap6s o Gltimo desafio.
Os dados apresentados na Figura 4.12 indicaram que aerolizagbes com concentragdes
crescentes de metacolina revelaram um marcado estado de hiper-reatividade bronquica,
indicado pelo aumento de elastancia pulmonar, nos animais desafiados com LPS, em
comparacdo aos desafiados com salina. O tratamento com nanocépsulas brancas, utilizada
como controle veiculo, ndo apresentou efeito na reducdo de elastancia pulmonar, enquanto
que o tratamento com JME-173 livre ou nanoencapsulado, na dose de 50 mg/Kg, inibiram, de

maneira significativa, tal fendmeno.
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Figura 4.12 — Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado
sobre a hiper-reatividade das vias aéreas, 18 horas ap6s provocacdo com LPS.
Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (50
mg/Kg) ou com nanocapsulas branca 4 horas antes da instilagdo com LPS. Os
resultados sdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média de 10 animais.
+p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com salina; **p<0,01; ***p<0,001 em
relacdo ao grupo desafiado com LPS. %p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com
LPS e tratado com nanocépsulas branca.
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4.3.5 - Efeito do tratamento com JME-173 (8 e 25 mg/Kg) nanoencapsulado sobre o
influxo de células inflamatdrias no BAL

Tendo em vista os resultados positivos obtidos com a administragdo de 50 mg/Kg de
JME-173 nanoencapsulado sobre alterac@es cruciais na inflamagdo pulmonar induzida por
LPS, avaliamos o efeito de doses menores do composto (8 e 25 mg/Kg) sobre tais parametros.
A andlise do influxo de células no BAL, mostrada na Figura 4.13A, indicou que o nimero
aumentado de leucdcitos totais, induzido pela instilagdo intranasal com LPS, nédo foi revertido
pelo tratamento com as nanocapsulas branca, nem ap6s tratamentos com JME-173 livre em
ambas as doses testadas. Entretanto, o tratamento com o principio ativo nanoencapsulado, nas
doses de 8 e 25 mg/Kg, continuou evidenciando efeito de inibicdo praticamente total do
infiltrado de leucdcitos no BAL. A anélise diferencial evidenciou que somente o tratamento
com nanocapsulas contendo JME-173, em ambas as doses utilizadas, reverteu de maneira
significativa o aumento de neutrofilos (Figura 4.13B) e de macrdfagos (Figura 4.13C),

quando comparado ao grupo de animais instilados com LPS sem tratamento.
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Figura 4.13 — Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado
sobre o influxo de células inflamatérias no BAL de camundongos instilados com
LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8
ou 25 mg/Kg) ou com nanocéapsulas branca 4 horas antes da instilagdo com LPS. A
analise quantitativa de leucdcito total (A), foi realizada por microscopia ética com
auxilio da camara de Neubauer, enquanto que a andalise do numero de neutroéfilos (B)
e macrofagos (C) foi realizada em citoesfregagos corados com May Grunwald —
Giemsa, 18 horas ap6s a provocacdo com LPS. Os resultados sdo expressos como
Média + Erro Padrdo da Média de 6-8 animais. +p<0,05 em relagdo ao grupo
desafiado com salina; *p<0,05; ***p<0,001 em relagdo ao grupo desafiado com
LPS. ¥p<0,05 em relagdo ao grupo desafiado com LPS e tratado com nanocapsulas
branca. *p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com LPS e tratado com a dose
equivalente de JME-173 livre.
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4.3.6. Efeito do tratamento com JME-173 (8 e 25 mg/Kg) nanoencapsulado sobre os
niveis de MPO no tecido pulmonar

A avaliacdo dos niveis de MPO em amostras de homogenato de tecido pulmonar, 18 h
apos a instilagdo com o antigeno, indicou 0 aumento no quantitativo de neutrofilos no tecido
pulmonar nos grupos LPS sem tratamento e tratados com nanocapsulas branca ou com JME-
173 livre (8 e 25 mg/Kg) (Figura 4.14). A andlise mostrou ainda que este aumento foi
completamente abolido pela administragéo oral de JME-173 nanoencapsulado em ambas as

doses administradas.
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Figura 4.14 — Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado
sobre a atividade de MPO no pulmdo de camundongos instilados com LPS.
Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8 ou 25
mg/Kg) ou com nanocapsulas branca 4 horas antes da instilagio com LPS. A
dosagem de MPO presente no tecido pulmonar foi realizada por ensaio enzimatico,
18 horas ap6s a provocacdo com LPS. Os resultados sdo expressos como Média +
Erro Padrdo da Média de 6-7 animais. +p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com
salina; ***p<0,001 em relacdo ao grupo desafiado com LPS. p<0,05 em relacio ao
grupo desafiado com LPS e tratado com nanocépsulas branca. p<0,05 em relago ao
grupo desafiado com LPS e tratado com a dose equivalente de JME-173 livre.
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4.3.7. Efeito do tratamento com JME-173 (8 e 25 mg/Kg) nanoencapsulado sobre a
producéo de citocinas induzida por provocagao com LPS

No que concerne a quantificacdo de mediadores inflamatorios, os achados dos niveis
de citocinas, apresentados na Figura 4.15, revelaram que o desafio com LPS promoveu um
aumento significativo na producdo de IL-1 B (Figura 4.15A), KC/CXCL1 (Figura 4.15B),
MCP-1/CCL2 (Figura 4.15C) e RANTES/CCL5 (Figura 4.15D) no tecido pulmonar, em
relagdo ao grupo controle, estimulado apenas com salina. A quantificacdo de mediadores
inflamatdrios no tecido pulmonar mostrou também que o tratamento oral com JME-173 livre
ou com nanocapsulas branca ndo inibiu, de maneira significativa, 0 aumento nos niveis dessas
citocinas. O tratamento com nanocépsulas de JME-173, nas doses de 8 e 25 mg/Kg,
apresentaram, mais uma vez, marcado efeito preventivo sobre aumento dos niveis dos

mediadores inflamatérios induzido por LPS.
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Figura 4.15 — Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado
sobre os niveis de citocinas no pulmdo de camundongos, 18 horas apds a
instilagdo com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou
nanoencapsulado (8 ou 25 mg/Kg) ou com nanocapsulas branca 4 horas antes da
instilacdo com LPS. A analise foi realizada pela técnica de ELISA em homogenatos
do tecido pulmonar. Foram quantificados os niveis de IL-1p (A); KC/CXCL1 (B);
MCP-1/CCL2 (C) e Rantes/CCL5 (D). Os resultados séo expressos como Média +
Erro Padrdo da Média de 3-7 animais. +p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com
salina; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relacdo ao grupo desafiado com LPS.
&p<0,05 em relagdo ao grupo desafiado com LPS e tratado com nanocapsulas
branca. “p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com LPS e tratado com a dose
equivalente de JME-173 livre.
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4.3.8. Efeito do tratamento com JME-173 (8 e 25 mg/Kg) nanoencapsulado sobre a
resposta de hiper-reatividade das vias aéreas induzida por provocacdo com LPS

Os achados de alteracdo de funcdo pulmonar mostrados na Figura 4.16 indicam que
aerolizacbes com concentracOes crescentes de metacolina resultaram no aumento significativo
da elastancia pulmonar do grupo desafiado com LPS, em comparagdo ao grupo desafiado com
salina. Mais uma vez, o tratamento com JME-173 nanoencapsulado, em ambas dosagens
empregadas (8 e 25 mg/Kg) inibiu o estado de hiper-reatividade observado no grupo
estimulado com LPS, enquanto que os tratamentos com nanocapsulas brancas ou com JME-

173 livre (8 e 25 mg/Kg) mostraram-se claramente inativos.
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Figura 4.16 — Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado
sobre a hiper-reatividade das vias aéreas, 18 horas apds provocacdo com LPS.
Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8 ou 25
mg/Kg) ou com nanocapsulas vazias 4 horas antes da instilacdo com LPS. Os
resultados sdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média de 7-8 animais.
+p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com salina; *p<0,05; **p<0,01 em relacdo
ao grupo desafiado com LPS. *p<0,05 em relagdo ao grupo desafiado com LPS e
tratado com a dose equivalente de JME-173 livre.
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4.4. Desenvolvimento e caracterizacdo de formulacdo de nanocapsulas secas contendo
JME-173

4.4.1. Preparo e caracterizacao fisico-quimica

Apesar dos resultados promissores observados com a suspensdo de JME-173, a
formulacdo apresentou baixa estabilidade ao longo de semanas de preparacdo. De fato, foi
possivel observar que em menos de um més apds 0 seu preparo, a emulsdo apresentou
evidente separacdo de fases, de maneira irreversivel. Devido as limita¢des encontradas com as
suspensdes de nanocapsulas contendo JME-173, utilizou-se uma técnica previamente validada
(187), em Mini Spray-Dryer para a secagem destas formulacdes, objetivando uma formulacédo
final na forma de pd seco. Para tanto, foram novamente preparadas suspensbes de
nanocapsulas de Eudragit® S-100 contendo JME-173, a partir do método de deposicdo
interfacial de polimeros biodegradaveis, onde foi adicionado a suspensdo resultante da
nanoprecipitacao o adjuvante de secagem, lactose (Figura 4.17) ou I-leucina (Figura 4.18) nas
proporcoes de 0,5, 1 ou 1,5% (m/v) e levada diretamente ao spray-dryer para secagem,
ocorrendo a remocdo da acetona, etanol e da agua em uma Unica etapa, conforme descrito em

Materiais e métodos (item 3.1.3).

Os pos sub-micrométricos obtidos por Spray-Dryer foram colocados no dispersor do
equipamento Mastersizer, utilizando salina como meio dispersante, e foram realizadas as
medidas de didmetro. A avaliacdo da distribuicdo de tamanho indicou que formulagdes
contendo o adjuvante de secagem I-leucina a 0,5% (Figura 4.18A) apresentou maior
guantidade de particulas com didmetro majoritariamente nanométrico e menor faixa de
particulas de tamanho micrométrico, quando comparadas as formula¢Ges com lactose 0,5%
(Figura 4.17A), 1% (Figura 4.17B) ou 1,5% (Figura 4.17C), ou nas formulacGes contendo |-
leucina a 1% (Figura 4.18B) ou 1,5% (Figura 4.18C). Tal dado demonstrou que formulacdes
secas contendo a leucina 0,5% apresentaram melhor condicdo de secagem, sendo, portanto,

selecionadas para o prosseguimento do trabalho.

A andlise do teor experimental de JME-173 na formulacdo utilizando o adjuvante de
secagem leucina a 0,5% foi avaliada por cromatografia. A andlise da concentracdo de
principio ativo presente na formulacdo demonstrou que as formulacBes apresentaram teor
médio de 79,3 + 1,9 % de JME-173 (Tabela 4.5).
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Figura 4.17 — Avaliagdo da distribuicdo de tamanho, através de difratometria a
laser, de formulagbes secas de JME-173 nanoencapsulado, contendo o
adjuvante de secagem lactose em diferentes proporcdes. A granulometria das
particulas e o indice de polidispersdo foram medidos em formulacdes secas contendo
JME-173 nanoencapsulado, utilizando o adjuvante lactose nas proporcoes de 0,5%
(A), 1% (B) ou 1,5% (C) (m/v), ressuspendida em salina, por difracdo de luz laser
utilizando um analisador de particulas Malvern Mastersizer. O espectro de curva
gaussiana polidispersa no intervalo de 0,01 a 3000 um foi obtido para nanocéapsulas
recém preparadas a partir da média de 3 analises consecutivas da mesma amostra, e
utilizado como referencial de distribuicdo de didmetro.
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Figura 4.18 — Avaliacdo da distribuicdo de tamanho, através de difratometria a
laser, de formulagbes secas de JME-173 nanoencapsulado, contendo o
adjuvante de secagem I-leucina em diferentes propor¢des. A granulometria das
particulas e o indice de polidispersdo foram medidos em formulagdes secas contendo
JME-173 nanoencapsulado, utilizando o adjuvante leucina nas proporcdes de 0,5%
(A), 1% (B) ou 1,5% (C) (m/v), ressuspendida em salina, por difracdo de luz laser
utilizando um analisador de particulas Malvern Mastersizer. O espectro de curva
gaussiana polidispersa no intervalo de 0,01 a 3000 um foi obtido para nanocapsulas
recém preparadas a partir da média de 3 analises consecutivas da mesma amostra, e
utilizado como referencial de distribuigcdo de diametro.
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Area sob a Concentracdo | Ponto médio da curva | Teor de JME-173
Lote x
curva (ng/mL) (ng/mL) na formulacao
1 416335 112,828982 151,97 742 %
2 441575 119,7508776 151,97 78,8 %
3 461133 125,1145239 151,97 82,3 %
4 459047 124,5424528 151,97 82 %

Tabela 4.5 — Doseamento da concentracao experimental de JME-173 presente
na formulacdo seca de nanocapsulas. Nanocépsulas secas foram ressuspendidas
em salina e posteriormente rompidas através de sonicacdo e solubilizacdo em
acetonitrila. O teor total de JME-173 presente na amostra foi obtido por HPLC. Os
dados foram obtidos a partir da média de 6 amostras diferentes em cada lote.

4.5. Avaliacao farmacoldgica da formulacéo seca de nanocépsulas contendo JME-173

4.5.1. Efeito da formulacdo seca de nanocapsulas de JME-173 sobre o acumulo de
leucocitos no lavado broncoalveolar e no pulméo apés provocacdo com LPS

Com o objetivo de avaliar se a formulacdo seca de nanocapsulas, contendo JME-173,
seria capaz de reter as propriedades anti-inflamatérias evidenciadas pela nanoformulacéo do
composto preparado sob a forma de suspenséo, realizamos um estudo comparativo do efeito
de ambas as preparacGes sobre parametros importantes da inflamacdo pulmonar e hiper-
reatividade de vias aéreas induzidas por LPS. Para tanto, a formulacdo seca contendo JME-
173 foi redispersa em salina imediatamente antes da administracdo por via oral aos
camundongos, ocorrida 4 h antes da provocacdo com LPS. Os resultados indicam que 0s
tratamentos com JME-173 nanoencapsulado (25 mg/Kg), sob a forma de suspensdo ou pé
redisperso, foram igualmente ativos no bloqueio do acimulo de células inflamatorias no
espaco bronchoalveolar (Figura 4.19A). Como claramente mostrado nas Figuras 4.19B e
4.19C, ambas as preparagBes praticamente aboliram o recrutamento de neutrofilos e
macrofagos induzido por LPS nesse modelo. De forma semelhante, o tratamento com JME-
173 nanoencapsulado em ambas as formula¢Ges também aboliu 0 aumento nos niveis de MPO

no extrato pulmonar apos provocacao com LPS (Figura 4.20).
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Figura 4.19 - Efeito do tratamento oral com JME-173 25 mg/Kg
nanoencapsulado sobre o influxo de células inflamatérias no BAL de
camundongos instilados com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-
173 nanoencapsulado na dose de 25 mg/Kg (suspensdo ou po redisperso), 4 horas
antes da instilacio com LPS. A andlise quantitativa de leucdcito total (A), foi
realizada por microscopia 6tica com auxilio da cdmara de Neubauer, enquanto que a
analise do numero de neutréfilos (B) e macrofagos (C) foi realizada em
citoesfregacos corados com May Grunwald — Giemsa, 18 horas apds a provocacao
com LPS. Os resultados sdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média de 9-10
animais. +p<0,05 em relagdo ao grupo desafiado com salina; *p<0,05; ***p<0,001
em relacdo ao grupo desafiado com LPS.
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Figura 4.20 - Efeito do tratamento oral com JME-173 (25 mg/Kg)
nanoencapsulado sobre a atividade de MPO no pulméo de camundongos
provocados com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173
nanoencapsulado (25 mg/Kg) (suspensdo ou pé redisperso), 4 h antes da instilacdo
com LPS. A dosagem de MPO presente no tecido pulmonar foi realizada por ensaio
enzimatico, 18 h apds a provocacdo com LPS. Os resultados sdo expressos como
Média £ Erro Padrdo da Média de 10 animais. +p<0,05 em relacdo ao grupo
desafiado com salina; ***p<0,001 em relagéo ao grupo desafiado com LPS.
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4.5.2. Efeito do tratamento com JME-173 (25 mg/Kg) nanoencapsulado administrado
sob a forma de po redisperso sobre os niveis de citocinas ap6s provocagdo com LPS
Comparamos ainda o efeito do tratamento com JME-173 nanoencapsulado, tanto
suspensdo quanto po redisperso, sobre a producdo de citocinas pro-inflamatorias no pulméo
dos camundongos instilados com LPS. Os dados revelaram que as formulacdes, tanto
suspensdo quanto po redisperso reduziram, de maneira semelhante, os niveis aumentados de
IL-1P (Figura 4.21A), KC (Figura 4.21B) e MCP-1 (Figura 4.21C), se comparado ao grupo de

animais ndo tratados e expostos ao estimulo inflamatério.
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Figura 4.21 - Efeito do tratamento oral com JME-173 25 mg/Kg
nanoencapsulado sobre os niveis de citocinas no pulméo de camundongos, 18
horas apds a instilacdo com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173
nanoencapsulado na dose de 25 mg/Kg (suspensdo ou pé redisperso), 4 horas antes
da instilagdo com LPS. A andlise foi realizada pela técnica de ELISA em
homogenatos do tecido pulmonar. Foram quantificados os niveis de IL-1B (A);
KC/CXCL1 (B) e MCP-1/CCL2 (C). Os resultados sdo expressos como Meédia +
Erro Padrdo da Média de 8 animais. +p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com
salina; **p<0,01***p<0,001 em relagéo ao grupo desafiado com LPS.
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45.3. Efeito do tratamento com JME-173 nanoencapsulado suspensdo e poé
ressuspendido sobre a hiper-reatividade das vias aéreas induzida por provocacdo com
LPS

Por fim, avaliamos o efeito das formulacdes de nanocapsulas, contendo JME-173,
sobre a hiper-reatividade de vias aéreas observada nos animais instilados com LPS, apds
exposicdo ao broncoconstrictor metacolina. Observamos que a administracdo oral de JME-
173 nanoencapsulado, sob a forma de p6 redisperso na dosagem de 25 mg/Kg, foi equieficaz a
nanoformulacédo preparada sob a forma de suspensdo. Ambas aboliram a resposta de hiper-

reatividade das vias aéreas induzida por LPS (Figura 4.22).
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Figura 4.22 - Efeito do tratamento oral com JME-173 25 mg/Kg
nanoencapsulado sobre a hiper-reatividade das vias aéreas, 18 horas apo6s
provocacdo com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173
nanoencapsulado na dose de 25 mg/Kg (suspensdo ou po redisperso), 4 horas antes
da instilagdo com LPS. Os resultados sdo expressos como Média + Erro Padrdo da
Média de 10 animais. +p<0,05 em relacdo ao grupo desafiado com salina; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 em relacdo ao grupo desafiado com LPS.
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5. DISCUSSAO

Doencas inflamatdrias pulmonares sdo importantes problemas de satde publica devido
a alta prevaléncia, morbidade e mortalidade. Elas apresentam elevados custos sociais e
econémicos, além da terapia, na maioria dos casos, ser pouco eficiente (8, 16, 193). Estudos
prévios do nosso grupo de pesquisa demonstram que analogos nao anestésicos da mexiletina,
apresentam propriedades combinadas de relaxamento de vias aéreas e bloqueio da resposta
inflamatoéria pulmonar, quando administrados localmente, sugerindo tratar-se de auténticos
prototipos na terapia contra doencas inflamatorias pulmonares. No entanto, o desafio consiste
na otimizacdo da atividade farmacologica do composto quando administrado por via oral.
Sabe-se que a via oral melhora significativamente a adesdo do paciente a terapia, sendo 0s
medicamentos administrados oralmente responsaveis por mais de 50% das vendas no mercado
farmacéutico global (169). As nanoparticulas sdo dispositivos eficazes e versateis para a
entrega de drogas podendo atuar sobre diversas propriedades cruciais da molécula livre, tais
como solubilidade, farmacocinética, biodistribuicdo e estabilidade in vivo, permitindo, em
muitos casos, a administracdo do principio ativo por vias que eram anteriormente ineficientes
(194). No presente estudo, desenvolvemos, caracterizamos fisico-quimicamente e avaliamos o
efeito do tratamento oral com JME-173 nanoencapsulado, sob a forma de suspensao, sobre
alteragcBes patoldgicas cruciais observadas no pulmdo de camundongos submetidos a
provocacdo intranasal com LPS. Trata-se de um modelo de lesdo pulmonar aguda
caracterizado por inflamacdo pulmonar, tipicamente neutrofilica, e hiper-reatividade de vias
aéreas. Além disso, iniciamos o desenvolvimento e a caracterizacdo fisico-quimica de uma
formulacdo de nanocapsulas, contendo JME-173, sob a forma de p6 seco, comparando 0s
efeitos com o seu equivalente na forma de suspensdo liquida, novamente tomando por base as
alteracdes inflamatorias e de hiper-reatividade pulmonar induzidas pela provocagdo com LPS

em camundongos.

A avaliagdo de possiveis efeitos toxicos em sistemas in vivo é essencial para o
processo de investigacdo de candidatos a farmacos. Nesse sentido, estudos pré-clinicos de
toxicidade em roedores sdo interessantes na composicdo do dossié de avaliacdo dos potenciais
efeitos adversos de um produto em investigagdo (195). Os dados do nosso estudo revelaram
que a administracdo repetitiva de alta dose diaria de JME-173 (100 mg/kg, oral), por 6
semanas, nao alterou parametros hematoldgicos e bioquimicos chaves, como o nimero de
células no sangue e os niveis de moléculas marcadoras de lesdo em 6rgdos vitais como rins,
figado ou vesicula biliar, indicando que o composto ndo apresenta potencial atividade tdxica

nas condigdes empregadas. Tais dados vao ao encontro de estudos preditivos de toxicidade in
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silico, realizados previamente em nosso laboratorio, os quais apontaram para um escore de
drogabilidade superior aquele estimado para o prototipo Mexiletina, utilizado clinicamente no
tratamento de arritmias e dor neuropética (126). Entretanto, observou-se que o tratamento
diario por 6 semanas com JME-173 (100 mg/Kg) resultou em perda de cerca de 10-15% do
peso corporal dos animais. Conforme descrito na literatura, em analises de toxicidade de
compostos é preconizado que perdas de peso a partir de 20-25% sdo consideradas
efetivamente criticas (196, 197). Nesse sentido, embora nossos resultados apresentem valores
de perda de peso que se encontram dentro do limite aceitdvel para tal pardmetro, novos
experimentos sdo necessarios para melhor entendimento do mecanismo envolvido nesse
efeito. E do nosso interesse, por exemplo, elucidar se a perda de peso dos animais esta
associada a aspectos como diminui¢do de ingesta (ragdo e &gua), ou ainda a outros fatores
metabolicos. De qualquer forma, observacGes macroscopicas de alguns tecidos e 0Orgaos,
realizadas 24 h apdés o ultimo tratamento, revelaram a auséncia de sinais de lesdo no
estdbmago, intestinos, figado e rins, reforcando a auséncia de toxicidade oral do JME-173
(dados ndao mostrados).

O método utilizado para o preparo das formulacdes foi o de deposicao interfacial de
polimeros biodegradaveis pré-formados, proposto por Fessi e colaboradores (186). Tal técnica
é amplamente descrita na literatura por apresentar vantagens como auséncia de monémeros
toxicos residuais e de reacBes cruzadas com o farmaco, além de ser mais facilmente
controlavel e de alto rendimento. O método é descrito também por apresentar elevadas taxas
de encapsulacdo de principios ativos com propriedades hidrofébicas (198-200), sendo, por tal
razdo, um método adequado para nanoencapsulacdo do JME-173, composto altamente
lipofilico. Em relagdo ao preparo das nanocépsulas, avaliamos dois diferentes polimeros (PCL
e Eudragit® S-100) em proporc¢des diferentes de JME-173 e TCM, visando selecionar a
melhor condicdo de encapsulacdo. Os dados de distribuicdo de tamanho revelaram que as
nanocapsulas, utilizando Eudragit® S-100 como polimero, em todas as proporc¢des de JME-
173:TCM testadas, apresentaram melhores resultados, se comparado com as formulagdes
preparadas com PCL, indicando tal polimero como o ideal para a nanoencapsulacdo de JME-
173. Estudos anteriores ja indicaram que as propriedades dos polimeros utilizados no preparo
de nanoparticulas podem influenciar em caracteristicas chaves, como o seu diametro (201).
De fato, um estudo de 2003 de Chernysheva e colaboradores demonstrou que através do
preparo de nanoparticulas sob controle rigoroso de parametros fisico-quimicos como
concentracdo de polimeros, tipo de solvente organico e tempo de evaporacao, a utilizacdo de
Eudragit® resultou em nanoparticulas com diametro médio de 280-290 nm, enquanto que a
utilizacdo de PCL resultou em particulas maiores, com o tamanho médio de 450 nm (202),
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corroborando assim o didmetro menor das nanocapsulas revestidas com Eudragit® S-100
encontradas em nosso estudo. Um achado do mesmo grupo revelou que o didmetro menor de
nanoparticulas apresentado pela utilizacdo de Eudragit® pode ser explicado pela atragdo
eletrostatica de longo alcance entre os grupos trimetil amonio catidnicos e carbonila polares

desse polimero, os quais ndo estdo presentes na estrutura da PCL (203).

Diversos estudos na literatura demonstram que, além dos polimeros, 0s outros
constituintes utilizados no preparo da formulagdo influenciam de maneira significativa nas
caracteristicas gerais das nanocapsulas. Por exemplo, o 6leo inerte deve ser um solvente
adequado para o principio ativo, prevenindo a sua difusdo e cristalizacdo durante a preparacao
das nanocapsulas, sem degradar o polimero. O Miglyol®, constituido por uma mistura de
triglicerideos de cadeia média, foi utilizado em nosso sistema, devido ao didmetro de
nanocapsulas, geralmente pequenas, obtidas com a sua utilizagdo (200, 204). Da mesma
maneira, para se obter dispersdes aquosas estaveis de nanocapsulas, é necessario incluir uma
quantidade minima de um tensoativo do tipo 6leo-em-agua. Utilizamos o Polissorbato 80 em
nosso sistema, baseado em suas propriedades de reducdo de dimensdes e aumento de
estabilidade da dispersdo coloidal, descritas na literatura (204). Além disso, ja é descrito na
literatura que, dependendo das propriedades fisicas e da capacidade de dissolver o polimero e
o farmaco, um solvente organico pode afetar diretamente o tamanho da particula, o que, por
sua vez, pode influenciar o desempenho geral da formulagéo (205). Os solventes utilizados no
nosso estudo foram o etanol e acetona, os quais atuaram, principalmente, solubilizando os
componentes oleosos em uma mistura e facilitando a dispersdo do 6leo como goticulas

minusculas na fase aquosa (206).

A caracterizacdo fisico-quimica de nanocapsulas recém-preparadas se faz necessaria
para o controle de qualidade do material desenvolvido. Além disso, € importante conhecer o
sistema de nanoparticulas com que se esta trabalhando, uma vez que ja é descrito na literatura
que caracteristicas como tamanho, pH e carga superficial, podem afetar a sua estabilidade
fisica e influenciar na taxa de liberacdo da substancia incorporada, além de atuar na interacao

com o meio biol6gico (207, 208).

Estudos relacionados com o diametro das particulas indicam que o tamanho e a forma
podem influenciar na sua toxicidade ao afetar sitios de deposicao, eliminacdo do organismo
ou resultar em respostas bioldgicas como inflamacéo (209). De fato, um estudo de Carlson e
colaboradores mostrou que a administracdo de nanoparticulas de prata, com didametro de 15
nm, em cultura celular de macrofago resulta em uma atividade citotoxica, induzida, pelo

menos em parte, por uma resposta pro-oxidante, enquanto que a administragdo das mesmas
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nanoparticulas com 50 nm, ndo induz tal resposta (210). Além disso, 0 monitoramento de
mudancas na distribuicdo de tamanho das nanocapsulas também é importante pois pode
indicar a tendéncia a agregacao e/ou sedimentagdo das nanoparticulas dispersas, em funcéo do
tempo (199). A espectroscopia de correlacdo de fétons (ou espalhamento de luz dinamica) e
difracdo de raios laser s@o técnicas muito utilizadas para a analise de tamanho e distribuicao
de didmetro de particulas. Uma vantagem clara da difratometria laser € a cobertura de faixa
ampla de didmetro nanométrico para milimétrico, apesar de ser uma técnica menos precisa e
menos sensivel que a espectrometria de correlacdo de fotons. Portanto, é altamente
recomendado o uso de ambos os métodos simultaneamente para uma analise mais precisa do
didmetro das particulas preparadas (208, 211, 212). Neste trabalho, o sistema de
desenvolvimento permitiu a formacdo de nanocapsulas contendo JME-173 exibindo didmetro
médio de 120 a 180 nm quando avaliado por difratometria de laser e espectrometria de
correlacdo de fotons, respectivamente. Em ambas as analises, as nanocapsulas apresentaram
um baixo indice de polidispersdo, indicando uma distribuicdo homogénea no didmetro das
particulas. Nossos dados estdo em conformidade com os estudos de Frank e colaboradores, 0s
quais demonstraram, através de espectroscopia de correlacdo de fdétons, a obtencdo de
nanocapsulas com diametro médio de 185 nm, utilizando o Eudragit® S-100 como polimero,
pelo método de deposicao interfacial de polimero biodegradaveis pré-formados (213). Em
estudo realizado por outro grupo de pesquisa, também foi possivel observar que suspensao de
nanoparticulas constituidas por Eudragit® S-100 apresentou didmetro médio de 172 nm

(214), valores estes muito proximos ao encontrado em nosso estudo.

O potencial zeta reflete o potencial elétrico presente na superficie de particulas, sendo
um parametro muito importante, pois permite previsdes sobre a estabilidade de
armazenamento de uma dispersdo coloidal. Em geral, a agregacdo das particulas tem menos
probabilidade de ocorrer por particulas altamente carregadas, positiva ou negativamente,
devido a repulsdo elétrica (199, 208, 211). Os dados do presente estudo demonstraram que
nanocapsulas contendo JME-173 e revestidas por Eudragit® S-100 apresentaram um
potencial zeta de -39 mV. E descrito na literatura que os polimeros constituintes das
nanoparticulas sdo componentes com grande capacidade de influenciar o potencial zeta de
nanocapsulas presentes na formulacdo (199). De fato, foi possivel observar em nosso estudo
que as nanocapsulas exibiram uma carga de superficie altamente negativa, 0 que pode ser
atribuido a caracteristica do polimero utilizado, mais especificamente, o acido metacrilico
presente na composi¢cdo do Eudragit® S-100 (213). Ademais, Prakash e colaboradores
demonstraram que nanoparticulas contendo um principio ativo extraido a partir das folhas da

planta medicinal indiana Andrographis paniculata, revestidas com Eudragit® S-100,
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apresentaram um potencial zeta entre -28.5 a -33.4 mV, valores esses que variam de acordo
com a proporcao polimero/droga utilizado. Esses dados corroboram com 0s nossos achados,
demonstrando a carga de superficie negativa caracteristica do polimero empregado (215).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada para andalise do teor total do
farmaco presente em uma formulacdo e para a andlise da taxa de principio ativo
nanoencapsulado (211). O método apresenta vantagens devido a capacidade de separacdo de
maltiplos componentes durante a analise de amostras, aléem de ser uma técnica simples,
robusta, reprodutivel, de alta sensibilidade e precisdo, mesmo para pequenas quantidades de
produtos de degradacdo produzidos (216, 217). A anéalise da concentracdo total de principio
ativo, realizada por cromatografia, nos mostrou que a formulacdo apresentou valor total de
JME-173 de 94%, enquanto que a analise da taxa de composto nanoencapsulado, realizada
através da quantificacdo do centrifugado filtrado da formulacéo, evidenciou uma eficiéncia de
encapsulacdo de 97%. Estudos de Prakash e colaboradores demonstraram valor maximo de
eficiéncia de encapsulacdo de 76% ao utilizar o polimero Eudragit® S-100 para encapsulacdo
de um extrato de folhas da planta medicinal indiana Andrographis paniculata (215). A
diferenca nos valores encontrados em relacdo ao nosso estudo pode ser explicada pelo
trabalho de Vineela e colaboradores, onde alteragdes na proporcdo entre Eudragit® S-100,
composto e solvente organico, resultaram em taxas de encapsulacdo que variaram de 65 a
96%, indicando a importancia na escolha da concentragdo de cada constituinte na formulacédo
(218). Além disso, outra caracteristica importante que pode estar associada a diferenca
encontrada entre os estudos consiste na natureza do principio ativo utilizado, uma vez que a
massa molar, taxa de hidrofobicidade, os segmentos das cadeias macromoleculares,
cristalinidade, dentre outros fatores podem influenciar diretamente o seu potencial de
encapsulacdo (219). Entretanto, é importante ressaltar que uma eficiéncia de encapsulacdo de
97% é um valor bastante satisfatério, estando de acordo com o que € preconizado pelas

agéncias reguladoras para este tipo de analise.

A estabilidade fisico-quimica das nanocédpsulas pode ser monitoradas a partir de
variacdes do pH no decorrer do tempo, uma vez que alteracGes desse parametro indicam a
degradacdo de polimero ou outros ingredientes da formulacdo (199, 211). Nossos dados
demonstram que a formulacdo apresentou pH médio de 3,8. O estudo de Schaffazick e
colaboradores em que a formulacéo de nanocapsulas de melatonina, utilizando o Eudragit® S-
100 como polimero, resultou em uma formulacdo com pH de 3,9, ddo suporte aos nossos
achados (220). Além disso, ja € bem descrito na literatura que compostos revestidos por

Eudragit® S-100 apresentam liberacdo de forma pH-dependente. Em um ambiente acido,
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caracteristico na regido do estdbmago, os grupos carboxila das cadeias de acido metacrilico do
polimero séo protonados e as cadeias laterais ndo sdo carregadas. Apés alcancar regides como
a do colon, onde se encontram valores de pH neutro ou basico, os grupos carboxila
desprotonam e, devido ao aumento das cargas repulsivas negativas nas cadeias laterais, 0
polimero incha, liberando todo o conteldo que estava presente em seu interior (194). Esse

mecanismo de liberacdo justifica o pH acido encontrado na formulag&o.

Visando analisar se a incorporacdo do JME-173 em nanocapsulas resultaria em
aumento de seu efeito farmacoldgico, avaliamos o impacto de sua administracdo em animais
submetidos a inflamacdo pulmonar por exposicdo a LPS. Tal modelo foi escolhido nesta
triagem inicial por apresentar vantagens diversas, incluindo o fato de ja ser bem estabelecido
na literatura, e de fécil reprodutibilidade (190, 221, 222). Além disso, o desenvolvimento de
uma lesdo pulmonar estavel, utilizando endotoxina, leva normalmente algumas horas,
tornando o protocolo de grande valia em ensaios rapidos, visando triagem e escolha de doses

de drogas em estudos de triagem (223).

Trabalhos prévios demonstram que a instilacdo de LPS resulta em um aumento no
numero de células inflamatorias, como neutréfilos e macrofagos, no pulmao de camundongos
(224, 225). Durante a fase aguda da inflamacdo, os neutrofilos sdo as primeiras células
inflamatorias a seguir um gradiente de estimulos inflamatérios e migrar para os sitios de
inflamacéo, liberando proteases que contribuirdo para a degradacdo dos componentes da
matriz extracelular, aumentando a resposta inflamatéria, ou ainda, liberando citocinas que irdo
favorecer o recrutamento e acumulo de mais leucdécitos (226). Por outro lado, os macrofagos
alveolares fornecem a primeira linha de defesa contra organismos e irritantes inalados,
desempenhado papel importante no desenvolvimento de lesdo pulmonar, através da secrecao
exacerbada de mediadores como oxidantes e proteinases (227). Os resultados apresentados no
presente estudo mostraram que o tratamento oral com JME-173 nanoencapsulado reduziu o
influxo de neutrdfilos e macréfagos recolhidos no BAL, enquanto que o tratamento com o
composto livre ndo foi capaz de interferir no aumento do infiltrado inflamat6rio. Evidéncias
crescentes sugerem que anestésicos locais apresentam efeito protetor sobre a resposta
inflamatoria em doencas que apresentam esse perfil (228, 229). Esse pressuposto &
confirmado pelo estudo de Mikawa e colaboradores demonstrando que o pré-tratamento com
lidocaina atenuou significativamente a lesdo pulmonar induzida por endotoxina de E. coli em
coelhos, através da diminui¢do do acumulo de células polimorfonucleares e producdo de
anions superoxidos por essas células (106). Além disso, estudos sugerem que a mexiletina

pode atuar na inibicdo da geracdo de radicais livres, além de retardar a producdo do anion
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superdxido por neutréfilos ativados, inibindo assim o potencial pro-inflamatério dessas
células (227). Em outro estudo, onde foi utilizado um modelo de inflamacdo induzida por
endotoxina de E. coli em ratos, Schmidt e colaboradores relataram que o pré-tratamento com
lidocaina atenuou o aumento da ativacdo, aderéncia, funcdo metabolica e migracdo de
monocitos para os sitios inflamados (230). Esses estudos estdo alinhados com 0S nossos
achados, reforcando que, apesar de ndo apresentar mais atividade anestésica, o andlogo JME-
173, quando nanoformulado, mantém a atividade anti-inflamatdria presente nessa classe de

agentes.

Outro ponto interessante, o efeito anti-inflamatdrio observado com a administracdo do
composto nanoencapsulado ndo foi reproduzido pelo tratamento com a mesma substancia na
forma livre, sugerindo que a formulagdo de nanoparticulas resultou, de fato, em um aumento
da biodisponibilidade de JME-173 no organismo. Entretanto, experimentos visando a
quantificacdo, através de HPLC, do JME-173 no tecido pulmonar devem ser realizados para
suportar esta hipdtese. Baseado na literatura, podemos sugerir que esse aumento da
biodisponibilidade é decorrente, dentre outros fatores, da protecéo polimérica da droga contra
elementos destrutivos e também do aumento da absorcdo da droga dentro do trato
gastrointestinal (174, 231, 232). Séo descritos na literatura, diversos mecanismos envolvendo
a absorcdo gastrointestinal de nanoparticulas, como por exemplo 0 aumento da muco ades&o,
transporte por canais celulares, captura por ceélulas epiteliais intestinais e captura por
linfonodos no ileo (placas de Peyer) (233). Além disso, o tamanho das nanoparticulas € um
fator importante na absorcao gastrointestinal, uma vez que o estudo de Win e colaboradores
demonstrou que nanoparticulas poliméricas de 100 nm apresentaram absor¢do 10-250 vezes
maior que particulas de 500 nm, 1 um, e 10 um (234). A partir desses achados, é possivel
sugerir que as nanocapsulas contendo JME-173 apresentam maior absorcdo pelo trato
gastrointestinal, resultando no aumento da biodisponibilidade do principio ativo e,
consequentemente, aumento no efeito terapéutico, no entanto mais estudos sdo necessarios
para se confirmar tal hipotese. Além disso, a hipotese de que a interagdo polimero-composto
pode resultar em mudancas no perfil do mecanismo de acdo do JME-173, ou outros

mecanismos ainda desconhecidos, ndo podem ser descartadas.

Visando avaliar se o efeito protetor do tratamento com JME-173 nanoencapsulado
sobre 0 aumento de neutréfilos encontrados no BAL é refletido sobre a presenca dessas
células no tecido pulmonar, avaliamos a repercussdo da administragdo do composto sobre 0s
niveis de MPO no pulmdo. A MPO € a proteina mais abundante presente nos granulos

intracelulares de neutrdfilos, constituindo cerca de 5% de sua massa seca (235). Devido a essa
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caracteristica, estudos prévios indicam que essa proteina poderia ser utilizado como um bom
marcador para determinacdo da presenca de neutréfilos em tecidos (236). J& esta bem descrito
na literatura que a instilagdo com LPS é capaz de induzir o aumento na atividade de MPO em
camundongos (224, 225). Nosso estudo demonstrou que, de forma semelhante ao observado
em relacdo a contagem de neutrofilos no lavado broncoalveolar, somente o tratamento com
JME-173 nanoencapsulado inibiu, de maneira significativa, 0 aumento de MPO presente no
pulm&o. Esse dado e consistente com o estudo de Chevalier e colaboradores onde observou-se
achados similares apds tratamento com o anestésico lidocaina, levando a reducao da atividade
de MPO em modelo de inflamacdo do colén aguda, em ratos (237). Em conjunto, nossos
achados indicam que a atividade de MPO pulmonar esta de fato correlacionada com a
presenca de neutrofilos no BAL, assim como confirmam o efeito protetor sobre o tecido

pulmonar do tratamento com JME-173 reduzindo o infiltrado desse tipo celular.

Durante a resposta a patdgenos, as citocinas atuam nas interacdes e comunicacgdes
entre células e no desencadeamento e perpetuacdo da inflamacgdo, enquanto as quimiocinas
coordenam o recrutamento, e ativacdo de leucdcitos a partir de um gradiente de concentracao
(238, 239). Estudos em modelos animais demonstram niveis aumentados de IL-1j,
KC/CXCL1, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCLS5, apds a exposicdo ao LPS (240). A IL-1B ¢
uma citocina inicialmente descoberta como responsavel por induzir febre, no entanto,
atualmente se sabe que esse mediador é na verdade capaz de iniciar diversas outras respostas
imunoldgicas, incluindo o influxo e ativacdo de neutrofilos, indugdo da producdo de outras
citocinas, proliferacdo de fibroblastos e producao de colageno (241). Enquanto que a MCP-1,
ou CCL2, é uma quimiocina produzida por uma variedade de células, tanto constitutivamente
quanto ap6s a inducdo por citocinas, exercendo uma acdo potente sobre o recrutamento de
monocitos durante a infeccdo ou sob outras condi¢bes inflamatdrias (238). Os nossos
resultados demonstraram que a nanoencapsulacdo do JME-173, administrado oralmente,
resultou na reducdo dos niveis de ambos os mediadores inflamatérios em camundongos
instilados com LPS. A inibicdo da secrecdo de IL-1p e MCP-1/CCL2, através do uso de
anestésicos locais, ja esta descrita em estudos na literatura. De fato, o estudo de Suzuki e
colaboradores, demonstrando a acdo da lidocaina sobre a reducdo desses mediadores, in vitro,
da suporte aos nossos achados (242). Estudos in vivo também apontam ara uma reducéo
importante na liberacdo de mediadores inflamatorios apos o tratamento com lidocaina. Em um
experimento onde investigou-se a liberacdo de citocinas apds lesdo pulmonar aguda induzida
por hiperoxia em coelhos, o pré-tratamento intravenoso com lidocaina atenuou
significativamente a liberagdo dentre outras citocinas, de IL-1p do pulmdo dos animais,

acompanhado pela reducdo do influxo e diminuicdo da inflamacdo (108). KC, ou CXCL1,

80



uma quimiocina murina homologa a IL-8 humana, tem sido implicada em uma série de
condic@es fisiopatologicas inflamatorias experimentais, exercendo seu efeito principalmente
na quimiotaxia de neutréfilos a partir da ligacdo aos receptores CXCR1 e CXCR2 (243, 244).
A quimiocina RANTES, ou CCL5, também apresenta papel relevante na mediacdo da
resposta inflamatoria, através da atividade quimiotatica de células como macréfagos,
mondcitos e linfécitos T, via receptores CCR1, CCR3 e CCR5. Observamos em nosso estudo
que o tratamento com JME-173 nanoencapsulado reduziu os niveis de KC/CXCL1 e
RANTES/CCL5 no tecido pulmonar. Os estudos demonstrando que o bloqueio da ligacdo do
RANTES/CCL5 ao receptor de CCR5 resulta em uma marcada diminuicdo da infiltracdo de
mondcitos em um modelo de glomerulonefrite experimental e que o bloqueio de
CXCR1/CXCR?2 inibe a adesdo de neutrdfilos aos microvasos sinoviais e, consequentemente,
a sua migracdo para os sitios de inflamacdo em modelo experimental de artrite, confirmam a
acao direta de ambas as quimiocinas sobre essas células (245, 246). Em conjunto, os dados
indicam que a inibicdo de KC/CXCL1, RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2 e IL-1p podem estar
diretamente relacionadas com a diminuicéo de neutrofilos e macréfagos encontrados no BAL

de camundongos instilados com LPS e tratados com JME-173 nanoencapsulado.

Estudos em modelos experimentais demonstram que o aumento no ndmero de
leucdcitos e teor de mediadores pro-inflamatérios no pulmédo de camundongos expostos ao
LPS é, geralmente, acompanhado por uma resposta de hiper-reatividade brénquica. Em geral,
essa resposta pode permanecer estavel, aumentar apds a exposicao a agentes sensibilizadores,
ou ainda ser inibida através da acdo de agentes terapéuticos ou de forma espontanea (247).
Observamos em nosso estudo que o tratamento com JME-173 nanoencapsulado, em todas as
doses avaliadas, foi capaz de reverter o estado de hiper-reatividade bronquica, como
verificado pelo aumento nos indices de elastancia pulmonar nos animais estimulados com
LPS e expostos a metacolina. De maneira semelhante, Nishina e colaboradores observaram
que o tratamento com lidocaina restabeleceu a complacéncia pulmonar, a qual se encontrava
diminuida em coelhos apés aspiracdo de acido cloridrico (HCI) (105). De forma interessante,
observamos ainda que a administragdo do composto livre na maior dose (50 mg/Kg) também
resultou na diminuicdo da AHR, apesar de ndo alterar os parametros associados a inflamacéo
induzida pela exposicdo ao LPS. O influxo de células inflamatorias e a agdo de seus
mediadores nas vias respiratorias sdo frequentemente associados a hiper-reatividade
brénquica, tanto em humanos quanto em modelos animais, sugerindo uma relacéo direta entre
ambos 0s parametros. Este pressuposto, no entanto, é discutivel, uma vez que relatos na
literatura demonstram tais elementos atuando de forma dissociada. Leckie e colaboradores,

expdem em seu estudo que a administracdo de anticorpos monoclonais anti-1L-5 inibe o perfil
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inflamatdrio, sem interferir contudo sobre a hiper-reatividade em pacientes asmaticos (248).
Estudos demonstram também, que o bloqueio de algumas proteinas como Rho-cinase ou fator
de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB) em camundongos resulta na inibi¢do de inflamagao,
mas ndo da hiper-reatividade de vias aéeras, ou vice-versa (249, 250). Além disso, a terapia
atual utilizada na clinica, visando minimizar as alteracfes patoldgicas associadas a asma,
consiste no uso combinado de medicamentos anti-inflamatérios em associacdo com agentes
broncodilatadores, demonstrando que a reducdo de células inflamatérias ndo influencia
diretamente no relaxamento das vias aéreas dos pacientes (251). Essas evidéncias, em
conjunto, sugerem a possivel dissociacdo existente no efeito do JME-173 sobre a AHR e
inflamacdo encontrado em nosso estudo, sendo possivel sugerir que o composto apresenta
uma atividade de relaxamento das vias aéreas mais eficiente que a sua atividade anti-
inflamatdria. De fato, estudos anteriores ja demonstraram a importante atividade do prototipo
mexiletina, sobre o relaxamento das vias aéreas, resultando, inclusive, no bloqueio do reflexo

de broncoconstrigdo em asmaticos (128, 252).

Apesar dos resultados promissores obtidos com a nanoencapsulacdo do JME-173 em
ensaios biologicos, a formulacdo em forma de suspensdo apresentou baixa estabilidade, sendo
possivel observar a formacdo de precipitados na parede dos frascos ap6s alguns dias de seu
preparo, o que foi seguido por evidente perda da atividade farmacoldgica frente & resposta
inflamatoria pulmonar e hiper-reatividade brénquica causadas por LPS. Essa observacdo
demonstra a instabilidade fisica da formulacdo em funcdo do tempo de armazenamento,
contrastando com dados da literatura demonstrando que nanoparticulas utilizando o
Eudragit® S-100 como polimero resultam em formulacdes com estabilidade média de 3,5
meses (220). Acreditamos que intera¢6es envolvendo o pH do principio ativo com o polimero
possam ter influenciado na baixa estabilidade apresentada pela formulagdo. Essa afirmacéo é
possivel uma vez que o JME-173 encontrava-se na forma de base livre antes de ser
nanoencapsulado. Considerando que o Eudragit® S-100 apresenta grupos carboxila que
deprotonam, liberando o conteido em seu interior em ambientes com pH a partirde 7 —-7.2, 0
pH basico do JME-173 poderia estar atuando na degradacdo do polimero ao longo do tempo
(194). De fato, ao avaliarmos as formulacdes degradadas observamos que o pH anteriormente
acido (em média 3,8) se encontrava em escala basica (aproximadamente 7,8), reforcando a
nossa hipotese. Além disso, limitacGes associadas a estabilidade de formulacdes liquidas séo
bem caracterizadas e descritas na literatura, consistindo principalmente na agregacdo das
particulas, estabilidade quimica do polimero, do principio ativo ou de outras matérias-primas
e liberacéo prematura da substancia ativa, além da susceptibilidade a proliferagdo microbiana,
limitando assim a sua aplicabilidade industrial (199). Considerando que estes problemas
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fisico-quimicos e microbiologicos possam ser evitados atraves da eliminacdo do componente
aquoso da formulagdo, vem crescendo o interesse pelo desenvolvimento de formas
farmacéuticas de nanoparticulas na forma solida (199). Esse processo pode ser conseguido
através de liofilizacdo ou spray-drying da formulacdo, sendo o método de spray-drying mais
indicado para nanocépsulas, devido a seu baixo custo, processo rapido e possibilidade de
modular as caracteristicas fisico-quimicas do p6 (253). Em nosso estudo, o processo de
secagem foi realizado em formulages preparadas pelo método de deposicao interfacial de
polimeros biodegradaveis pré-formados, onde foi testada a adi¢do dos adjuvantes de secagem
I-leucina ou lactose a suspensao resultante da nanoprecipitacdo e posterior secagem por spray-
drying. O uso do adjuvante I-leucina apresentou melhor resultado como adjuvante carreador
de particulas. O dado de didmetro de particulas demonstrou, conforme esperado, uma
populacdo de tamanho majoritariamente nanométrico com a utilizacdo de tal adjuvante.
Estudos na literatura indicam que, de fato, a I-leucina é capaz de reduzir as forcas de adesédo
(propriedade antiaderente) das particulas, o que facilita a desaglomeracdo das nanocéapsulas
em meio aquoso (254, 255). Além disso, foi observado uma populacdo em pequena
quantidade de particulas de tamanho micrométrico, sendo possivel sugerir que essa populacao
é constituida, principalmente, de resquicios do adjuvante usado em nossa formulacdo. Quando
avaliado o efeito do tratamento com nanoparticulas no modelo de inflamagdo pulmonar
induzida por LPS, foi possivel observar que a administragdo de nanocépsulas na forma de pé
redisperso, ap6s um més de seu preparo, reduziu, de maneira significativa, os leucécitos no
BAL, a AHR, além dos niveis de MPO e citocinas pro-inflamatérias em camundongos, efeito
este semelhante ao encontrado com a administracdo da formulacdo na forma liquida. Esses
dados abrem a possibilidade da investigacdo de nanocapsulas contendo JME-173 na forma
seca no tratamento de doencas inflamatdrias pulmonares cronicas, uma vez que apresentam
uma interessante estabilidade e possibilidade de seu uso farmacéutico compartimentados
como capsulas e comprimidos de ampla aplicacdo industrial (199). No entanto, estudos mais
aprofundados também se fazem necessarios no sentido da melhor caracterizacdo da
formulacéo seca, ndo apenas quanto a estabilidade temporal efetiva, como também em relacéo
a propria forma de administracdo, distribuicdo, eliminacdo, além de seus efeitos em outros
modelos de inflamag&o pulmonar, utilizando protocolos de administrages por periodos mais

prolongados.
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6. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o tratamento in vivo com JME-173 livre (100 mg/Kg) nao
apresenta indicios de atividade toxica. Alem disso, foi possivel a nanoencapsulacdo do
analogo visando a aplicacdo bioldgica, dado confirmado pelos resultados de caracterizacdo
fisico-quimica. Foi observado também que o tratamento, em baixas doses, com suspensao de
nanocépsulas contendo JME-173, mas ndao do composto em sua forma livre, apresenta efeito
anti-inflamatorio, evidenciado pela reducdo do nimero de neutréfilos e macréfagos nas vias
aéreas e pela diminuicdo dos niveis de MPO e mediadores pro-inflamatérios como
KC/CXCL1, MCP-1/CCL2, RANTES/CCLS5 e IL-1p no tecido pulmonar, além de abolir o
estado de hiper-reatividade bronquica induzido por LPS (Figura 6.1). Por fim, os achados
envolvendo nanocépsulas de JME-173 submetidas a técnica de secagem em spray drier
indicam fortemente que esta formulacdo apresenta estabilidade fisico-quimica de
armazenamento otimizada, além de manter a atividade observada nas nanocéapsulas de JME-

173 sob a forma de suspenséo.

Em suma, concluimos que a utilizacdo de nanocéapsulas como carreador potencializa as
propriedades anti-inflamatoria e de relaxamento das vias aéreas do andlogo JME-173

administrado por via oral.
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Figura 6.1 - Efeito anti-inflamatério e broncorelaxador do tratamento com JME-173
nanoencapsulado, avaliado em modelo de inflamagdo pulmonar induzida por LPS. O
tratamento oral com nanocapsulas contendo o analogo nao anestésico da mexiletina JME-173,
resultou na inibicdo de alteracdes patologias crucias como a diminuicdo do nimero aumentado de
macrofagos e neutrdfilos, redugdo dos niveis elevados de MPO, IL-1B, KC, MCP-1 e RANTES,
aléem da hiper-reatividade das vias aéreas decorrentes da instilagdo intranasal de LPS em
camundongos.
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