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NANOPARTÍCULAS CONTENDO O ANÁLOGO DA MEXILETINA, JME-173: DESENVOLVIMENTO, 

CARACTERIZAÇÃO E AVALIAÇÃO FARMACOLÓGICA EM MODELO DE INFLAMAÇÃO 

PULMONAR INDUZIDA POR LPS 

 
RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

Diego de Sá Coutinho 

 

Estudos anteriores sugerem que análogos não anestésicos de lidocaína seriam uma forma 

alternativa de obter-se os efeitos antiasmáticos sem os efeitos adversos do anestésico local (AL). O 

composto JME-173, análogo não anestésico do AL mexiletina, foi planejado para agir como anti-

inflamatório e broncodilatador de uso oral. Entretanto, apesar de ativo na asma experimental após 

nebulização, seu efeito por via oral foi pouco significativo. O presente projeto visou o 

desenvolvimento e caracterização físico-química de nanocápsulas contendo JME-173 e a avaliação 

de seu potencial efeito farmacológico na inflamação pulmonar induzida por LPS. As formulações 

de nanocápsulas foram preparadas pela técnica de deposição interfacial de polímeros 

biodegradáveis pré-formados. A análise fatorial indicou que as formulações preparadas com o 

polímero Eudragit® S-100 apresentaram melhor diâmetro e melhor índice de polidispersão, se 

comparadas ao polímero PCL. As nanocápsulas de Eudragit® S-100, contendo JME-173, 

apresentaram diâmetro médio de 120-180 nm, potencial zeta de -39,9 mV e baixo índice de 

polidispersão. O teor médio do composto na formulação foi de 95%, com 97% de eficiência de 

encapsulação. Visando a avaliação farmacológica das formulações, camundongos A/J machos 

foram tratados, 4 h antes da instilação com LPS, com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8-50 

mg/Kg, v.o.), sendo as análises realizadas 18 h após a provocação. Os resultados mostraram que o 

tratamento com JME-173 nanoencapsulado (8 e 25 mg/kg), diferente da forma livre, reduziu o 

influxo leucocitário no lavado broncoalveolar, a atividade de mieloperoxidase e os níveis de KC, 

IL-1β, MCP-1 e RANTES no pulmão de camundongos desafiados com LPS. O tratamento com a 

formulação de JME-173 aboliu também a elastância pulmonar aumentada nos animais desafiados. 

Visando aumentar o tempo de estabilidade das nanocápsulas de JME-173 em suspensão, que se 

mostrou pouco satisfatório, o preparo das nanocápsulas foi acrescido de uma etapa de secagem da 

suspensão. A secagem foi realizada através da técnica de spray dryier, e resultou em nanocápsulas 

sob a forma de pó, que após redispersão em salina, evidenciou as mesmas características físico-

químicas da suspensão original. Ademais, o tratamento com nanocápsulas de JME-173 (25 

mg/kg), imediatamente após redispersão, aboliu o acúmulo de leucócitos no lavado broncoalveolar 

e tecido, a produção de citocinas inflamatórias e a hiper-reatividade das vias aéreas observados nos 

animais estimulados com LPS. Em conjunto, os resultados indicam que a nanoencapsulação de 

JME-173, na presença do polímero de Eudragit® S-100, aumentou significativamente a atividade 

anti-inflamatória do composto. Os achados sugerem ainda que a nanoformulação de JME-173 

pode ser estocada sob a forma de pó seco e administrada por via oral imediatamente após 

redispersão em salina. Esses achados sublinham o potencial anti-inflamatório do composto JME-

173 administrado oralmente, enfatizando o seu valor no contexto do desenvolvimento de novas 

formas de tratamento para condições clínicas onde haja inflamação pulmonar mediada por 

neutrófilos.  
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ABSTRACT 

 
TESE DE DOUTORADO 

 

Diego de Sá 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. JME-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 JME-173, reduced leukocyte influx in bronchoalveolar lavage, myeloperoxidase 

activity, and levels of KC, IL-1β, 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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1. INTRODUÇÃO 

1.1. DOENÇAS INFLAMATÓRIAS PULMONARES 

1.1.1. Aspectos gerais 

As doenças inflamatórias pulmonares são um dos problemas de saúde pública de 

maior relevância mundial atualmente. A asma, a doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) 

e a síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) são exemplos de distúrbios 

inflamatórios pulmonares de enorme impacto sobre a vida dos pacientes, apresentando índices 

consideráveis de morbidade e mortalidade (1-3). Todas as doenças são caracterizadas por um 

perfil inflamatório crônico no pulmão e por limitação do fluxo de ar, mas a natureza da 

inflamação difere entre as doenças, resultando em diferentes patologias, manifestações 

clínicas e respostas à terapia. Em casos extremos, os pacientes compartilham traços de mais 

de uma das doenças simultaneamente (4-6). 

A asma pode ser definida como uma doença inflamatória crônica das vias aéreas 

desencadeada, principalmente, por exposição a alergenos, resultando em obstrução do fluxo 

de ar, o qual é geralmente reversível espontaneamente ou com tratamento (7). De maneira 

diferente, a DPOC é descrita como uma doença pulmonar caracterizada por uma resposta 

inflamatória crônica nas vias aéreas e nos pulmões a partículas ou gases nocivos, levando a 

obstrução persistente do fluxo de ar, a qual é geralmente progressiva e irreversível ou apenas 

parcialmente reversível (8, 9). Já a SDRA é uma doença ocasionada, em 79% dos casos, por 

sepse grave, sendo caracterizada por hipoxemia aguda e infiltração bilateral no tórax, levando 

ao comprometimento da troca de gasosa (10). 

Embora classificadas como enfermidades distintas, a DPOC e a SDRA são marcadas 

por inflamação pulmonar associada predominantemente à resposta imune inata. Em ambos os 

casos, os macrófagos e neutrófilos têm participação importante no desenvolvimento e no 

estabelecimento da doença (11, 12). De forma contrária, a asma é originalmente definida 

como uma doença inflamatória alérgica com participação de linfócitos Th2, produção de 

imunoglobulina do tipo E (IgE) por linfócitos B, além do envolvimento de outros leucócitos 

como eosinófilos, basófilos e mastócitos (1). No entanto, hoje em dia sabe-se que a imunidade 

inata e neutrófilos atuam ativamente em alguns fenótipos de asma, assim como a eosinofilia 

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

Informações precisas sobre a prevalência das doenças inflamatórias pulmonares são 

cruciais para compreender os seus custos, juntamente com os rumos em relação à prevenção 

ou ao tratamento ao longo do tempo e em diferentes regiões (15). A asma é uma doença 

respiratória crônica que afeta 1-18% da população em diferentes países (16). As estimativas 

de análises mundiais sugerem que cerca de 235 a 334 milhões de indivíduos sofram com a 

doença, com projeções de que a asma atinja 400 milhões de pacientes em 2025 (7, 17). A 

asma atópica, associada às respostas alérgicas, é a forma mais comum da doença (17, 18). Sua 

prevalência está aumentando em muitos países, especialmente entre as crianças. Embora 

alguns países tenham registrado um declínio nas hospitalizações e nas mortes, a asma ainda 

impõe um custo extremamente elevado aos sistemas de cuidados de saúde e à sociedade 

através da perda de produtividade no local de trabalho e, especialmente na asma infantil, 

transtornos a família (16). Achados da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para 

o Manejo da Asma demonstram que em 2011 houve cerca de 160.000 hospitalizações, no 

Brasil, em virtude de exacerbações de asma. Tal estudo indicou que a doença foi a quarta 

principal causa de hospitalizações pelo Sistema Único de Saúde (SUS), além de ter sido a 

terceira principal causa de hospitalizações em crianças e jovens adultos (19). Um estudo mais 

recente demonstra que, devido às políticas governamentais de controle da asma, o número 

absoluto de mortes relacionadas com a doença no país 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 redução de 46,2%, entre 1980 e 2014 (20). 

Assim como a asma, a DPOC é uma doença incapacitante e de alta prevalência. 

Estima-se que a doença afete cerca de 210 milhões de pessoas no mundo inteiro (21). Devido 

a sua prevalência, a DPOC também está associada a um elevado custo socioeconômico, além 

de altos índices de mortalidade (22). Estudos demonstram que a doença leva à morte de pelo 

menos três milhões de pessoas no mundo inteiro anualmente (8, 23). De forma preocupante, 

com a crescente prevalência de tabagismo nos países em desenvolvimento e o envelhecimento 

das populações em países de alta renda, a prevalência de DPOC deverá aumentar nos 

próximos anos e, até 2030, pode haver mais de 4,5 milhões de mortes por ano de DPOC e 

condições relacionadas (8).  No Brasil, estima-se que a DPOC acometa cerca de sete milhões 

de pessoas com 40 anos ou mais (24). Devido a sua elevada prevalência, a doença apresenta 

também altos custos ao sistema de saúde.  Em 2011, cerca de 103 milhões de Reais do SUS 

foram utilizados devido a 142.635 internações relacionadas à DPOC. Esse custo foi superior 

ao de pacientes com infarto agudo do miocárdio e hipertensão arterial e foi equivalente ao de 

portadores de diabetes (25). No que diz respeito à mortalidade, nos últimos 20 anos vem 
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crescendo o número de óbitos por DPOC tanto em homens quanto mulheres brasileiras. 

Dados de 2013 indicam que a DPOC foi a terceira causa de morte entre as doenças crônicas 

não transmissíveis, com um aumento de 12% no número de óbitos entre 2005 e 2010, 

representando quase 40.000 óbitos anuais  (25). 

Em relação à SDRA, a averiguação de sua prevalência entre os países tem sido difícil, 

devido ao seu diagnóstico desafiador, levando assim a valores altamente heterogêneos (26). 

Além disso, as manifestações clínicas da doença estão inerentemente ligadas à disponibilidade 

de leitos em unidades de terapia intensiva (UTIs) e suporte ventilatório, os quais variam 

significativamente entre os países e regiões (15). Apesar dessas limitações, um estudo 

publicado em 2016 por Belanni e colaboradores, avaliou a prevalência de SDRA a nível 

global. Neste estudo, onde foram analisados 12.906 pacientes admitidos em 459 UTIs de 50 

países, 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 Clínicas de Porto Alegre, indicou que cerca de 

15% apresentaram diagnóstico de SDRA. Nesses pacientes, a taxa de mortalidade foi de 66% 

(28). De maneira semelhante, a análise de prevalência realizada em pacientes que foram 

internados em UTIs no estado de São Paulo indica a incidência dessa síndrome em cerca de 

10% dos indivíduos (29). No entanto, esses valores podem divergir entre os trabalhos 

científicos. Um estudo multicêntrico publicado por Azevedo e colaboradores avaliou a 

prevalência de SDRA em 773 pacientes adultos, que exigiram ventilação invasiva ou não 

invasiva por mais de 24 horas, em 45 UTIs de 12 estados brasileiros. A SDRA foi 

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

 

1.1.3. Fisiopatologia das doenças inflamatórias pulmonares  

1.1.3.1.  Asma  

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas associada à susceptibilidade 

genética do indivíduo em desenvolver uma resposta imunológica exacerbada quando exposto 

a fatores ambientais como alergenos, infecções respiratórias, fumaça de cigarro e poluição do 

ar (7, 31, 32).  A asma alérgica moderada é um dos tipos mais comuns da doença e é, 

geralmente, caracterizada pela presença de linfócitos Th2 ativados e infiltrados de eosinófilos 

em associação com a produção de IgE, hiperplasia e metaplasia de células secretoras de muco 

e hiper-reatividade das vias aéreas (AHR). Há também remodelamento brônquico decorrente 

do espessamento do epitélio das vias aéreas, fibrose subepitelial, deposição de colágeno e 
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hipertrofia muscular lisa (16, 33). Em conjunto, essas alterações 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. Após a 

exposição a estímulos ambientais como alergenos, o epitélio ativado libera citocinas, que irão 

contribuir para o aparecimento da resposta inflamatória desencadeadora da doença (35). Em 

associação com o epitélio das vias aéreas encontram-se as células apresentadoras de antígenos 

especializadas, como as células dendríticas, as quais irão capturar o alergeno, processá-lo em 

pequenos peptídeos e apresentá-los para os aos linfócitos T naive residentes na região dos 

linfonodos ou nos sítios da mucosa local.  Na presença de interleucina (IL)-4, estes linfócitos 

adquirem perfil de resposta de linfócitos T helper do tipo 2 (Th2) (35, 36). Os linfócitos Th2 

têm um papel importante na ativação da resposta imune, através da liberação de mediadores, 

como a IL-4, a qual promove a diferenciação de linfócitos B, que passam a produzir IgE. A 

IgE distribui-se sistemicamente através dos vasos linfáticos e, após obter acesso ao tecido 

pulmonar, irá se ligar ao seu receptor de alta afinidade (Fcɛ RI) expresso na membrana de 

mastócitos ou basófilos,  promovendo a diferenciação, maturação e prolongamento da 

sobrevida dessas células. Este processo de primeiro contato com a alergeno é conhecido como 

sensibilização. Nesta fase, não há sintomas clínicos (37, 38).  

Após a re-exposição, o alergeno se liga a pelo menos duas moléculas de IgE ligadas a 

FcεRI em mastócitos ou basófilos, com subsequente liberação de mediadores pré-formados 

(histamina, heparina, TNF-α) e mediadores lipídicos recém-sintetizados (prostaglandinas e 

leucotrienos). Esses eventos podem causar respostas como broncoconstrição, vasodilatação e 

secreção de muco nas vias aéreas, desencadeando respostas como espirros, tosse, corrimento 

nasal, dispneia e aperto no peito dos pacientes (38). Além disso, os linfócitos Th2 de memória 

específica ao alergeno, previamente ativados nesta fase da doença, proliferam-se e liberam 

citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. Em casos mais crônicos da doença a IL-13 atua, em 

conjunto com a IL-4, sob as células caliciformes, induzindo a sua hiperplasia e hipertrofia e 

aumentando a expressão gênica da mucina, o que resulta na produção exacerbada de muco e, 

consequentemente, obstrução das vias aéreas.  Essas citocinas também têm efeito direto nas 

células musculares lisas das vias aéreas, induzindo sua hipercontractilidade em asmáticos. 

Além disso, a resposta de IL-4 e IL-13 sobre os fibroblastos contribui para o remodelamento 

pulmonar, através da indução da produção de citocinas que estimulam as células epiteliais a 

secretar TGF-β, resultando, dentre outros fatores, no aumento da massa muscular lisa e 

espessamento da lâmina reticular (39, 40). A IL-5 é importante porque promove a ativação, a 

maturação e a sobrevivência dos eosinófilos no tecido inflamado, além de aumentar a sua 



5 

 

citotoxicidade e secreção de mediadores químicos (41). Os eosinófilos secretam diversos 

agentes inflamatórios potentes como a proteína básica principal (MBP), proteína catiônica de 

eosinófilos (ECP), neurotoxina derivada de eosinófilos (EDN) e a peroxidase de eosinófilos 

(EPO), assim como citocinas como Il-5 e IL-13, resultando em graves danos ao tecido e 

respostas de remodelamento e AHR, perpetuando assim o quadro inflamatório asmático (42).  

Os neutrófilos também migram para os pulmões durante a inflamação asmática, em 

geral nos casos mais graves da doença, num mecanismo majoritariamente mediado por 

linfócitos Th17 (40). A infiltração e ativação de neutrófilos contribuem para a gravidade da 

asma, uma vez que a inflamação pulmonar neutrofílica frequentemente responde mal à terapia 

mais eficaz no controle da asma que é aquela baseada no tratamento com agentes 

glicocorticoides. Isto torna o neutrófilo um alvo potencialmente atraente para novas terapias 

antiasmáticas (43). Em tais pacientes, a infiltração neutrofílica está correlacionada com a 

hipertrofia da glândula mucosa e secreção excessiva de muco, limitação persistente do fluxo 

de ar e o espessamento da membrana basal, sugerindo que os neutrófilos estão envolvidos em 

processos que levam ao remodelamento das vias aéreas (39). Um resumo do processo 

inflamatório asmático está demonstrado na Figura 1.1. 
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Figura 1.1 - Desenvolvimento da resposta inflamatória asmática. Uma vez dentro da luz das 

vias aéreas, os alergenos podem ser capturados por células dendríticas, que processam o antígeno e 

os apresentam para linfócitos Th0. Esses linfócitos adquirem perfil de resposta Th2, se proliferam e 

liberam citocinas como a IL-5 que induz a maturação e sobrevivência de eosinófilos e a IL-4 e IL-

13 que atuam  na troca de classes em linfócitos B que passam a produzir IgE específica aos 

antígenos. As IgEs são distribuídas sistemicamente e se ligam aos receptores FCɛ RI presentes na 

membrana de mastócitos ou basófilos.Enquanto que os linfócitos Th17 produzem IL17A e IL-17F 

que induzem o recrutamento e expansão de neutrófilos. Em conjunto, a ação dos diversos 

mediadores inflamatórios produzidos por diferentes células afetam as funções e taxas de 

proliferação de células estruturais das vias aéreas, incluindo células epiteliais, fibroblastos, células 

musculares lisas e células endoteliais vasculares. Modificado de Pelaia e colaboradores, 2015 (32). 
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1.1.3.2.  DPOC 

A DPOC é uma doença obstrutiva dos pulmões que progride lentamente ao longo de 

décadas, levando o paciente à morte por insuficiência respiratória, exceto em casos onde a 

morte ocorra por comorbidades, como doenças cardiovasculares e câncer de pulmão (44). A 

DPOC engloba dois fenótipos distintos, a bronquite obstrutiva crônica, caracterizada pela 

hipersecreção de muco, resultando em obstrução das vias aéreas inferiores e pelo fenótipo 

enfisematoso, caracterizado por alargamento dos interseptos alveolares e destruição do 

parênquima, perda da elasticidade pulmonar e fechamento das vias aéreas inferiores. 

Geralmente os pacientes com DPOC apresentam ambas as condições patológicas, mas a 

extensão relativa de enfisema e bronquite obstrutiva entre eles pode variar (8, 45). Estudos 

demonstram que bronquíolos de jovens fumantes já estão inflamados, refletindo os primeiros 

sinais de DPOC. No entanto, apenas cerca de 25% dos fumantes desenvolvem a doença, 

sugerindo que fatores genéticos e epigenéticos predispõem para o seu desenvolvimento, 

embora estes fatores ainda não tenham sido identificados (13, 46). Apesar de o tabagismo 

crônico ser a causa mais comum de DPOC, alguns pacientes, particularmente em países em 

desenvolvimento, desenvolvem a doença a partir da exposição a material da queima de 

biomassa ou outros irritantes inalados (46).  

 Ao contrário da asma, a inflamação na DPOC está predominantemente localizada nas 

vias aéreas periféricas e parênquima pulmonar e também está associada à inflamação 

sistêmica (1). A limitação do fluxo aéreo na DPOC é causada por processos patológicos como 

o remodelamento e estreitamento das vias aéreas inferiores, além da destruição do parênquima 

pulmonar, levando ao aprisionamento de ar (13, 22, 46). A hipersecreção de muco também 

pode contribuir para a obstrução das vias aéreas, uma vez que o muco ocupa tal região e tende 

a ser mantido por causa da disfunção ciliar (1). A inflamação na DPOC compreende, 

predominantemente, de células como macrófagos, neutrófilos e linfócitos T citotóxicos na 

parede e na luz das vias respiratórias inferiores. As células estruturais também estão 

envolvidas no desenvolvimento da doença (22). Geralmente, no processo de desenvolvimento 

da DPOC, as células epiteliais são ativadas diretamente por fumaça de cigarro ou outros 

irritantes inalados, resultando em produção e secreção de mediadores inflamatórios incluindo 

o TNF-α, IL-1β e IL-6 que irão atuar na amplificação da resposta inflamatória e na liberação 

de quimiocinas que irão atrair leucócitos como monócitos e linfócitos para o pulmão (46).  

Uma vez ativados, os macrófagos desempenham um papel chave na fisiopatologia da 

DPOC e podem orquestrar a resposta inflamatória crônica (46). O acúmulo de macrófagos em 

pacientes com DPOC pode ser explicado tanto pelo prolongamento do seu tempo de vida no 
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pulmão como pelo aumento do recrutamento de monócitos (seu precursor) da circulação, em 

resposta às quimiocinas (5, 47). Os macrófagos alveolares secretam enzimas elastolíticas, 

incluindo metaloproteinases da matriz (MMP)-2, MMP-9, MMP-12 e a catepsina K, L e S, 

destruindo o parênquima pulmonar e, em alguns casos, estimulando a secreção de muco por 

células caliciformes. Assim como as células epiteliais, os macrófagos também podem ser 

ativados pela fumaça de cigarro e secretar mediadores inflamatórios, incluindo as quimiocinas 

CXCL9, CXCL10 e CXCL11 que irão atuar no recrutamento de linfócitos T, CXCL1 e 

CXCL8, que irão recrutar neutrófilos e a CCL2 que irá recrutar monócitos para o tecido 

pulmonar (13, 45, 48). Em conjunto com os macrófagos, o aumento no número de neutrófilos 

é uma importante anormalidade encontrada em pacientes portadores de DPOC (47). Os 

neutrófilos secretam serinoproteases, incluindo elastases, catepsina G e proteinase-3, bem 

como a MMP-8 e MMP-9, o que contribui para a destruição alveolar (45). A neutrofilia nas 

vias aéreas também está associada à hipersecreção de muco, uma vez que a elastase de 

neutrófilo, catepsina G e proteinase-3 são potentes estimulantes de secreção de muco das 

glândulas mucosas e células caliciformes (22, 46). Uma síntese esquemática do processo de 

desenvolvimento da DPOC pode ser observada na Figura 1.2. 
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Figura 1.1 - Aspectos fisiopatológicos da DPOC.A inalação à fumaça de cigarro e 

outros agentes irritantes induzem em macrófagos a liberação de quimiocinas como 

CCL2, que atua no receptor CCR2 para atrair os monócitos; CXCL1 e CXCL8, que 

atuam sobre o CXCR2 para atrair neutrófilos e CXCL9, CXCL10 e CXCL11, que 

atuam sobre o CXCR3 para atrair linfócitos Th1, Th17 e T citotóxicos para o pulmão. 

Neutrófilos e macrófagos liberam proteases, as quais em conjunto com a liberação de 

perforinas, granzima B e TNF-α de linfócitos T citotóxicos resultam em destruição 

alveolar e consequentemente enfisema. Proteases de macrófagos e neutrófilos também 

induzem a hipersecreção de muco em células caliciformes. Linfócitos Th1 atuam na 

resposta de memória imunológica, enquanto linfócitos Th17 atuam induzindo a 

inflamação neutrofílica. Células epiteliais ativadas liberam quimiocinas que recrutam 

linfócitos T, além de liberar TGF-β, estimulando a proliferação de fibroblastos, 

resultando em fibrose nas vias aéreas inferiores. Adaptado de Barnes 2008 (5). 
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1.1.3.3. SDRA 

A SDRA é uma resposta inflamatória aguda e intensa dos pulmões que ocorre como 

resultado de um insulto direto ou indireto à membrana capilar alveolar, causando aumento da 

permeabilidade e posterior edema pulmonar intersticial e nos alvéolos (49). Tais danos 

resultam em anormalidades fisiológicas que caracterizam a doença, como por exemplo 

insuficiência respiratória hipóxica grave, redução da capacidade de troca de CO2, redução dos 

volumes pulmonares, além da diminuição da complacência pulmonar (50). A SDRA 

geralmente ocorre em pessoas previamente saudáveis, após desenvolvimento de fatores de 

risco, tais como pneumonia, sepse, aspiração de conteúdo gástrico, trauma, pancreatite, lesão 

por inalação, queimaduras, choque não cardiogênico, overdose de drogas e afogamento (49). 

A maioria dos pacientes que sobrevivem à SDRA apresentam danos pulmonares mínimos, no 

entanto, uma outra parcela de pacientes pode desenvolver graus elevados de alterações 

pulmonares (51).  

O aumento da permeabilidade capilar pulmonar, resultando na acumulação 

extravascular de fluido edemático rico em proteínas, é o mecanismo fisiopatológico central 

associado à SDRA (52, 53). Tal aumento é resultado de diversos fatores independentes, como 

lesões teciduais e destruição da arquitetura microvascular pulmonar, além da desregulação de 

um conjunto de moléculas inter e intracelulares associadas à permeabilidade endotelial e 

epitelial (52). As células epiteliais alveolares do tipo I e do tipo II se encontram danificadas na 

SDRA. O dano às células epiteliais alveolares de tipo I causa ruptura na integridade da 

barreira alveolar-capilar e permite que o líquido intersticial pulmonar, proteínas, neutrófilos, 

glóbulos vermelhos e fibroblastos passem para os alvéolos (54, 55). O dano às células do tipo 

II diminui a produção de surfactante, material indispensável para diminuir a tensão superficial 

alveolar, e o que neo-produzido é geralmente apresenta alterações na proporção, quantidade 

ou na qualidade dos fosfolipídios que o compõem, podendo causar a inativação da película 

tensoativa e, consequentemente, resultar em uma deficiência na remoção do fluido alveolar. 

Tais alterações levam ao quadro de colapso alveolar nos pacientes (54-57). O desajuste 

ventilação-perfusão, secundário ao colapso alveolar, diminui o número de alvéolos ventilados, 

o que por sua vez aumenta o espaço morto alveolar, levando à hipercapnia e à acidose 

respiratória. Além disso, a complacência pulmonar diminui e os pacientes começam a 

hiperventilar numa tentativa de compensar tais alterações (55). O sistema linfático pulmonar e 

canais de água epitelial desempenham papéis importantes no bombeamento de água fora do 

espaço extravascular. No entanto, quando o extravasamento vascular ultrapassa a capacidade 

desses sistemas compensadores, desenvolve-se o edema pulmonar clínico (52). 
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A resposta imune inata também desempenha um papel importante na fisiopatologia da 

SDRA (6). De fato, diversos processos imunológicos envolvendo macrófagos e, 

principalmente, neutrófilos participam na mediação da lesão tecidual relacionada à doença. 

Uma vez estimulados, os macrófagos alveolares recrutam neutrófilos e monócitos circulantes 

para os sítios pulmonares de lesão. Durante as fases inflamatória e/ou de resolução da SDRA, 

os macrófagos alveolares interagem de forma parácrina com outras células, incluindo células 

epiteliais, linfócitos e células-tronco mesenquimais, o que pode resultar no aumento da 

resposta inflamatória ou acentuação da lesão tecidual (6). O influxo de neutrófilos nos 

pulmões, em resposta aos macrófagos alveolares ativados está associado ao desenvolvimento 

da SDRA e pode influenciar diretamente a gravidade da doença (56). Diversas citocinas 

quimiotáticas, incluindo a IL-8, desempenham papel central na regulação do recrutamento de 

neutrófilos e consequente lesão tecidual e permeabilidade alvéolo-capilar (6). A migração 

maciça de neutrófilos ativados para os pulmões provoca a formação de grande desestruturação 

epitelial devido à separação de epitélios adjacentes nas junções do tipo oclusiva. Ademais, os 

neutrófilos liberam moléculas citotóxicas, incluindo enzimas granulares, metabolitos reativos 

de oxigênio, lipídios bioativos e citocinas. Essas ações, por sua vez, resultam em necrose, 

apoptose e autofagia de células do tecido pulmonar, levando à lesão tecidual e morte celular, 

que são características cruciais da SDRA (51, 52, 56). Embora a apoptose dos neutrófilos 

possa limitar o dano alveolar induzido pela infiltração de leucócitos, a morte das células 

epiteliais e endoteliais prejudica gravemente a função de barreira da parede alveolar, levando 

à inflamação e mais danos ao tecido circundante. Em conjunto, a inflamação presente no 

tecido pulmonar danificado pode resultar na síndrome de resposta inflamatória sistêmica, a 

qual pode progredir para falência de múltiplos órgãos, uma das principais causas de morte em 

pacientes com SDRA (55). Um resumo do processo fisiopatológico 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 brônquicas e alveolares, com a formação de membranas 

hialinas, ricas em proteínas, na membrana basal desnudada. No espaço aéreo, macrófagos 

alveolares secretam citocinas (IL-1, 6, 8 e 10) e TNF-α os quais atuam localmente 

estimulando a quimiotaxia e ativando neutrófilos, além de estimular a produção de matriz 

extracelular por fibroblastos. Os neutrófilos aderem ao endotélio capilar lesado e atravessam o 

interstício para o espaço aéreo, que está preenchido com fluido de edema rico em proteínas. 

Os neutrófilos liberam oxidantes, proteases, leucotrienos, e outras moléculas pró-

inflamatórias, levando ao dano alveolar. Além disso, o influxo de líquido de edema rico em 

proteínas no alvéolo leva à inativação do surfactante e, consequentemente, a remoção 

deficiente do edema. Adaptado de Ware e colaboradores, 2000 (6).  
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1.1.4. Modelos experimentais 

Doenças inflamatória 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 características dessas 

doenças, visando a identificação dos mecanismos celulares e moleculares associados a esses 

distúrbios e a investigação de intervenções terapêuticas (58, 59). Além de seu tamanho, 

camundongos apresentam vantagens como facilidade de manuseio, rápida reprodução, sua 

criação de forma a reduzir a variação biológica, além de serem acessíveis e fáceis de criar e 

manter, sendo, portanto uma boa escolha para utilização em estudos experimentais 

envolvendo doenças (60). Idealmente, os modelos experimentais devem basear-se na etiologia 

da doença e refletir o seu quadro clínico (61). O lipopolissacarídeo (LPS), geralmente oriundo 

da cepa Escherichia coli, é um constituinte chave das paredes de células bacterianas gram-

negativas muito utilizado como agente indutor de resposta inflamatória em diferentes modelos 

murinos de inflamação pulmonar (61, 62). Modelos experimentais utilizando LPS se 

destacam por serem rápidos, reprodutíveis e confiáveis para triagem e otimização de 

fármacos, definição dos efeitos dependentes da dose, janela terapêutica e efeitos biológicos de 

novas drogas (63). 

 A exposição de camundongos ao LPS resulta em características importantes de lesão 

pulmonar presente na SDRA, incluindo acúmulo de leucócitos no pulmão, principalmente 

neutrófilos, edema intersticial e alveolar, lesão das células epiteliais e aumento precoce da 

fibra colágena (58, 63). Além disso, é descrito na literatura que o LPS é um dos constituintes 

chaves do cigarro, com estudos demonstrando que tabagistas inalam níveis elevados de tal 

endotoxina (64). Uma vez que o tabagismo é o principal fator de risco associado ao 

desenvolvimento da DPOC, a instilação com LPS também é útil em modelos experimentais 

agudos da doença, induzindo alterações características da DPOC humana, como inflamação 

pulmonar neutrofílica, hipersecreção de muco e hiper-reatividade das vias aéreas, bem como 

alterações estruturais no pulmão (65, 66).  Em modelos experimentais de asma, a utilização de 

alergenos, como ovoalbumina, caracterizada por induzir infiltração eosinofílica e linfocítica 

no pulmão, além de remodelamento e AHR é mais comum. No entanto, a adição de LPS 

como um adjuvante neste modelo é capaz de promover o influxo de neutrófilos nas vias 

aéreas, caracterizando casos graves da doença de difícil tratamento e maior relevância clínica 

(59, 67). Portanto, modelos de inflamação pulmonar induzida por LPS são excelentes 

ferramentas aplicáveis para estudar mecanismos moleculares e terapias potenciais para 

doenças como a asma grave, a SDRA e a DPOC.  
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1.1.5. Terapias farmacológicas 

Os fármacos utilizados para o tratamento das doenças inflamatórias pulmonares 

incluem broncodilatadores, que atuam inibindo a contração do músculo liso das vias 

respiratórias, e os fármacos anti-inflamatórios, os quais suprimem a inflamação pulmonar. 

Agonistas  β2 adrenérgicos são exemplos  de broncodilatadores eficazes no tratamento da  

asma (16). Sua ação baseia-se principalmente na ligação aos receptores β2 adrenérgicos 

acoplados à enzima adenilato ciclase, através da proteína G estimulatória. Essa ligação resulta 

na ativação da proteína 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 indivíduos portadores de DPOC, os agonistas β2 adrenérgicos de ação prolongada são 

utilizados, sozinhos ou em combinação com outros agentes broncodilatadores, visando 

minimizar o sofrimento dos pacientes, através da melhora da função pulmonar, redução do 

aprisionamento de ar e redução das exacerbações (69). No que se refere à SDRA, os agonistas 

β2 aerossolizados têm sido utilizados durante a ventilação para estimular a bomba de sódio e 

acelerar a remoção de fluido edemático exsudativo rico em proteínas presente nos espaços 

aéreos do pulmão desses pacientes (2, 70). No entanto, apesar dos efeitos benéficos, o uso 

prolongado de agonistas β2 pode levar, em alguns casos, em perda de seus efeitos, ou no pior 

dos casos, pode induzir aumento da frequência cardíaca, palpitações e taquicardia (71). Além 

disso, os agentes broncodilatadores devem ser utilizados em combinação com agentes anti-

inflamatórios, uma vez que não agem de forma eficaz na inflamação, componente crucial na 

fisiopatologia das doenças inflamatórias pulmonares (72, 73). 

A terapia anti-inflamatória padrão no tratamento da asma consiste no uso de 

glicocorticoides. Os glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em roedores) são 

hormônios esteroides envolvidos em várias funções fisiológicas e no controle da inflamação. 

A partir de sua descoberta, os glicocorticoides são considerados os fármacos anti-

inflamatórios 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 GRα, modulando a transcrição 

gênica, embora mecanismos não genômicos também sejam relatados. No citoplasma, após a 

ligação com glicocorticoide, o GRα sofre uma mudança conformacional, promovendo a sua 

translocação nuclear. Uma vez no núcleo, homodímeros de GRα podem iniciar a trans-

ativação de genes após se ligar a elementos de resposta a glicocorticoides (GRE), resultando 

no aumento da transcrição de proteínas anti-inflamatórias. Além disso, o GRα pode trans-

reprimir a atividade de fatores de transcrição pró-inflamatórios, como a proteína ativadora 1 

(AP-1) e o fator nuclear kappa B (NF-κ B) (75-77). No entanto, parte dos asmáticos é 
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resistente ao tratamento com glicocorticoides mesmo recebendo doses elevadas desses 

agentes, levando ao aumento dos índices de mortalidade associados à doença (78, 79). 

Ademais, o uso prolongado ou em altas doses de corticosteroides geralmente está associado a 

efeitos colaterais como síndrome de Cushing, supressão do eixo hipotálamo-hipófise adrenal, 

diabetes, perda de massa muscular e osteoporose (80, 81). Nos casos de SDRA, os dados da 

literatura são conflitantes em relação ao uso desses agentes anti-inflamatórios. Estudos 

realizados na fase inicial da SDRA demonstram que a utilização de metilpredinisolona 

resultou na diminuição da taxa de mortalidade em pacientes com SDRA internados na UTI 

(82).  Enquanto que em um grande estudo multicêntrico, foi observado que o tratamento com 

metilprednisolona não 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 após o início 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 é a utilização de agentes inibidores de 

fosfodiesterase tipo 4 (PDE4). A PDE4 é uma enzima presente em diversas células, 

responsável por catalisar a degradação de adenosina monofosfato cíclica (cAMP)  em 5'-AMP 

inativo (84). Ao inibir a hidrólise de cAMP e elevar o seu nível intracelular, os inibidores de 

PDE4  suprimem uma série de respostas inflamatórias na maioria das células imunes (85). O 

roflumilast é um dos inibidores da PDE4 introduzido como terapia anti-inflamatória da 

DPOC, mas a sua eficácia é limitada por seus efeitos adversos que incluem náusea, perda de 

apetite, dor abdominal, diarreia, distúrbios do sono e dor de cabeça (22, 86, 87).  

Em conjunto, os problemas encontrados pelas intervenções farmacológicas no controle 

das alterações patológicas em pacientes portadores de doenças inflamatórias pulmonares 

justificam a busca por alternativas terapêuticas que possam ser mais eficientes no tratamento 

desses distúrbios. 

 

1.2. ANESTÉSICOS LOCAIS NA TERAPIA CONTRA DOENÇAS 

INFLAMATÓRIAS PULMONARES 

1.2.1. Lidocaína 

Os anestésicos locais têm um nicho de aplicação clínica bem estabelecido na 

medicina. Eles interferem de modo reversível na excitação e na propagação dos potenciais de 

ação no sistema nervoso e coração, através do bloqueio dos canais de sódio regulados por 

voltagem, sendo amplamente utilizados como agentes anestésicos, bem como no tratamento 

de arritmias cardíacas (88, 89). Diversos estudos demonstram que os anestésicos locais 
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possuem também efeitos que vão além da sua reconhecida ação anestésica, como por 

exemplo, atividade neuroprotetora (90), antibacteriana (91), antitumoral (92) e anti-

inflamatória (93).  

Descoberta nos anos 50, a lidocaína, anestésico local do tipo amino-amida (Figura 

1.4), é ainda hoje amplamente utilizada em procedimentos cirúrgicos devido à rápida e segura 

ação anestésica (94, 95). Vale notar que sua atividade não se restringe ao bloqueio dos canais 

de sódio em células excitáveis. Por exemplo, seu reconhecido efeito supressor sobre 

receptores acoplados a proteína G é uma área de investigação atraente, sobretudo porque a 

maioria dos mediadores envolvidos no processo inflamatório sinaliza através de receptores 

desta classe (96). A lidocaína pode interferir ainda com canais outros que os de sódio, a 

exemplo dos canais de potássio dependentes de ATP (97), além dos iônicos ativados 

quimicamente, como os receptores nicotínicos pós-sinápticos (98). É interessante notar que 

alguns dos efeitos farmacológicos da lidocaína ocorrem em concentrações muito mais baixas 

do que as necessárias para o bloqueio do canal de sódio. Enquanto a concentração de 

lidocaína capaz de induzir 50% do efeito máximo (IC50) no canal neuronal de sódio é de 

aproximadamente 50-100 μM (99), concentrações muito menores de lidocaína (IC50 = 20 nM) 

são suficientes para inibir a sinalização através dos receptores muscarínicos M1 (100).  Além 

disso, estudos demonstram que os efeitos anti-inflamatórios da lidocaína não são reproduzidos 

por outros bloqueadores de canais de sódio, dando suporte a interpretação de que mecanismos 

alternativos devem contribuir para as ações anti-inflamatórias desse composto (101). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diversos estudos demonstram que a lidocaína é capaz de inibir a migração, ativação e 

fagocitose de neutrófilos in vitro (102-104). Uma vez que os neutrófilos são células crucias no 

desenvolvimento e na progressão de doenças como a asma grave, a DPOC e a SDRA, ensaios 

pré-clinicos investigaram o papel da lidocaína em modelos de doença com este perfil 

Figua 1.4 - Estrutura química da Lidocaína. 

 



17 

 

inflamatório. Nishina e colaboradores avaliaram o efeito do tratamento intravenoso com 

lidocaína sobre a lesão pulmonar aguda em coelhos. Eles observaram que o tratamento 

resultou na diminuição do infiltrado de neutrófilos no pulmão após estimulação inflamatória. 

Além disso, os autores observaram marcada inibição da resposta pró-oxidante, indicando 

redução da geração de radicais livres, com subsequente redução do dano endotelial e edema 

pulmonar (105). De maneira semelhante, Mikawa e colaboradores demonstraram que o 

tratamento com lidocaína resultou na diminuição do acumulo de neutrófilos na lesão 

pulmonar induzida por endotoxina em coelhos  (106).  

Dentre outros fatores, o influxo de células inflamatórias no tecido pulmonar está 

diretamente relacionado ao aumento da produção e secreção de mediadores pró-inflamatórios 

(6). Estudos relatam que a pré-incubação in vitro com lidocaína (2-20 mM) inibe 

substancialmente a liberação de leucotrieno B4, um potente fator quimiotático para 

neutrófilos, por monócitos humanos estimulados com zimosan. Nesse mesmo estudo, foi 

mostrado que a pré-incubação com lidocaína resultou em diminuição nos níveis de IL-1β no 

sobrenadante de células mononucleares estimuladas com LPS, citocina esta muito importante 

na ativação da fagocitose, quimiotaxia e desgranulação de neutrófilos (107). Estudos in vivo 

confirmaram o efeito da lidocaína na redução de mediadores inflamatórios como a IL-1β e 

TNF-α no tecido pulmonar em condições de hiperoxia (108). Ademais, estudo utilizando o 

modelo de lesão pulmonar aguda induzida por ventilação mecânica, em camundongos, 

demonstrou que lidocaína administrada por via intravenosa é capaz de aumentar os níveis 

plasmáticos e pulmonares de IL-10, citocina com reconhecida atividade anti-inflamatória 

(109).  

Em conjunto, esses estudos sugerem que a lidocaína poderia ser uma alternativa 

terapêutica em pacientes com alterações inflamatórias pulmonares. De fato, evidencias 

clínicas apontam a capacidade da lidocaína 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 lidocaína foi capaz de tratar de forma efetiva uma paciente asmática 

grávida, que se mostrava refratária a terapias convencionais, incluindo o tratamento com 

glicocorticoide sistêmico, agonistas β2 adrenérgicos e antagonistas colinérgicos (115).  

Contudo, o uso clínico sistemático de lidocaína na asma é controverso, visto que diversos 

estudos indicam que a anestesia das vias respiratórias pulmonares pode acarretar em irritação 

das vias aéreas e redução de fluxo de ar sobretudo nos asmáticos (116-120). 
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1.2.2. Análogos não anestésicos da lidocaína  

Devido aos efeitos adversos da administração de lidocaína nebulizada em asmáticos, e 

a forte correlação existente entre tais efeitos e a ação de bloqueio de canais de sódio, 

levantou-se a possibilidade de que a atividade anestésica da lidocaína não seria relevante para 

a sua atividade antiasmática. Dessa forma, em tese, se poderia desenvolver análogos não 

anestésicos da lidocaína com atividade anti-inflamatória preservada ou até melhorada. Nosso 

grupo de pesquisa, em colaboração com o Departamento de Síntese Orgânica de 

Farmaguinhos, sintetizou e avaliou a atividade anti-inflamatória e espasmolítica de análogos 

estruturais da lidocaína, possibilitando a identificação de análogos com limitada atividade 

anestésica local e propriedades anti-inflamatórias otimizadas, que foram avaliados 

farmacologicamente em diferentes modelos in vitro e in vivo. Dentre as moléculas 

selecionadas, destacaram-se o JMF2-1 e JM25-1 por apresentarem reduzida atividade sobre 

correntes de sódio em células excitáveis, preservando a atividade anti-inflamatória e relaxante 

da musculatura lisa das vias aéreas (121-123). Estudos subsequentes indicaram que a 

nebulização de JMF2-1 promoveu a redução de células inflamatórias no pulmão, a inibição da 

hiper-reatividade das vias aéreas e dos níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias em 

camundongos provocados com alergeno, num mecanismo associado à inibição da proliferação 

e sobrevida de linfócitos T (124). De maneira semelhante, foi observado que o tratamento 

com JM25-1 nebulizado também inibiu significativamente inflamação e remodelamento 

pulmonar, produção exacerbada de muco e hiper-reatividade na asma experimental em 

camundongos. Tais efeitos estão associados à indução de apoptose de eosinófilos e linfócitos 

Th2, além de diminuição da expressão de GATA-3 e p38 MAPK. Além disso, foi observado 

que esses análogos não anestésicos induzem significativo aumento nos níveis intracelulares de 

AMPc em células musculares lisas e inibem canais de cálcio dependentes de voltagem, 

resultando no bloqueio da contração de músculo liso respiratório induzida por agentes 

espasmogênicos (125).  Esses achados resultaram em patentes concedidas por diferentes 

países, incluindo Estados Unidos, Japão, India e China. Entretanto, apesar dos achados serem 

de potencial interesse farmacológico e clínico, o avanço 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 fármacos e medicamentos. 
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1.2.3. Análogos não anestésicos da mexiletina 

Visando a obtenção de análogos estruturalmente inéditos e ativos por via oral, o 

grupo investiu no desenvolvimento de uma segunda geração de moléculas. Neste caso, o 

protótipo foi o anestésico local mexiletina [1-(2,6-dimetilfenoxi)-2-propanoamina] (Figura 

1.5), que ao contrário da lidocaína é ativa clinicamente por via oral. A mexiletina é um 

medicamento utilizado no tratamento de arritmias ventriculares graves e dor neuropática, 

efeitos estes decorrentes da inibição da propagação do potencial de ação na rede de Purkinje, 

via bloqueio dos canais rápidos de sódio (126, 127). De maneira interessante, estudos prévios 

demonstraram que o tratamento por via oral com mexiletina bloqueou o reflexo de 

broncoconstrição induzida por histamina em asmáticos (128, 129). Na busca de novas 

moléculas, o grupo utilizou o “know-how” desenvolvido no estudo anterior para modificar a 

estrutura do protótipo mexiletina, visando, essencialmente, suprimir a atividade anestésica, 

sabidamente associada a efeitos adversos, e potencializar a atividade anti-inflamatória e 

espasmolítica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em colaboração com a equipe de pesquisadores do Departamento de Síntese Orgânica 

de Farmanguinhos, foram planejados e sintetizados mais de 60 compostos, que puderam então 

ser submetidos à avaliação de toxicidade pré-clínica por pesquisadores do Laboratório de 

Inflamação do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), através de modelos preditivos baseados 

Figura 1.5 -  Estrutura química da Mexiletina. 
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em estrutura, como os ensaios de simulação computacional in silico, e triagem farmacológica 

em estudos in vitro e in vivo. A tabela 1.1 mostra a predição in silico da toxicidade e 

propriedades físico-químicas do protótipo 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 aceitável. O respectivo valor de drug score (DS), que é 

um indicativo estatístico para que uma molécula tenha "características" de um bom fármaco, 

avaliado a partir de fatores como toxicidade, solubilidade e lipofilicidade, é de 0,31. Note-se 

que, do ponto de vista teórico, o valor "ideal" para este índice 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 tóxicos 

na avaliação in silico, justificando seus baixos valores de DS. Já as moléculas JME-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 não 

apontaram riscos associados ao sistema reprodutor, irritação tecidual, mutagenicidade e 

tumores, enquanto que houve indicativos de potencial irritativo e de efeitos adversos 

associados ao sistema reprodutor (Tabela 1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com a finalidade de selecionar os candidatos mais promissores no tratamento de 

doenças pulmonares, os análogos passaram por triagem através de ensaios in vitro e in vivo 

baseados em critérios como atividade anestésica e atividade antiespasmódica. Mais 

precisamente, a triagem foi embasada nas seguintes propriedades dos compostos da série e da 

própria mexiletina: (i) potência de bloqueio de canais de sódio, com base na técnica de patch 

Tabela 1.1 - Toxidez e propriedades físico-químicas in silico. Dados obtidos através das 

ferramentas do servidor OSIRIS Property Explorer (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/). 
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clamp; (ii) potência e eficácia de inibição da contração do músculo liso respiratório, através 

de sistema de contração colinérgica de anéis isolados de traqueia de rato; (iii) atividade de 

relaxamento sobre o broncoespasmo induzido por aerossol de metacolina em camundongos 

hígidos; e (iv) efeito protetor sobre a desgranulação mastocitária, através da quantificação da 

enzima β-hexosaminidase (β-hex) em células RBL-2H3. Com base nestes critérios, foi 

possível selecionar o composto JME-173 (Figura 1.6), como candidato promissor na terapia 

contra distúrbios inflamatórios pulmonares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Visando avaliar o efeito anti-inflamatório e de relaxamento das vias aéreas do JME-

173 em condições experimentais de doenças pulmonares, animais exposto a diferentes agentes 

inflamatórios, como a ovoalbumina e o LPS, foram tratados com o composto.  De maneira 

semelhante ao observado com os análogos da lidocaína, o tratamento com JME-173 

aerosolisado reduziu de maneira significativa parâmetros inflamatórios e de AHR nos 

diferentes modelos murinos de inflamação pulmonar. No entanto, quando veiculado 

oralmente, o composto mostrou-se pouco potente em inibir alterações cruciais como infiltrado 

inflamatório eosinofílico e hiperresponssividade brônquica (130). Considerando-se que, sob 

administração tópica, o JME-173 foi capaz de inibir alterações patológicas associadas à 

inflamação pulmonar, decidiu-se investir no desenvolvimento de uma formulação de JME-

173 que melhorasse a sua biodisponibilidade por via oral, tendo em vista a maior adesão dos 

pacientes à terapia por essa via, devido a fatores como praticidade e facilidade de 

administração (131). Neste cenário, a nanotecnologia torna-se uma ferramenta importante e de 

grande potencialidade no melhoramento de parâmetros de biodistribuição e 

biodisponibilidade.  

 

Figura 1.6 - Estrutura química do JME-173. 
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1.3.  NANOTECNOLOGIA 

1.3.1. Aspectos gerais 

A nanotecnologia pode ser definida como a compreensão, controle e manipulação da 

matéria em nanoescala, tornando possível a criação de materiais em tamanho nanométrico 

com propriedades e funções fundamentalmente novas (2, 132). Tal tecnologia apresenta uma 

ampla gama de aplicações, oferecendo soluções inovadoras para diversas disciplinas 

científicas. A utilização da nanotecnologia reflete em grande impacto nas economias 

mundiais, pois suas aplicações podem ser encontradas em quase todos os domínios da 

atividade industrial. Os países industrializados lideram os índices de utilização de 

nanotecnologias, com diversas realizações mais próximas da comercialização ou já 

disponíveis no mercado global, como purificação de água, otimização de culturas agrícolas, 

ou ainda produção e armazenamento de energia (133, 134). Além de seu emprego 

multidisciplinar, aplicações na área médica como diagnóstico e tratamento de doenças 

também são áreas-alvo para o uso de nanotecnologias (134, 135).  

Durante as últimas décadas, a aplicação biomédica de nanomateriais foi amplamente 

investigada devido às suas propriedades físico-químicas únicas. Isso inclui o desenvolvimento 

de novas ferramentas de diagnóstico, tais como nanobiossensores e modalidades de imagem 

mais precisas, além de novas terapêuticas baseadas em sistemas de administração de fármacos 

direcionados a células/tecidos alvo (134, 135). Essa tecnologia em associação à área médica é 

uma possibilidade inovadora com potencial de expandir o mercado de várias drogas e se 

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

 

1.3.2.  Sistemas nanocarreadores 

As aplicações clínicas de terapias atuais são limitadas. Em geral, os fármacos 

enfrentam diversas barreiras durante o percurso desde o local de administração até o sítio 

molecular de ação. Dentre tais barreiras, destacam-se a rápida filtração pelo sistema renal, 

metabolismo de primeira passagem, remoção prematura através do sistema mononuclear 

fagocitário e transporte tortuoso da corrente sanguínea para as células alvo nos tecidos. Uma 

vez no tecido, os fármacos que apresentam alvo intracelular precisam ultrapassar membranas 

seletivamente permeáveis. Dentro da célula, ele ainda deve escapar do ambiente ácido dos 

endossomos, os quais podem inativar ou degradar drogas biomoleculares. Nos casos de 

fármacos com ação nuclear e fármacos que atuam a nível de sistema nervoso central, estes 

devem superar também a barreira da membrana nuclear e a barreira hematoencefálica, 

respectivamente (137, 138). Além disso, a baixa solubilidade e a estabilidade deficiente de 



23 

 

vários fármacos no meio biológico representam desafios altamente complexos (137). Nesse 

cenário, a utilização de nanocarreados visando à entrega de fármacos se torna um caminho 

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

As investigações de sistemas carreadores de fármaco se originaram desde o momento 

em que os cientistas descobriram que a membrana celular consiste em uma bicamada lipídica 

e, como tal, a maiorias dos compostos não polares atravessam facilmente esta barreira para o 

interior da célula. Nesse sentido, Bangham cunhou o termo "lipossomas" para descrever a 

autoformação de veículos lipídicos capazes de encapsular compostos para o transporte celular 

(139, 140). Ao mimetizar a bicamada lipídica, estes veículos, juntamente com o seu conteúdo, 

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 ácido poliacrílico para administração 

oral (141, 142). Desde tais estudos, os protocolos de administração de fármacos evoluíram 

significativamente no aspecto de sistemas de liberação de compostos nanoformulados. 

Atualmente, diversos sistemas terapêuticos baseados em nanomateriais estão sendo 

investigados em estágios experimentais (in vitro e in vivo) e em ensaios clínicos ou estão 

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

De um modo geral, nanopartículas utilizadas em diversas áreas, como engenharia e 

física, apresentam um diâmetro médio tipicamente compreendido entre 10 e 100 nm (144). No 

entanto, na área farmacêutica, os nanocarreadores envolvem diferentes tipos de materiais com 

diâmetro variando entre 1 a 1000 nanômetros (nm), mas geralmente se encontram na faixa de 

100 nm (145). A efeito de comparação de tamanho, a pupila humana tem um diâmetro que 

varia de 4-9 mm, sendo cerca de 1 milhão de vezes maior que as nanopartículas usadas como 

carreadores de fármaco (Figura 1.7). O limite superior de diâmetro dos nanocarreadores é 

ditado pela sua capacidade de atravessar barreiras físicas do organismo, enquanto o limite 

inferior é fixado pelo limiar para a eliminação pelos rins. Além disso, tais dimensões 

permitem uma área superficial aumentada e boa biodistribuição de longa circulação, dentre 

outras vantagens (146, 147).  
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Em comparação com formulações tradicionais, a utilização de nanocarreadores para 

administração de fármacos possibilita diversas vantagens terapêuticas. Dentre elas, pode-se 

citar a administração mais eficiente de fármacos pouco solúveis em água aumentando assim a 

sua biodisponibilidade nos sistemas biológicos (137, 146). A utilização de nanocarreadores 

pode também mediar a liberação controlada de fármacos que não só prolongam a ação como 

mantém seus níveis dentro da janela terapêutica, evitando picos potencialmente perigosos na 

sua concentração após a administração. Isto permite a redução das doses de administração do 

fármaco favorecendo, consequentemente, a diminuição dos riscos de efeitos adversos (137, 

145).  Os nanovetores também podem aumentar a proteção do fármaco quando expostos a 

ambientes hostis (por exemplo, pH ácido no trato digestivo) (146). Além disso, podem 

proporcionar vias para fornecimento de dois ou mais fármacos, ou ainda sistemas para 

aplicações terapêuticas e de diagnóstico simultâneas, conferindo cumulativamente várias 

vantagens como efeitos sinérgicos ou supressão da resistência a fármacos (137). Outra 

característica única da liberação de fármacos com base em nanomateriais é a sua capacidade 

de atingir a distribuição direcionada do princípio ativo em células ou tecidos de maneira 

específica. Basicamente, devido ao seu tamanho em miniatura, apresentam vantajosa 

mobilidade biológica, podendo penetrar eficientemente através de pequenos capilares para 

Figura 1.7 - Tamanhos relativos de nanopartículas em comparação com estruturas 

biológicas comuns e sua escala de comprimento associada. Exemplo de nanopartículas, 

com cerca de 100 nm e comparação de seu tamanho com estruturas como pequenas 

moléculas, hemoglobina, partículas virais, células procariontes ou eucariontes, cabelo e pupila 

humana. Adaptado de Ediriwickrema e colaboradores, 2015 (143). 
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tumores e tecidos inflamados e acumular no local alvo, conduzindo à redução dos efeitos 

secundários indesejados e, em paralelo, aumentando a sua eficácia terapêutica (137, 145).  

Tais vantagens estão associadas às propriedades físico-químicas das nanopartículas 

como tamanho, forma, composição química, estrutura superficial, carga, agregação e 

solubilidade, as quais  influenciam em suas interações com biomoléculas e células (137). 

Além disso, outras estratégias podem ser utilizadas visando maximizar a entrega de fármacos 

administrados sistemicamente, como por exemplo estratégias de direcionamento passivo ou 

ativo ao alvo. A vetorização passiva é realizada através da alteração das características físico-

químicas como pH ou hidrofobicidade da nanopartículas e, em casos de doenças 

inflamatórias, baseia-se na combinação de duas características dos tecidos inflamados: alta 

permeabilidade e retenção aprimorada, no que se denomina “efeito retenção e permeação 

aumentados”. A permeabilidade aumentada, observada na vasculatura de tecidos inflamados, 

é resultado de angiogênese desregulada e / ou aumento da expressão e ativação de fatores de 

permeabilidade vascular. Adicionalmente, há uma drenagem deficiente, resultando na 

retenção das nanopartículas dentro dos tecidos que apresentam o quadro inflamatório (148, 

149). A vetorização ativa, diferentemente, usa biomarcadores (por exemplo, genes mutantes, 

RNAs, proteínas, lipídeos, carboidratos e pequenas moléculas de metabólitos) para atingir os 

locais alvo (146). 

O primeiro nanocarreador introduzido no mercado foi uma formulação de 

doxorrubicina lipossomal, em 1995. O estudo de Northfelt observou pacientes com sarcoma 

de Kaposi tratados com uma dose única de doxorrubicina encapsulada em lipossomas 

contendo polietilenoglicol ligado à superfície. De forma interessante, a encapsulação 

aumentou, de maneira significativa, a acumulação do fármaco nas lesões, mantendo os níveis 

em até 72 horas após a administração, ao contrário do que o observado com a doxorrubicina 

não encapsulada (150). Com o rápido progresso nesta área, novas formulações de 

nanocarreadores contendo agentes terapêuticos estão entrando em investigação clínica a cada 

ano (151). Diversos materiais e estruturas, foram estudados como nanocarreadores e, 

atualmente, podem ser classificados em nanotransportadores orgânicos ou inorgânicos (Figura 

1.8) (152, 153). A nanomedicina inorgânica refere-se à síntese de nanocarreadores, como 

aqueles contendo materiais metálicos e semimetálicos, como por exemplo, partículas de ouro. 

Tais carreadores são uma alternativa para a entrega de fármacos devido às suas propriedades 

versáteis, sendo possível a liberação direcionada de fármacos com possibilidades de imagem 

(154). No entanto, os materiais orgânicos são mais versáteis, e suas propriedades podem ser 

finamente ajustadas, adaptando sua composição química, tamanho, forma, estrutura, 
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morfologia e propriedades de superfície (146). Tais nanomateriais estão, na maior parte, 

disponíveis naturalmente ou podem ser sinteticamente planejados para propósitos biomédicos. 

Uma vasta gama de nanocarreadores, como as nanopartículas lipídicas, estão disponíveis para 

a vetorização de drogas e/ou fármacos (154). Contudo, a utilização de polímeros fornece 

ainda mais versatilidade na engenharia de nanocarreadores orgânicos, sendo as nanocápsulas 

poliméricas, um dos numerosos exemplos de nanotransportador extremamente úteis como 

reservatório para a droga carregada  (146). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8 – Exemplos de nanocarreadores. Sistema de nanopartículas orgânicas 

(nanopartículas poliméricas e lipídicas) e inorgânicas (nanopartículas de metal). Adaptado 

de Conniot e colaboradores, 2014 (149). 
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1.3.3.  Nanocápsulas Poliméricas 

As nanocápsulas poliméricas são sistemas coloidais com uma estrutura núcleo-casca, 

onde o núcleo atua como um reservatório para diversas moléculas ou drogas, e a casca ou 

parede como uma membrana protetora (Figura 1.9) (155). As funcionalidades personalizáveis 

do núcleo e da parede tornam as nanocápsulas atraentes como uma plataforma nanocarreadora 

superior para a entrega de compostos funcionais. Em particular, as nanocápsulas constituídas 

por um núcleo oleoso e um invólucro de polímero circundante apresenta um uso especial para 

encapsular e distribuir fármacos hidrofóbicos, evitando assim a utilização de agentes 

solubilizantes para sua administração (156).  A parede das nanocápsulas, por outro lado, serve 

para proteger o material em seu interior contra a decomposição prematura (por exemplo, 

fotólise, hidrólise, ação de micro-organismos ou oxidação/redução), proteger o ambiente onde 

as nanocápsulas estão dispersas contra a toxicidade da carga e fornecer vias acessíveis e 

estímulo-sensíveis para a liberação da droga (157). Como as nanocápsulas contêm cavidades 

internas, elas podem encapsular vários tipos de compostos e, usualmente, têm muito menos 

massa em comparação com nanopartículas de polímero sem cavidades como o caso das 

nanoesferas (158, 159). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As propriedades físico-químicas e biológicas das nanocápsulas poliméricas dependem 

tanto do método de preparação como das matérias-primas utilizadas para a produção. As 

nanocápsulas são normalmente produzidas em meio aquoso como uma solução coloidal turva, 

através de métodos como emulsificação ou por deposição interfacial de polímero, também 

conhecido como nanoprecipitação (160, 161). O método de nanoprecipitação é o mais 

Figura 1.9 – Estrutura das nanocápsulas poliméricas com núcleo oleoso. Nesses 

sistemas nanocarreadores, o princípio ativo se encontra solubilizado e/ou disperso no 

núcleo oleoso ou adsorvido na parede polimérica que reveste o núcleo. Modificado de 

Yurgel e colaboradores, 2012 (155). 
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utilizado, provavelmente devido à sua reprodutibilidade e fácil manuseio, sem a necessidade 

de etapas subsequentes para purificação, resultando em uma solução opalescente a qual pode 

ser utilizada diretamente após a preparação ou pode ser adicionalmente convertida em gel ou 

pó para facilitar as sua aplicação e aumentar a estabilidade física do produto (161).  

Geralmente, as nanopartículas são produzidas, sintetizadas ou estruturadas em 

suspensões aquosas. No entanto, os processos de secagem oferecem um aumento na 

estabilidade físico-química das formulações, fornecendo produtos secos versáteis que podem 

ser convertidos em várias formas de dosagem sólidas (comprimidos ou cápsulas), ou em pó 

que pode ser redisperso instantaneamente antes do uso. Várias técnicas têm sido descritas na 

literatura visando a secagem de nanopartículas, tais como o método de spray drying (162). 

Este método produz, eficientemente, pó seco a partir de um líquido ou de uma pasta. Suas 

vantagens são baseadas na versatilidade devido à compatibilidade com diversos materiais. 

Além disso, pode-se produzir pós contendo partículas com uma forma esférica, com um 

diâmetro na gama submicrométrica relativamente monodisperso e com elevado rendimentos 

de formulação (163, 164). Assim, a secagem por pulverização é um processo rápido e de 

baixo custo através do qual se obtêm pós secos com conteúdos de água muito baixos. Como 

consequência, estes pós têm uma longa vida de prateleira (162). Devido a essas 

características, sugere-se que a tecnologia de secagem por spray-drying continuará a reforçar 

a sua posição na indústria farmacêutica e ganhar uma quota crescente do mercado nos 

próximos anos (165). 

As propriedades físico-químicas mais importantes a serem analisadas após o preparo 

tanto pelo método de nanoemulsão quanto por spray-dryer incluem tamanho de partícula, 

índice de polidispersão, potencial zeta, perfil de liberação de fármaco e teor do princípio ativo 

na nanocápsula. Alguns desses parâmetros sofrem influência direta, de acordo com os 

constituintes da formulação. Por exemplo, o polímero que forma a parede da nanocápsula, 

geralmente biodegradável, tem uma grande influência no controle da liberação do fármaco 

(161).  

 

1.3.4. Polímeros sintéticos 

Nas últimas três décadas, os polímeros foram explorados como componentes chaves 

em sistemas carreadores de substâncias ativas, como no caso de nanocápsulas poliméricas. Os 

polímeros são substâncias químicas compostas por unidades repetidas conhecidas como 

monômeros. Tais monômeros devem apresentar biocompatibilidade, histocompatibilidade e 

degradação hidrolítica produzindo polímeros não tóxicos, bem como outras propriedades 
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químicas, para serem caracterizadas como candidatos ótimos na tecnologia farmacêutica. 

Polímeros tais como quitosana, ácido algínico, ácido hialurônico, dentre outros, ocorrem na 

natureza e são utilizados em sistemas de administração de fármacos e até mesmo em 

diagnóstico por imagem (145). No entanto, tais polímeros não foram amplamente avaliados 

quanto à liberação de fármaco devido às diferenças de pureza e a necessidade de reticulação 

polimérica, a qual pode desnaturar os fármacos encapsulados. Como resultado, nanocápsulas 

de polímero sintético ganharam substancialmente mais atenção (136). Polímeros sintéticos são 

amplamente utilizados em produtos farmacêuticos comerciais devido às suas propriedades 

importantes tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade bem como grupamentos ativos 

(-OH) que podem ligar covalentemente ou conjugar com vários receptores de modo a 

melhorar a captação celular, além de apresentarem uma taxa de eficiência de encapsulação 

extremamente elevada (145).  

Diversos polímeros sintéticos, de acordo com suas características, são utilizados em 

sistemas nanocarreadores, como por exemplo o poli épsilon caprolactona (PCL) e os 

copolímeros de ácido metacrílico. O PCL é um poliéster alifático, que era inicialmente 

utilizado para o preparo de materiais de embalagens biodegradáveis, uma vez que é digerido 

por micro-organismos. No entanto, uma vez que o PCL também pode ser dissolvido por um 

mecanismo hidrolítico em condições fisiológicas, tal polímero se tornou uma interessante 

opção para nanocarreamento de princípios ativos em sistemas biológicos (166). Relatos na 

literatura utilizando PCL em estratégias de nanovetorização de drogas têm demonstrado 

resultados promissores em diversos sistemas estudados, tornando-o uma alternativa 

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

Os copolímeros de ácido metacrílico (Eudragit®) são polímeros de revestimento 

geralmente utilizados no preparo de nanocápsulas visando a administração oral, fornecendo 

oportunidades para uma terapia não invasiva e de fácil aceitação pelos pacientes (169, 170). 

Uma vez que o sistema imunitário do trato gastrointestinal constitui uma importante linha de 

defesa contra patógenos da mucosa e devido também a efeitos do metabolismo de primeira 

passagem, a possibilidade de administrar fármacos por essa via, sem perdas significativas do 

princípio ativo abre perspectiva altamente promissora em diferentes aplicações de interesse 

terapêutico (171, 172). O Eudragit® S-100 é um polímero aniônico que apresenta uma 

solubilidade dependente do pH, sendo lentamente solúvel na região do trato digestivo onde o 

meio é neutro a fracamente alcalino. Dessa forma, quando usado em sistemas de 

nanovetorização, espera-se que proteja a droga da degradação pelo suco gástrico e permita 

que seja liberada na região do trato gastrointestinal, de pH acima de 7, ou seja, o intestino 
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grosso ou cólon. Nessas regiões, as enzimas proteolíticas encontram-se em baixas 

concentrações, aumentando assim a sua biodisponibilidade no organismo (173). Além da 

liberação dependente do pH, polímeros de Eudragit® S-100  também têm sido apontados 

como tendo características superiores de mucoadesão em tecido intestinal, em comparação 

com outros polímeros de revestimento amplamente utilizados, sugerindo que a sua utilização 

pode reduzir a eliminação do princípio ativo do organismo e melhorar a entrega de drogas no 

colón (174). Um estudo recente de Paolino e colaboradores demonstrou que após 

administração oral em ratos, a curcumina encapsulada, utilizando como polímero de 

revestimento o Eudragit®, mostrou um aumento de sete vezes da biodisponibilidade em 

relação ao fármaco puro, com elevação de cerca de cinco vezes da concentração plasmática 

máxima experimental (Cmax), além da redução do tempo de pico (Tmax) correspondente de 120 

para 90 min (175). Nesse cenário, o Eudragit®, mostra-se uma alternativa de revestimento em 

nanocapsulas bastante promissor em relação ao aumento de biodisponibilidade de princípios 

ativos administrados por via oral, uma vez que pode conceder a droga um perfil de 

concentração e tempo no plasma eficientemente necessário do ponto de vista de um regime de 

doses terapeuticamente viáveis (172). 

 

1.3.5. Nanotecnologia e Tecido Pulmonar 

A via pulmonar é bem estabelecida para a entrega de agentes terapêuticos visando o 

tratamento de doenças pulmonares e sistêmicas. A administração pulmonar de 

broncodilatadores, antibióticos, medicamentos anti-inflamatórios dentre diversos outros 

agentes está bem estabelecida no manejo de doenças que afetam o pulmão como a fibrose 

cística, asma, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) e SDRA. A entrega de fármacos 

ao tecido pulmonar é frequentemente  vantajosa pois aproveita uma área de superfície alveolar 

extremamente grande, uma rede capilar densa e uma barreira muito fina para absorção 

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

No entanto, as vias aéreas apresentam barreiras relativamente difíceis para a 

penetração das partículas. Tal região é revestida por epitélio respiratório ciliado, que é coberto 

por uma camada de muco. O movimento mucociliar é um importante mecanismo de remoção 

das partículas, enquanto que a barreira entre a parede alveolar e os capilares é muito fina e 

relativamente fraca nas áreas de troca de gás (177, 178). No entanto, de acordo com 

características como tamanho, índice de polidispersão, densidade, forma, carga e 

higroscopicidade, as nanopartículas podem transpor a camada de muco e alcançar as células 

epiteliais, além de atravessar a barreira epitelial (177). De fato, diversos estudos utilizando 
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nanomateriais visando o tratamento de doenças pulmonares demonstram que tais 

nanocarreadores apresentam grande potencial terapêutico quando avaliados em modelos 

experimentais animais (179-181). Importante salientar que, apesar dos benefícios descritos 

pela administração 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 administração oral indica ser uma via mais conveniente, não 

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

Estudos envolvendo a utilização de nanocarreadores para o tratamento de doenças 

inflamatórias pulmonares vêm sendo descritos na literatura. Um estudo de Lim e 

colaboradores, comparou o efeito do tratamento com o peptídeo GLP1 humano, livre ou 

associado com micelas fosfolipídicas revestidas por polietilenoglicol, administradas por via 

sistêmica em camundongos C57Black 6, em um modelo de inflamação pulmonar induzida por 

LPS. De maneira interessante, o tratamento com GLP1-nanoformulado (5-30 

nmol/camundongo) demonstrou uma diminuição dose-dependente no influxo de neutrófilos 

no pulmão, na atividade de mieloperoxidase e nos níveis de IL-6 dos animais doentes. Vale 

notar que a administração de GLP-1 em solução salina não apresentou efeitos anti-

inflamatórios significativos nas mesmas condições (184). De maneira semelhante, Chu e 

colaboradores demonstraram que nanopartículas constituídas por albumina de soro bovino 

desnaturado, contendo em seu interior um inibidor do fator de transcrição pró-inflamatório 

NF-ĸB, quando administrados sistemicamente, reduziram de maneira significativa o número 

de neutrófilos no BAL, juntamente com os níveis de IL-6 e TNF-α, se comparado com a 

droga livre em modelo de inflamação 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 não no plasma dos camundongos, indicando um acúmulo no 

tecido pulmonar inflamado. Da mesma forma que o estudo anterior, o composto administrado 

em sua forma livre não foi detectado nem no BAL nem no plasma dos animais (185), 

reforçando assim a hipótese da vetorização da droga nanoformulada. 

Em conjunto, esses dados indicam que o uso de nanocarreadores tem potencial para 

aumentar o efeito farmacológico de compostos candidatos a prevenir ou tratar patológicas 

associadas às doenças inflamatórias pulmonares.  

 

 

 



32 

 

 

2. OBJETIVOS E METAS 

2.1. Objetivo Geral  

Desenvolver e caracterizar físico-quimicamente uma formulação de nanocápsulas contendo 

JME-173, bem como investigar o potencial efeito farmacológico desta formulação na 

inflamação pulmonar induzida por LPS, visando potencial aplicação terapêutica no controle 

de doenças inflamatórias pulmonares. 

 

2.2 - Objetivos específicos: 

 Realizar estudos para avaliar possíveis efeitos tóxicos in vivo, resultantes do tratamento 

oral com JME-173 livre. 

 Realizar estudo fatorial para a preparação das suspensões de nanocápsulas contendo JME-

173, utilizando-se como variáveis o polímero de revestimento e a proporção princípio 

ativo em óleo inerte. 

 Desenvolver e caracterizar formulações de nanocápsulas contendo JME-173, quanto aos 

seguintes parâmetros:  

 Diâmetro médio das partículas e índice de polidispersão; 

 Potencial zeta; 

 Doseamento do teor total do composto na formulação; 

 Taxa de encapsulação do princípio ativo;  

 pH da formulação;  

 

 Avaliar o efeito do tratamento oral com formulação, na forma de suspensão, do JME-

173 nanoencapsulado sobre alterações fisiopatológicas relevantes em modelo de inflamação 

pulmonar induzida por LPS em camundongos, através da análise parâmetros relevantes: 

 Influxo de células inflamatórias recuperadas no lavado broncoalveolar; 

 Atividade de mieloperoxidase (MPO) presente no pulmão; 

 Mediadores inflamatórios no tecido pulmonar; 

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

concentrações crescentes de metacolina; 
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 Realizar a secagem das suspensões líquidas preparadas, visando aumentar a estabilidade e 

posteriormente caracterizar físico-quimicamente estes pós; 

 

 Comparar o efeito do tratamento oral com formulações, na forma de suspensão e na forma 

seca (pó) recém redisperso, sobre alterações fisiopatológicas relevantes em modelos de 

inflamação pulmonar induzida por LPS em camundongos, através da análise parâmetros 

relevantes: 

 Influxo de células inflamatórias recuperadas no lavado broncoalveolar; 

 Atividade de MPO presente no pulmão; 

 Mediadores inflamatórios no tecido pulmonar; 

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

concentrações crescentes de metacolina. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1. Preparo e caracterização físico-química de nanocápsulas contendo JME-173 

3.1.1. Estudo de desenvolvimento da formulação 

Durante o estudo fatorial foram testadas combinações, de acordo com a utilização de 

duas variáveis diferentes, em busca da melhor condição para o preparo das formulações. As 

variáveis utilizadas foram o tipo de polímero: PCL(Mw: 85000) (Sigma-Aldrich, EUA) ou 

Eudragit® S-100 (Evonik Industries, Alemanha) e a proporção (1:2, 1:1 e 2:1) de JME-173 

em triglicerídeos de cadeia média (TCM) (Delaware, Brasil), utilizados para a produção das 

nanocápsulas, segundo a técnica descrita no item 3.1.2. Desta forma, foi possível avaliar se a 

alteração desses parâmetros influenciaria nas características das nanopartículas formadas, 

principalmente, em termos de tamanho de partícula. O organograma do estudo fatorial está 

demonstrado na Figura 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 - Organograma do estudo fatorial para preparação das 

nanocápsulas contendo JME-173. Foram testadas 6 diferentes condições para o 

preparo de nanocápsulas contendo JME-173, de acordo com a utilização de 2 

variáveis: tipo de polímero (PCL ou Eudragit® S-100) e proporção de JME-

173:TCM (1:2, 1:1 e 2:1). TCM= Triglicerídeos de cadeia média; PCL= 

poli(epsilon-caprolactona). 
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3.1.2. Preparo das suspensões de nanocápsulas contendo JME-173  

Nanocápsulas contendo JME-173 foram obtidas através do método de deposição 

interfacial de polímeros biodegradáveis pré-formados (método de nanoprecipitação) proposto 

por Fessi e colaboradores (186), com algumas modificações. A preparação das suspensões de 

nanocápsulas consistiu em duas fases distintas, uma fase orgânica e outra aquosa. A fase 

orgânica, constituída pelos polímeros PCL ou Eudragit® S-100, JME-173, TCM e no caso 

das formulações preparadas com o polímero 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 constituída por tensoativo hidrofílico polissorbato 80 (Tween® 80) 

(Delaware, Brasil) em água (Milli-Q®), também em banho-maria a 40 °C. Após a 

solubilização dos componentes da preparação de fase orgânica, esta fase foi introduzida 

lentamente na solução aquosa, sob agitação magnética de 400 RPM. O produto dessa mistura 

foi a formação de gotículas de emulsão de diâmetro nanométrico, ocorrendo posterior 

precipitação do polímero na superfície da gotícula. A acetona e o etanol, os quais rapidamente 

se difundem através da fase aquosa, foram então removidos através do processo de 

evaporação a pressão reduzida, utilizando o evaporador rotatório (Büchi Labortechnik AG, 

Suíça) originando uma dispersão coloidal. Esta dispersão coloidal foi concentrada para um 

volume final de 5, 7,5 ou 10 mL, de acordo com a proporção de JME em TCM utilizada em 

cada uma das formulações, através da remoção de água, por rotaevaporação. Nanocápsulas 

brancas foram preparadas pelo mesmo procedimento sem a adição do princípio ativo. A 

proporção dos constituintes de cada uma das formulações está demonstrada na tabela 3.1. O 

processo de preparo e caracterização das nanocápsulas foi realizado em colaboração com 

Prof. Dra. Sílvia Stanisçuaski Guterres e Dra. Adriana Pohlmann da Faculdade de 

Farmácia/UFRGS. 
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3.1.3. Estudo fatorial e preparo das formulações secas de nanocápsulas contendo JME-

173  

Para a obtenção da formulação de nanocápsulas secas, foram preparadas, previamente, 

duas fases distintas. Uma fase orgânica contendo polímero 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 agitação magnética constante e temperatura controlada de 40 ± 2 ºC. A fase aquosa 

foi preparada com a dissolução de Tween 80 (0,077 g) em 53 mL de água ultrapura sob as 

mesmas condições de agitação e temperatura supracitadas. A fase orgânica foi inserida na fase 

aquosa em velocidade constante. Após a formação das nanocápsulas, 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 Químicos, Brasil) na suspensão. Após a homogeneização com o adjuvante de 

secagem, a suspensão de nanocápsulas foi seca pela técnica de secagem por aspersão (spray-

drying) utilizando o equipamento Mini Spray Dryer B-290 (Büchi Labortechnik AG, Suíça) 

sob condições de secagem pré-determinadas (187). As condições de secagem utilizadas 

foram: aspiração 37,5 m
3
/h (100%), temperatura de entrada 120 ºC, temperatura de saída 68º 

C, pressão de ar 1,8 bar e fluxo de alimentação de 5 mL/min (15 %). O organograma do 

estudo fatorial está demonstrado na Figura 3.2. 

 

 

 

PCL                                  

JME-173: TCM 

(1:2)       

PCL                                  

JME-173: TCM 

(1:1)       

PCL                                  

JME-173: TCM 

(2:1)       

Eudragit S-100®                                

JME-173: TCM 

(1:2)       

Eudragit S-100®                                

JME-173: TCM 

(1:1)       

Eudragit S-100®                                

JME-173: TCM 

(2:1)       

Polímero PCL (100 mg) PCL (100 mg) PCL (100 mg)
Eudragit S-100®        

(100 mg)

Eudragit S-100®   

(100 mg)

Eudragit S-100®   

(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 3 mL 3 mL 3 mL 3 mL 3 mL 3 mL

Água 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

Concentração 

JME-173 na 

Formulação

5 mg/mL 7,5 mg/mL 10 mg/mL 5 mg/mL 7,5 mg/mL 10 mg/mL

Tabela 3.1 - Constituintes das formulações das nanocápsulas contendo JME-173. 

Foram testadas 6 diferentes condições para o preparo de nanocápsulas contendo JME-

173, de acordo com a utilização de 2 variáveis: tipo de polímero (PCL ou Eudragit® 

S-100) e proporção de JME-173:TCM (1:2, 1:1 e 2:1). TCM: Triglicerídeos de cadeia 

média; PCL: poli(epsilon- caprolactona). 
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3.1.4. Caracterização físico-química das formulações 

3.1.4.1. Análise do tamanho de partícula por difração de laser (LD) 

 A caracterização físico-química das suspensões de nanocápsulas contendo JME-173 

foi realizada logo após o seu preparo, segundo os métodos descritos anteriormente (188). As 

suspensões de nanocápsulas foram caracterizadas quanto ao seu tamanho e distribuição de 

tamanho (Span), utilizando a técnica de difração de laser, utilizando o equipamento 

MasterSizer – Hydro 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido). Esta técnica é utilizada para 

realizar o controle nanotecnológico da formulação, pois permite evidenciar se ocorrem 

populações micrométricas na suspensão de nanopartículas. Uma alíquota das suspensões de 

nanocápsulas foi dispersa em água ultrapura, diretamente na unidade de leitura do 

equipamento, até que a obscuração do laser atingisse 2%. Os resultados foram expressos 

como média de triplicatas. 

 

 

 

Figura 3.2 - Organograma do estudo fatorial para preparação das formulações 

secas de nanocápsulas contendo JME-173. Foram testadas 6 diferentes condições 

para o preparo da formulação em forma de pó de nanocápsulas contendo JME-173, de 

acordo com a utilização de 2 variáveis: adjuvante de secagem (lactose ou l-leucina) e 

proporção de adjuvante da formulação (0,5, 1 ou 1.5%). 
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3.1.4.2. Análise do tamanho de partícula por espalhamento de luz dinâmico (DLS) 

As suspensões de nanocápsulas foram caracterizadas quanto ao seu tamanho e 

homogeneidade (índice de polidispersão – PDI), pela técnica de espalhamento de luz 

dinâmico (DLS), utilizando o equipamento ZetaSizer ZS (Malvern Instruments, Reino 

Unido). Esta técnica é mais sensível para medidas de sistemas nanotecnológicos em uma faixa 

estreita de distribuição. Uma alíquota da suspensão foi diluída 500 vezes (v/v), em água 

ultrapura, e o resultado expresso como média de triplicata. Os índices de tamanho e 

polidispersão foram calculados usando o software (Dispersion Technology Software - DTS 

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

 

3.1.4.3. Análise do potencial zeta 

As suspensões de nanocápsulas foram caracterizadas quanto ao seu potencial zeta pela 

técnica de microeletroforese associada à anemometria doppler de laser, submetendo-se a 

amostra a um campo elétrico no equipamento ZetaSizer ZS (Malvern Instruments, Reino 

Unido). Uma alíquota da suspensão foi diluída 500 vezes (v/v), em uma solução contendo 

cloreto de sódio a 10 µM para a análise. O resultado foi expresso como média de triplicata. 

 

3.1.4.4. Quantificação de JME-173 na formulação por cromatografia liquida de alta eficiência 

(CLAE) - UV 

O teor de JME-173 (concentração total) na formulação foi analisado por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE)-UV. O conteúdo foi determinado após a dissolução total das 

nanocápsulas de núcleo lipídico contendo a quantidade (teórica) de 1,5 mg de JME-173 em 10 

mL de acetonitrila (Merck, Brasil), através de sonicação por 30 minutos e posterior filtragem 

(Millipore® 0,45 μm) para análise. O sistema consistiu em um detector UV-Vis, bomba e 

autoinjetor Shimadzu (Shimadzu Corporation, Japão) e uma coluna Phenomenex C18 (150 

mm x 4.6 nm i.d. com partícula de 5 µnm, Shimadzu Corporation, Japão). A fase móvel 

consistiu em acetonitrila / tampão fosfato (pH 3.0) (40:60 v / v) com um pH de 3,0 ± 0,5 

corrigido com ácido ortofosfórico a 10% (v / v). A taxa de fluxo isocrático da fase móvel foi 

de   1 mL / min e o tempo de retenção 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 (não-

nanoencapsulado). Foram construídas 3 curvas de calibração diferentes. O coeficiente de 

correlação médio obtido foi de 0,998. Depois de construída a curva de calibração, foi 

realizada a avaliação do teor de JME-173 nas formulações. Basicamente, a quantidade de 
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JME-173 foi calculada comparando a relação da área do pico de formulação contendo a 

concentração teórica de 150 µg/mL de JME-173 em fase móvel, com o ponto da curva de 

calibração equivalente a essa concentração do composto livre. 

 

3.1.4.5. Eficiência de encapsulação 

Para avaliar a eficiência de encapsulação, 400 µl da formulação de nanocápsulas 

contendo JME-173 foram adicionados em microtubos de centrifugação (ultrafree®, Millipore, 

EUA). Os microtubos foram então centrifugados a 23548 x g em centrifuga de eppendorfs 

durante 5 min. O ultrafiltrado foi recolhido e a quantificação de JME-173 foi realizada por 

CLAE-UV. A eficiência de encapsulação foi calculada de forma indireta, a partir da diferença 

entre as concentrações do JME-173 total e livre medidos na suspensão de nanopartículas e no 

ultrafiltrado, respectivamente. 

 

3.1.4.6. pH das formulações 

O pH das formulações foram avaliados diretamente na suspensão de nanocápsulas 

contendo JME-173, usando potenciômetro B-474 (Micronal, Brazil). As medições foram 

realizadas utilizando 3 lotes diferentes da formulação. 

 

3.2. Animais  

Camundongos A/J (18-20 g) machos, provenientes do Centro de Criação de Animais 

de Laboratório da Fundação Oswaldo Cruz, foram utilizados nos experimentos. Os animais 

foram acondicionados, em grupos de cinco animais por caixa, no biotério do Pavilhão Ozório 

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 ração 

e água ad libitum. Todos os protocolos e procedimentos experimentais envolvendo animais 

foram aprovados pela Comissão de Uso de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo 

Cruz (CEUA – número de licença LW23/10). 
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3.3. Avaliação de alterações de peso corporal e parâmetros bioquímicos e leucocitários 

sanguíneos, após 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 veículo, água 

destilada. O protótipo mexiletina (100 mg/kg), administrado nas mesmas condições, foi 

utilizado como referência. As soluções de tratamento foram preparadas imediatamente antes 

de sua administração. 

 

3.3.1. Análise de peso 

Os animais foram pesados imediatamente antes da administração das substâncias ou 

do veículo. Os camundongos foram pesados, individualmente, todos os dias até o último dia 

da administração da droga.  

 

3.3.2. Contagem de células do sangue 

As análises sanguíneas foram realizadas 24 h após o último tratamento com a 

mexiletina, JME-173 ou veículo, conforme descrito em (189), com ligeiras modificações. 

Amostras de 5 µl de sangue foram retiradas da cauda dos camundongos e imediatamente 

diluídas em 195 µl de solução de Türk (ácido acético 0,2%) para contagem dos leucócitos 

totais. A contagem foi realizada através de microscopia de luz (microscópio Olympus®) em 

câmara de Neubauer. Para a contagem de leucócitos diferenciais foram realizados esfregaços 

sanguíneos, sendo as lâminas posteriormente coradas com May-Grunwald e Giemsa (Merck, 

Brasil) e diferenciadas com auxílio de microscopia de luz, com auxílio de uma objetiva de 

imersão em óleo.  

 

3.3.3. Análises bioquímicas do sangue 

Os camundongos foram anestesiados, através de exposição a aerossol de Isoflurano 

(Isoforine®, Cristália, Brasil), para o recolhimento do sangue, por meio de punção cardíaca. 

O sangue recolhido foi imediatamente armazenado para posterior quantificação de creatinina, 

bilirrunina total, albumina, ureia, colesterol, alanina-aminotransferase, aspartato-

aminotransferase, cloro, sódio, glicose e proteínas totais, realizada no Centro de Criação de 

Animais de Laboratório (Cecal) FIOCRUZ (Plataforma RPT12C - Análises Clínicas de 

Animais de Laboratório). 
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3.4. Avaliação do efeito anti-inflamatório do JME-173 nanoencapsulado em modelo de 

inflamação pulmonar induzida por LPS 

3.4.1. Modelo de inflamação pulmonar induzida por LPS  

Camundongos A/J foram anestesiados com aerossol de isoflurano (Cristália, Brasil) e 

submetidos ao desafio intranasal de LPS (25 μg/25 μL) (Sigma-Aldrich, USA) ou veículo 

salina estéril (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-inflamatório do 

JME-173 livre em modelo de inflamação pulmonar induzida por OVA (130), ou com ou 

nanocápsulas brancas foi realizado pela via oral, através de gavagem, 4 h antes da provocação 

por LPS. As análises foram realizadas 18 h após o desafio. O protocolo experimental do 

modelo de inflamação pulmonar induzido por LPS está mostrado na Figura 3.3.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2. Medidas de mecânica respiratória   

Para o teste de mecânica respiratória, avaliou-se o parâmetro de elastância pulmonar 

(cmH2O/mL), com auxílio da pletismógrafia barométrica de corpo inteiro invasiva 

- 4 h           0                              18 h

Instilação com Salina ( 25 µl por via intranasal)

Instilação com LPS ( 25 µg LPS / 25 µl de salina por via intranasal)

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

Grupo Salina

Grupo LPS

Grupo LPS + Tratamento (v.o.)

Análises

A/J Machos

Figura 3.3 - Protocolo experimental do modelo de inflamação pulmonar 

induzida por LPS. A seta branca indica desafio intranasal com 25 μl de Salina; a 

seta preta indica desafio intranasal com 25 μg de LPS em 25 μl de salina; o triangulo 

verde indica tratamento oral com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8, 25 ou 50 

mg/Kg) ou com nanocápsulas brancas. 
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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 à intubação endotraqueal e conectados ao equipamento 

BUXCO para tomada de parâmetros de função pulmonar. A obtenção dos dados fisiológicos 

foi realizada com os animais curarizados com brometo de pancurônio (Pavulon®, Sigma-

Aldrich, USA) (1 mg/Kg), ventilados mecanicamente (volume tidal de 200 μL) e mantidos à 

temperatura de 37 C. Após curto período de estabilização, os animais foram sequencialmente 

estimulados com aerossóis de PBS e metacolina (3, 9 e 27 mg/mL), após o que foram 

coletados os valores de elastância  em tempo real por um período de 5 minutos. Os foram 

registrados e processados com auxílio do software Buxco Biosystem XA (Buxco Research 

System, EUA). 

 

3.4.3. Avaliação de células do lavado broncoalveolar 

Após a análise de função pulmonar, os camundongos foram eutanasiados através de 

anestesia terminal com 500 mg/Kg de tiopental (Thiopentax®, Cristália, Brasil), injetado por 

via intraperitoneal. O lavado broncoalveolar foi obtido através de três 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 o 

precipitado foi ressuspendido em 250 μL de PBS/EDTA 10 mM para a contagem total e 

diferencial de leucócitos. A contagem total foi realizada em câmara de Neubauer através de 

microscopia óptica (aumento de 100x), diluindo-se uma alíquota da suspensão de células 

proveniente do lavado em líquido de Türk (1:10). A contagem diferencial foi realizada em 

citoesfregaços e posteriormente corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa. A avaliação 

foi feita em microscópio ótico com objetiva de imersão em óleo (objetiva 100x). 

 

3.4.4. Quantificação de proteínas do tecido pulmonar  

A quantificação de proteínas foi realizada pelo método do ácido bicincrônico (BCA), 

conforme descrito anteriormente (192). Tal método se baseia na reação na redução do cobre, 

em meio alcalino, promovida pelas proteínas. O cobre reduzido por sua vez, forma um 

complexo com o BCA, formando uma coloração roxa, a qual pode ser medido em 

comprimento de onda de 562 nm. As amostras foram adicionadas, assim como a curva com 

concentrações crescentes de albumina do soro bovino (BSA) (SeraLab, Reino Unido) em 

placas 96 poços. Posteriormente, foram adicionados 200 μL 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 após esse período, foi realizada a leitura em espectrofotômetro (562 

nm). 

 

3.4.5. Quantificação de citocinas e quimiocinas do tecido pulmonar  

Fragmentos do pulmão dos camundongos foram removidos 18 h após o último 

desafio, congelados imediatamente em nitrogênio líquido e mantidos a -80
o
C para posterior 

análise.  Imediatamente antes das quantificações, os tecidos foram homogeneizados em 1 ml 

de solução 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. Após 

centrifugação de 1370 x g por 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi recolhido e foi realizada a 

quantificação de proteína total e de citocinas.  

Os níveis de citocinas foram detectados através da técnica Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA), conforme descrito em (179). As amostras foram 

quantificadas utilizando kits comercialmente disponíveis de IL-1β, KC/CXCL1 

(Quimioatrativo de queratinócitos), MCP-1/CCL2 (Proteína quimiotática de monócitos 1) e 

RANTES/CCL5 (Fator regulador da ativação expressos e secretados por linfócitos T normais) 

(R&D Systems, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Para recobrir a placa de 96 

poços foi utilizado um anticorpo capturador (de acordo com o indicado pelo kit), onde o 

tempo de captura foi de 18 h à temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi lavada em 

tampão "coat buffer" e bloqueada com PBS-BSA 1 % (250 μl por poço), permanecendo em 

contato com o anticorpo capturador durante 1 h. Após esta incubação ocorreu a lavagem, 

seguida da aplicação das amostras e dos padrões com diluição seriada nas concentrações 

indicadas nos kits, etapa que durou 18 h à temperatura de 4 °C. A placa foi, então, lavada com 

tampão "Assay Buffer" para posterior adição do anticorpo de detecção, permanecendo 

incubado por 1 h. Após esse tempo, a placa foi novamente lavada com o respectivo tampão e 

adicionou-se a enzima estreptoavidina por 1 h. O substrato (K-Blue) foi adicionado e a reação 

interrompida com H2SO4 (0,19 M). A leitura da placa foi realizada com a utilização de um 

espectrofotômetro (Versamax-Molecular Devices, EUA) no comprimento de onda de 450 nm. 

Os níveis de citocinas foram normalizados para os níveis de proteína total medidos pelo 

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

 

3.4.6 Quantificação de Mieloperoxidase no tecido pulmonar   

Conforme descrito previamente (190), fragmentos de tecido pulmonar foram 

homogeneizados em 1 ml de solução de Hank (Sigma-Aldrich, EUA) e centrifugados a 1.950 
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× g durante 10 min a 4 ° C. O pellet foi ressuspendido em 0,5 mL de NaCl a 0,2% seguido por 

0,5 mL de solução hipertónica de NaCl a 1,6% e  após centrifugado a 2.000 × g durante 10 

min a 4 ° C. Em seguida, pellet foi ressuspendido em 1 mL de brometo de 

hexadeciltrimetilamônio (HTAB) (Sigma-Aldrich, EUA) e recentrifugado a 1.700 x g durante 

15 min a 4 ° C. O sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 15.300 x g durante 15 min a 4 ° 

C. Posteriormente, foram pipetados 50 μL de amostra, 50 μL de HTAB e 50 μL de 

ortodidisidina em uma placa de 96 poços (Sigma-Aldrich, EUA). A placa foi mantida a 37 °C 

durante 15 min e, em seguida, adicionaram-se 50 μL de H2O2 (Vetec, Brasil) a cada poço. 

Após 10 min, foram adicionados 50 μL de azida sódica (1%) (Sigma-Aldrich, EUA). A 

análise foi realizada em espectrofotômetro em comprimento de onda de 460 nm, e o resultado 

expresso como U (unidade enzimática) por mg de proteína. 

 

3.4.7. Análise Estatística  

Os dados foram expressos como média e erro padrão da média e analisados 

estatisticamente por teste de análise de variância one-way ou two way ANOVA, seguido pelo 

pós-teste de Newman-Keuls ou Bonferroni, respectivamente. Valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. GraphPad Prism 5 foi utilizado como software 

de análise estatística (GraphPad Prism versão5.0, EUA). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Análise do peso corporal e parâmetros bioquímicos e leucocitários no sangue, após 

administração oral crônica de JME-173 livre  

Com o objetivo de avaliar possíveis efeitos tóxicos 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 comparação. Os tratamentos foram realizados 

uma vez ao dia, de segunda a sexta, durante seis semanas consecutivas. Os dados individuais 

de peso corpóreo (Figura 4.1A) e, particularmente aqueles relacionados as diferenças de 

massa em relação ao peso individual inicial  (delta de ganho ou perda) (Figura 4.1B), 

revelaram que, ao contrário dos animais tratados com veículo ou mexiletina, aqueles tratados 

com JME-173 apresentaram perda significativa de peso ao longo do tratamento. As perdas 

foram já observadas ao longo da primeira semana e foram ainda notadas na última semana de 

análise.  

Visando investigar possíveis alterações hematológicas nos animais tratados 

continuamente com altas doses de JME-173, avaliamos o perfil de leucócitos presentes no 

sangue desses animais. Conforme mostrado na Figura 4.2A, observamos que não houve 

alterações significativas no número de leucócitos nos camundongos tratados com mexiletina 

ou com JME-173, em relação ao grupo tratado com o veículo salina. A análise diferencial 

confirmou o perfil celular majoritariamente linfocitário (Figura 4.2B) característico da 

espécie, havendo também neutrófilos (Figura 4.2C) e monócitos (Figura 4.2D), os quais não 

se encontraram alterados em nenhum grupo estudado.  

A partir de amostras de sangue, avaliamos também os níveis de marcadores de lesão 

de órgãos vitais em animais tratados com JME-173 e mexiletina. De forma semelhante a 

encontrada no número de células, não houve diferença significativa nos níveis 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), sódio (Figura 4.3H), cloro (Figura 4.3I), glicose (Figura 4.3J) e proteínas totais 

(Figura 4.3K) no sangue dos camundongos tratados com 100 mg/Kg de mexiletina e JME-

173, em relação ao  comparado com o grupo controle tratado com água destilada.  
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Figura 4.1 - Análise de peso dos animais submetidos ao tratamento contínuo com 

mexiletina ou JME-173. Camundongos A/J foram tratados, por via oral, com água 

destilada ou com 100 mg/Kg de mexiletina ou de JME-173, 5 vezes na semana, 

durante 6 semanas. Análise do peso (A) e delta de peso (B) dos animais, ao longo dos 

dias. Os resultados são expressos como Média ± Erro Padrão da Média de 5-6 

animais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação ao grupo tratado com água 

destilada. 
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Figura 4.2 - Número de células no sangue dos animais submetidos ao tratamento 

contínuo com mexiletina ou JME-173. Camundongos A/J foram tratados, por via 

oral, com água destilada ou com 100 mg/Kg de mexiletina ou de JME-173,  5 vezes 

na semana, durante 6 semanas.  A análise quantitativa de leucócito total no sangue (A) 

foi realizada por microscopia ótica com auxílio da câmara de Neubauer, enquanto que 

a análise do número de linfócitos (B), neutrófilos (C) e monócitos (D) foi realizada 

em esfregaços sanguíneos corados com May Grunwald – Giemsa, 24 h após o último 

tratamento. Os resultados são expressos como Média ± Erro Padrão da Média de 5 

animais. 



48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.00

0.05

0.10

0.15

C
re

a
ti

n
in

a
 (

m
g

/d
L

)

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

B
il
ir

ru
b

in
a

 T
o

ta
l 
( 

m
g

/d
L

)

0

1

2

3

A
lb

u
m

in
a

 (
 g

/d
L

)

0

10

20

30

40

U
re

ia
 (
m

g
/d

L
)

0

20

40

60

80

100

C
o

le
s

te
ro

l 
(m

g
/d

L
)

0

50

100

150

A
la

n
in

a
-

A
m

in
o

tr
a
n

s
fe

ra
s
e

( 
U

/L
)

0

50

100

150

C
lo

ro
 (

m
m

o
l/
L

)

0

50

100

150

200

S
ó

d
io

 (
m

E
q

/L
)

0

50

100

150

200

A
s
p

a
rt

a
to

-

A
m

in
o

tr
a
n

s
fe

ra
s
e

(U
/L

)

0

50

100

150

200

250

G
li
c

o
s

e
 (

m
g

/d
L

)

0

2

4

6

P
ro

te
ín

a
s

 T
o

ta
is

 (
 g

/d
L

)

Controle

Mexiletina 100 mg/kg, v.o.

JME-173 100 mg/kg,v.o.

A

B C

D E

F GF G

H I

J K

Figura 4.3 - Análise bioquímica do sangue dos animais submetidos ao 

tratamento contínuo com mexiletina ou JME-173. Camundongos A/J foram 

tratados, por via oral, com água destilada ou com 100 mg/Kg de mexiletina, JME-

173, 5 vezes na semana, durante 6 semanas. Análise dos níveis de creatinina (A), 

bilirrubina total (B), albumina (C), ureia (D), colesterol (E), alanina-aminotransferase 

(F), aspartato-aminotransferase (G), sódio (H), cloro (I), glicose (J) e proteínas totais 

(K) no sangue dos animais. Os resultados são expressos como Média ± Erro Padrão 

da Média de 2-4 animais. 
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4.2. Desenvolvimento e caracterização da suspensão de nanocápsulas contendo JME-173 

4.2.1.  Estudo fatorial  

 A partir do estudo fatorial, avaliamos duas possíveis variáveis que poderiam afetar a 

preparação das nanocápsulas de núcleo lipídico, contendo JME-173: o tipo de polímero (PCL 

ou Eudragit® S-100) e a proporção de JME-173 e TCM na formulação (1:2, 1:1 e 2:1). 

Baseado nas proporções e constituintes utilizados, conforme apresentado na Tabela 3.1 do 

capítulo 3 (Materiais e Métodos), foram desenvolvidas 6 formulações de nanocápsulas 

contendo o composto, a partir do método de deposição interfacial de polímeros 

biodegradáveis pré-formados. O método de preparação gerou suspensões aquosas de aspecto 

leitoso e homogêneo, sem a formação de precipitado ou separação de fases. A análise por 

difração de laser evidenciou que as formulações apresentaram diferentes diâmetros e 

distribuição de tamanho. As formulações utilizando PCL como polímero apresentaram 

diâmetro de 713 nm, 491 nm e 851 nm, com distribuição de tamanho de 5.7, 3.8 e 2.1 para as 

proporções JME-173:TCM de 1:2 (Figura 4.4A), 1:1 (Figura 4.4B) e 2:1 (Figura 4.4C), 

respectivamente.  Enquanto que as suspensões utilizando Eudragit® S-100 como polímero 

apresentaram diâmetro de 3041 nm, 218 nm e 120 nm, com distribuição de tamanho de 1.4, 

0.9 e 0.8 para as proporções JME-173:TCM de 1:2 (Figura 4.5A), 1:1 (Figura 4.5B) e 2:1 

(Figura 4.5C), respectivamente. Tal análise demonstrou que a formulação utilizando o 

Eudragit® S-100 como polímero e contendo 75% de JME-173 em 25% de TCM (proporção 

de 2:1) apresentou as condições nanométricas requeridas, como pode ser observado pelo 

menor diâmetro e distribuição de tamanho das partículas, sendo, portanto, selecionada para o 

prosseguimento do trabalho.  
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Figura 4.4 – Avaliação do diâmetro médio e distribuição de partículas da 

suspensão de nanocápsulas revestidas com PCL na proporção de  JME-173 em 

triglicerídeos de cadeia média de 1:2 (A); 1:1 (B) e 2:1 (C), através de 

difratometria a laser. A granulometria e distribuição de tamanho de partículas foram 

medidos em uma suspensão contendo JME-173 nanoencapsulado por difração de luz 

laser utilizando um analisador de partículas Mastersizer® (Malvern). O espectro de 

curva gaussiana polidispersa no intervalo de 0,01 a 3000 µm foi obtido para 

nanocápsulas recém preparadas a partir da média de 3 análises consecutivas da mesma 

amostra. 

Proporção JME-173:TCM =1:2

Proporção JME-173:TCM = 1:1

Proporção JME-173:TCM = 2:1

Polímero: PCL

A

B

C
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Figura 4.5 – Avaliação do diâmetro médio e distribuição de partículas da 

suspensão de nanocápsulas revestidas com Eudragit® S-100 na proporção de  

JME-173 em triglicerídeos de cadeia média de 1:2 (A); 1:1 (B) e 2:1 (C), através 

de difratometria a laser. A granulometria e distribuição de tamanho de partículas 

foram medidos em uma suspensão contendo JME-173 nanoencapsulado por difração 

de luz laser utilizando um analisador de partículas Mastersizer® (Malvern). O espectro 

de curva gaussiana polidispersa no intervalo de 0,01 a 3000 µm foi obtido para 

nanocápsulas recém preparadas a partir da média de 3 análises consecutivas da mesma 

amostra. 

Proporção JME-173:TCM =1:2

Proporção JME-173:TCM = 1:1

Proporção JME-173:TCM = 2:1

Polímero: Eudragit® S-100

A

B

C



52 

 

4.2.2.  Caracterização físico-química  

 Visando uma melhor caracterização da suspensão de escolha (polímero Eudragit® S-

100, proporção de 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente), avaliamos o diâmetro médio 

das partículas, índice de polidispersão e potencial zeta, através do equipamento o 

equipamento Zetasizer®. Através de espalhamento de luz dinâmica e mobilidade 

eletroforética observou-se que a formulação de nanocápsulas utilizando Eudragit® S-100 

como polímero e proporção de JME-173 em TCM de 2:1 apresentou diâmetro médio de 183,6 

nm (Figura 4.6) e potencial zeta de -39,9 mV (Figura 4.7). De acordo com o baixo índice de 

polidispersão observado, pode-se sugerir que as partículas apresentam distribuição 

monomodal sem a presença de populações micrométricas. 

 Com o objetivo de avaliar o teor do princípio ativo presente na formulação e a 

eficiência de encapsulação, desenvolvemos e validamos um método analítico de 

cromatografia, possibilitando determinar com precisão e exatidão o teor de JME-173 em cada 

lote de formulação preparada. A detecção de 1 mg/mL JME-173 livre em acetonitrila está 

demonstrada na Figura 4.8A. A curva de calibração contendo concentrações crescentes de 

JME-173 (50 – 350 µg/mL) apresentou coeficiente de determinação (R
2
) de 0,99 (Figura 

4.8B) e gerou a equação da reta: Y=3251x-4565,1, utilizada para análises de teor do composto 

e eficiência de encapsulação. 

 A análise da concentração de princípio ativo presente na formulação e a taxa de 

encapsulação foi realizada em amostras das suspensões de nanocápsulas contendo JME-173, 

após detecção por CLAE-UV. A tabela 4.1 nos mostra que as formulações apresentaram teor 

médio de 94,9 ± 1,4% em relação ao valor teórico de 10 mg/mL de JME-173 na formulação. 

Enquanto que, a tabela 4.2 mostra que o método apresentou 97,2 ± 00,5% de eficiência de 

encapsulação de JME-173. O pH das formulações de nanocápsulas, avaliado diretamente em 

potenciômetro, foi de 3,8 ± 0,1 (Tabela 4.3). Um resumo contendo todos os valores 

relacionados à caracterização físico-química das formulações de nanocápsulas contendo JME-

173 está apresentado na Tabela 4.4. 
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Diâmetro médio e índice de polidispersão

Figura 4.6 – Avaliação do diâmetro médio e do índice de polidispersão de 

nanocápsulas contendo JME-173 (Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, 

respectivamente). A granulometria das partículas e o índice de polidispersão foram 

medidos em uma suspensão contendo JME-173 nanoencapsulado por espalhamento 

dinâmico de luz utilizando um analisador de partículas Zetasizer® (Malvern). O 

espectro de curva gaussiana polidispersa no intervalo de 0,1 a 10.000 nm foi obtido 

para nanocápsulas recém preparadas a partir da média de 3 análises consecutivas da 

mesma amostra. 

Potencial Zeta

Figura 4.7 – Avaliação do potencial zeta de nanocápsulas 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 suspensão 

contendo JME-173 nanoencapsulado, por mobilidade eletroforética das partículas, 

utilizando o equipamento Malvern Zetasizer. O espectro de curva no intervalo de -

200 a 200 mV foi obtido para nanocápsulas recém preparadas a partir da média de 3 

análises consecutivas da mesma amostra. 
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Figura 4.8 – Detecção e curva de calibração de JME-173 livre obtido por 

HPLC. Cromatograma ilustrando a detecção do JME-173 solubilizado em 

Acetonitrila (1 mg/mL), analisado por HPLC (A); Curva, Equação da reta e R
2
 

obtidos a partir da área sob a curva de 7 concentrações diferentes de JME-173 livre 

(50 – 350 µg/mL) (B).  

Lote
Área sob a 

curva (y)
Equação da reta

Concentração   

(µg/mL)

Concentração   

Teórica (µg/mL)

Teor de JME-173 

na formulação

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 concentração experimental de JME-173 presente 

na formulação de nanocápsulas (Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, 

respectivamente). Nanocápsulas foram rompidas através de sonicação e 

solubilização 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 Área 
Concentração   

(µg/mL)
Fórmula

Eficiência de 

encapsulação

1 917198 283,53207 97,2 %

2 861317 266,34341 97,3 %

3 904742 279,05068 97,2 %

((CF-C) x 100)      

100

Tabela 4.2 – Eficiência de encapsulação do JME-173 na formulação (Eudragit® 

S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente). A determinação da taxa de 

encapsulação 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. 

Lote Área 

1 3,8

2 3,6

3 3,9

Tabela 4.3 - Determinação de pH da formulação nanocápsulas contendo JME-173 

(Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente).  A avaliação de pH foi 

obtida pela análise com potenciômetro.  

Média 

Diâmetro médio 

(Mastersizer)
 120 nm

Diâmetro médio 

(Zetasizer)
183 nm

Potencial Zeta - 39, 9 mV

Teor 

Expermimental
97%

Eficiência de 

encapsulação
3,8

Tabela 4.4 – Caracterização físico-química das nanopartículas contendo JME-

173 (Eudragit® S-100, 2:1 de JME-173 e TCM, respectivamente). Parâmetros: 

Diâmetro médio das partículas, potencial zeta, Teor experimental, eficiência de 

encapsulação e pH das formulações. 
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4.3. Avaliação farmacológica da formulação de JME-173 nanoencapsulado 

4.3.1. Efeito do tratamento com JME-173 (50 mg/Kg) nanoencapsulado sobre o 

infiltrado de células inflamatórias induzido por LPS no lavado bronchoalveolar  

Visando comparar o efeito do composto JME-173 livre e nanoencapsulado sobre a 

resposta inflamatória pulmonar utilizamos o modelo de inflamação pulmonar no qual 

camundongos foram submetidos a uma provocação intranasal com LPS (25 μg/25 μl). Como 

esperado, os achados mostrados na Figura 4.9A indicam que os animais desafiados com LPS, 

sem tratamento ou tratados apenas com nanocápsulas branca (sem JME-173), apresentaram 

um aumento significativo do número de leucócitos totais, 18 h após a última instilação com o 

estímulo inflamatório. O tratamento com JME-173 livre (50 mg/Kg) não reduziu o infiltrado 

leucocitário no lavado, enquanto que o tratamento com o composto nanoencapsulado, na 

mesma dose, reduziu fortemente o influxo de células inflamatórias, com contagens que se 

aproximaram aos níveis basais. A análise diferencial do infiltrado inflamatório, realizada em 

citoesfregaços corados com May-Grunwald-Giemsa, mostrou que o acúmulo leucocitário 

resultou do recrutamento majoritariamente neutrofílico (Figura 4.9B), e também de 

macrófagos (Figura 4.9C). A análise revelou que somente o tratamento com JME-173 

nanoencapsulado diminuiu, de maneira estatisticamente significativa, o aporte de neutrófilos e 

de macrófagos 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 inflamatórias no BAL de camundongos instilados com 

LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (50 

mg/Kg) ou com nanocápsulas branca 4 h antes da instilação com LPS. A análise 

quantitativa de leucócito total (A) foi realizada por microscopia ótica com auxílio da 

câmara de Neubauer, enquanto que a análise do número de neutrófilos (B) e 

macrófagos (C) foi realizada em citoesfregaços corados com May Grunwald – 

Giemsa, 18 horas após a provocação com LPS. Os resultados são expressos como 

Média ± Erro Padrão da Média de 10 animais. +p<0,05 em relação ao grupo 

desafiado com salina; **p<0,01;***p<0,001 em relação ao grupo desafiado com 

LPS. 
&

p<0,05 em relação ao grupo desafiado com LPS e tratado com nanocápsulas 

branca. 
#
p<0,05 em relação ao grupo desafiado com LPS e tratado com JME-173 

livre. 

 

 



58 

 

4.3.2. Efeito do tratamento com JME-173 (50 mg/Kg) nanoencapsulado sobre a 

atividade de MPO no pulmão 

 Visando confirmar o efeito da administração de JME-173 nanoencapsulado sobre os 

níveis de neutrófilos presentes no pulmão, comparamos o efeito do tratamento com o 

composto livre e o nanoencapsulado sobre a atividade de MPO presente no tecido pulmonar, 

18 h após o estímulo com LPS. Os achados representados na Figura 4.10 mostraram que os 

animais desafiados com LPS apresentaram um aumento significativo nos níveis de MPO 

quando comparados ao grupo desafiado com salina. O tratamento com nanocápsulas brancas 

ou com JME-173 (50 mg/Kg) livre não alteraram o aumento nos níveis de MPO. O tratamento 

com JME-173 nanoencapsulado, no entanto, reduziu drasticamente o aumento dos níveis de 

MPO quando comparado ao grupo LPS. 
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Figura 4.10 – Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado 

sobre a atividade de MPO no pulmão de camundongos instilados com LPS. 
Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (50 

mg/Kg) ou com nanocápsulas branca 4 h antes da instilação com LPS. A dosagem 

de MPO presente no tecido pulmonar foi realizada, por ensaio enzimático, 18 horas 

após a provocação com LPS. Os resultados são expressos como Média ± Erro 

Padrão da Média de 10 animais. +p<0,05 em relação ao grupo desafiado com salina; 

***p<0,001 em relação ao grupo desafiado com LPS.
 &

p<0,05 em relação ao grupo 

desafiado com LPS e tratado com nanocápsulas branca. 
#
p<0,05 em relação ao grupo 

desafiado com LPS e tratado com JME-173 livre. 
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4.3.3. Efeito do tratamento com JME-173 (50 mg/Kg) nanoencapsulado sobre a 

produção de citocinas induzidas por LPS 

A quantificação de mediadores inflamatórios no tecido pulmonar foi realizada através 

da técnica de ELISA em homogenatos de pulmão obtidos 18 h após a provocação antigênica. 

Especial ênfase foi dada a algumas citocinas relevantes no contexto da inflamação pulmonar 

induzida por LPS. A quantificação dos mediadores inflamatórios no tecido pulmonar, 

apresentada na Figura 4.11, mostrou que a instilação com LPS resultou em aumento na 

produção de IL-1β (Figura 4.11A), KC/CXCL1 (Figura 4.11B), MCP-1/CCL2 (Figura 4.11C) 

e RANTES/CCL5 (Figura 4.11D), em comparação com o grupo salina. As mesmas figuras 

mostraram ainda que o tratamento com JME-173 nanoencapsulado (50 mg/Kg) reduziu os 

níveis desses mediadores inflamatórios, enquanto que o tratamento com a molécula livre ou 

com o veículo nanocápsulas brancas não impactou sobre a redução dos níveis das citocinas 

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

Figura 4.11 – Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado 

sobre os níveis de citocinas no pulmão de camundongos, 18 horas após a 

instilação com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou 

nanoencapsulado (50 mg/Kg) ou com nanocápulas branca 4 horas antes da instilação 

com LPS. A análise foi realizada pela técnica de ELISA em homogenatos do tecido 

pulmonar. Foram quantificados os níveis de IL-1β (A); KC/CXCL1 (B); MCP-

1/CCL2 (C) e Rantes/CCL5 (D). Os resultados são expressos como Média ± Erro 

Padrão da Média de 7-10 animais. +p<0,05 em relação ao grupo desafiado com 

salina; *p<0,05; ***p<0,001 em relação ao grupo desafiado com LPS.
 &

p<0,05 em 

relação ao grupo desafiado com LPS e tratado com nanocápsulas branca. 
#
p<0,05 em 

relação 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 provocação 

com LPS 

Avaliamos o efeito do tratamento com JME-173 sobre a hiperresponsividade 

brônquica, através de pletismografia barométrica de corpo inteiro, 18 h após o último desafio. 

Os dados apresentados na Figura 4.12 indicaram que aerolizações com concentrações 

crescentes de metacolina revelaram um marcado estado de hiper-reatividade brônquica, 

indicado pelo aumento de elastância pulmonar, nos animais desafiados com LPS, em 

comparação aos desafiados com salina. O tratamento com nanocápsulas brancas, utilizada 

como controle veículo, não apresentou efeito na redução de elastância pulmonar, enquanto 

que o tratamento com JME-173 livre ou nanoencapsulado, na dose de 50 mg/Kg, inibiram, de 

maneira significativa, tal fenômeno. 
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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 após provocação com LPS. 
Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (50 

mg/Kg) ou com nanocápsulas branca 4 horas antes da instilação com LPS. Os 

resultados são expressos como Média ± Erro Padrão da Média de 10 animais. 

+p<0,05 em relação ao grupo desafiado com salina; **p<0,01; ***p<0,001 em 

relação ao grupo desafiado com LPS.
 &

p<0,05 em relação ao grupo desafiado com 

LPS e tratado com nanocápsulas 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 inflamatórias no BAL 

Tendo em vista os resultados positivos obtidos com a administração de 50 mg/Kg de 

JME-173 nanoencapsulado sobre alterações cruciais na inflamação pulmonar induzida por 

LPS, avaliamos o efeito de doses menores do composto (8 e 25 mg/Kg) sobre tais parâmetros. 

A análise do influxo de células no BAL, mostrada na Figura 4.13A, indicou que o número 

aumentado de leucócitos totais, induzido pela instilação intranasal com LPS, não foi revertido 

pelo tratamento com as nanocápsulas branca, nem após tratamentos com JME-173 livre em 

ambas as doses testadas. Entretanto, o tratamento com o princípio ativo nanoencapsulado, nas 

doses de 8 e 25 mg/Kg, continuou evidenciando efeito de inibição praticamente total do 

infiltrado de leucócitos no BAL. A análise diferencial evidenciou que somente o tratamento 

com nanocápsulas contendo JME-173, em ambas as doses utilizadas, reverteu de maneira 

significativa o aumento de neutrófilos (Figura 4.13B) e de macrófagos (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 inflamatórias 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 nanocápsulas branca 4 horas antes da instilação com LPS. A 

análise quantitativa de leucócito total (A), foi realizada por microscopia ótica com 

auxílio da câmara de Neubauer, enquanto que a análise do número de neutrófilos (B) 

e macrófagos (C) foi realizada em citoesfregaços corados com May Grunwald – 

Giemsa, 18 horas após a provocação com LPS. Os resultados são expressos como 

Média ± Erro Padrão da Média de 6-8 animais. +p<0,05 em relação ao grupo 

desafiado com salina; *p<0,05; ***p<0,001 em relação ao grupo desafiado com 

LPS.
 &

p<0,05 em relação ao grupo desafiado com LPS e tratado com nanocápsulas 

branca. 
#
p<0,05 em relação 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 

níveis de MPO no tecido pulmonar 

A avaliação dos níveis de MPO em amostras de homogenato de tecido pulmonar, 18 h 

após a instilação com o antígeno, indicou o aumento no quantitativo de neutrófilos no tecido 

pulmonar nos grupos LPS sem tratamento e tratados com nanocápsulas branca ou com JME-

173 livre (8 e 25 mg/Kg) (Figura 4.14). A análise mostrou ainda que este aumento foi 

completamente abolido pela administração 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 pulmão de camundongos instilados com LPS. 
Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8 ou 25 

mg/Kg) ou com nanocápsulas branca 4 horas antes da instilação com LPS. A 

dosagem de MPO presente no tecido pulmonar foi realizada por ensaio enzimático, 

18 horas após a provocação com LPS. Os resultados são expressos como Média ± 

Erro Padrão da Média de 6-7 animais. +p<0,05 em relação ao grupo desafiado com 

salina; ***p<0,001 em relação ao grupo desafiado com LPS.
 &

p<0,05 em relação ao 

grupo desafiado com LPS e tratado com nanocápsulas branca. 
#
p<0,05 em relação 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 

produção de citocinas induzida por provocação com LPS 

No que concerne a quantificação de mediadores inflamatórios, os achados dos níveis 

de citocinas, apresentados na Figura 4.15, revelaram que o desafio com LPS promoveu um 

aumento significativo na produção de IL-1 β (Figura 4.15A), KC/CXCL1 (Figura 4.15B), 

MCP-1/CCL2 (Figura 4.15C) e RANTES/CCL5 (Figura 4.15D) no tecido pulmonar, em 

relação ao grupo controle, estimulado apenas com salina. A quantificação de mediadores 

inflamatórios no tecido pulmonar mostrou também que o tratamento oral com JME-173 livre 

ou com nanocápsulas branca não inibiu, de maneira significativa, o aumento nos níveis dessas 

citocinas. O tratamento com nanocápsulas de JME-173, nas doses de 8 e 25 mg/Kg, 

apresentaram, mais uma vez, marcado efeito preventivo sobre aumento dos níveis dos 

mediadores inflamatórios induzido por LPS.  
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Figura 4.15 – Efeito do tratamento oral com JME-173 livre e nanoencapsulado 

sobre os níveis de citocinas no pulmão de camundongos, 18 horas após a 

instilação com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou 

nanoencapsulado (8 ou 25 mg/Kg) ou com nanocápsulas branca 4 horas antes da 

instilação com LPS. A análise foi realizada pela técnica de ELISA em homogenatos 

do tecido pulmonar. Foram quantificados os níveis de IL-1β (A); KC/CXCL1 (B); 

MCP-1/CCL2 (C) e Rantes/CCL5 (D). Os resultados são expressos como Média ± 

Erro Padrão da Média de 3-7 animais. +p<0,05 em relação ao grupo desafiado com 

salina; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação ao grupo desafiado com LPS.
 

&
p<0,05 em relação ao grupo desafiado com LPS e tratado com nanocápsulas 

branca. 
#
p<0,05 em relação 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 provocação com LPS 

Os achados de alteração de função pulmonar mostrados na Figura 4.16 indicam que 

aerolizações com concentrações crescentes de metacolina resultaram no aumento significativo 

da elastância pulmonar do grupo desafiado com LPS, em comparação 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 nanocápsulas 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 após provocação com LPS. 
Camundongos A/J foram tratados com JME-173 livre ou nanoencapsulado (8 ou 25 

mg/Kg) ou com nanocápsulas vazias 4 horas antes da instilação com LPS. Os 

resultados são expressos como Média ± Erro Padrão da Média de 7-8 animais. 

+p<0,05 em relação ao grupo desafiado com salina; *p<0,05; **p<0,01 em relação 

ao grupo desafiado com LPS.
 #

p<0,05 em relação ao grupo desafiado com LPS e 

tratado com a dose equivalente de JME-173 livre. 
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4.4. Desenvolvimento e caracterização de formulação de nanocápsulas secas contendo 

JME-173  

4.4.1. Preparo e caracterização físico-química 

 Apesar dos resultados promissores observados com a suspensão de JME-173, a 

formulação apresentou baixa estabilidade ao longo de semanas de preparação. De fato, foi 

possível observar que em menos de um mês após o seu preparo, a emulsão apresentou 

evidente separação de fases, de maneira irreversível. Devido às limitações encontradas com as 

suspensões de nanocápsulas contendo JME-173, utilizou-se uma técnica previamente validada 

(187), em Mini Spray-Dryer para a secagem destas formulações, objetivando uma formulação 

final na forma de pó seco. Para tanto, foram novamente preparadas suspensões de 

nanocápsulas de Eudragit® S-100 contendo JME-173, a partir do método de deposição 

interfacial de polímeros biodegradáveis, onde foi adicionado à suspensão resultante da 

nanoprecipitação o adjuvante de secagem, lactose (Figura 4.17) ou l-leucina (Figura 4.18) nas 

proporções de 0,5, 1 ou 1,5% (m/v) e levada diretamente ao spray-dryer para secagem, 

ocorrendo a remoção da acetona, etanol e da água em uma única etapa, conforme descrito em 

Materiais e métodos (item 3.1.3). 

Os pós sub-micrométricos obtidos por Spray-Dryer foram colocados no dispersor do 

equipamento Mastersizer, utilizando salina como meio dispersante, e foram realizadas as 

medidas de diâmetro. A avaliação da distribuição de tamanho indicou que formulações 

contendo o adjuvante de secagem l-leucina a 0,5% (Figura 4.18A) apresentou maior 

quantidade de partículas com diâmetro majoritariamente nanométrico e menor faixa de 

partículas de tamanho micrométrico, quando comparadas às formulações com lactose 0,5% 

(Figura 4.17A), 1% (Figura 4.17B) ou 1,5% (Figura 4.17C), ou nas formulações contendo l-

leucina a 1% (Figura 4.18B) ou 1,5% (Figura 4.18C). Tal dado demonstrou que formulações 

secas contendo a leucina 0,5% apresentaram melhor condição de secagem, sendo, portanto, 

selecionadas para o prosseguimento do trabalho.  

A análise do teor experimental de JME-173 na formulação utilizando o adjuvante de 

secagem leucina a 0,5% foi avaliada por cromatografia. A análise da concentração de 

princípio ativo presente na formulação demonstrou que as formulações apresentaram teor 

médio de 79,3 ± 1,9 % de JME-173 (Tabela 4.5). 
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Figura 4.17 – Avaliação da distribuição de tamanho, através de difratometria a 

laser, de formulações secas de JME-173 nanoencapsulado, contendo o 

adjuvante de secagem lactose em diferentes proporções. A granulometria das 

partículas e o índice de polidispersão foram medidos em formulações secas contendo 

JME-173 nanoencapsulado, utilizando o adjuvante lactose nas proporções de 0,5% 

(A), 1% (B) ou 1,5% (C) (m/v),  ressuspendida em salina, por difração de luz laser 

utilizando um analisador de partículas Malvern Mastersizer. O espectro de curva 

gaussiana polidispersa no intervalo de 0,01 a 3000 µm foi obtido para nanocápsulas 

recém preparadas a partir da média de 3 análises consecutivas da mesma amostra, e 

utilizado como referencial de distribuição de diâmetro. 
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Figura 4.18 – Avaliação da distribuição de tamanho, através de difratometria a 

laser, de formulações secas de JME-173 nanoencapsulado, contendo o 

adjuvante de secagem l-leucina em diferentes proporções. A granulometria das 

partículas e o índice de polidispersão foram medidos em formulações secas contendo 

JME-173 nanoencapsulado, utilizando o adjuvante leucina nas proporções de 0,5% 

(A), 1% (B) ou 1,5% (C) (m/v), ressuspendida em salina, por difração de luz laser 

utilizando um analisador de partículas Malvern Mastersizer. O espectro de curva 

gaussiana polidispersa no intervalo de 0,01 a 3000 µm foi obtido para nanocápsulas 

recém preparadas a partir da média de 3 análises consecutivas da mesma amostra, e 

utilizado como referencial de distribuição de diâmetro. 
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4.5. Avaliação farmacológica da formulação seca de nanocápsulas contendo JME-173  

4.5.1. Efeito da formulação seca de nanocápsulas de JME-173 sobre o acúmulo de 

leucócitos no lavado broncoalveolar e no pulmão após provocação com LPS 

 Com o objetivo de avaliar se a formulação seca de nanocápsulas, contendo JME-173, 

seria capaz de reter as propriedades anti-inflamatórias evidenciadas pela nanoformulação do 

composto preparado sob a forma de suspensão, realizamos um estudo comparativo do efeito 

de ambas as preparações sobre parâmetros importantes da inflamação pulmonar e hiper-

reatividade de vias aéreas induzidas por LPS. Para tanto, a formulação seca contendo JME-

173 foi redispersa em salina imediatamente antes da administração por via oral aos 

camundongos, ocorrida 4 h antes da provocação com LPS.  Os resultados indicam que os 

tratamentos com JME-173 nanoencapsulado (25 mg/Kg), sob a forma de suspensão ou pó 

redisperso, foram igualmente ativos no bloqueio do acúmulo de células inflamatórias  no 

espaço bronchoalveolar (Figura 4.19A).  Como claramente mostrado nas Figuras 4.19B e 

4.19C, ambas as preparações praticamente aboliram o recrutamento de neutrófilos e 

macrófagos induzido por LPS nesse modelo. De forma semelhante, o tratamento com JME-

173 nanoencapsulado em ambas as formulações também aboliu o aumento nos níveis de MPO 

no extrato pulmonar após provocação com LPS (Figura 4.20). 

 

 

 

 

 

Lote
Área sob a 

curva 

Concentração   

(µg/mL)

Ponto médio da curva 

(µg/mL)

Teor de JME-173 

na formulação

1 416335 112,828982 151,97 74,2  %

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 concentração experimental de JME-173 presente 

na formulação seca de nanocápsulas. Nanocápsulas secas foram ressuspendidas 

em salina e posteriormente rompidas através de sonicação e solubilização 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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Figura 4.19 – Efeito do tratamento oral com JME-173 25 mg/Kg 

nanoencapsulado sobre o influxo de células inflamatórias no BAL de 

camundongos instilados com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-

173 nanoencapsulado na dose de 25 mg/Kg (suspensão ou pó redisperso), 4 horas 

antes da instilação com LPS. A análise quantitativa de leucócito total (A), foi 

realizada por microscopia ótica com auxílio da câmara de Neubauer, enquanto que a 

análise do número de neutrófilos (B) e macrófagos (C) foi realizada em 

citoesfregaços corados com May Grunwald – Giemsa, 18 horas após a provocação 

com LPS. Os resultados são expressos como Média ± Erro Padrão da Média de 9-10 

animais. +p<0,05 em relação ao grupo desafiado com salina; *p<0,05; ***p<0,001 

em relação 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 pulmão de camundongos 

provocados com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 

nanoencapsulado (25 mg/Kg) (suspensão ou pó redisperso), 4 h antes da instilação 

com LPS. A dosagem de MPO presente no tecido pulmonar foi realizada por ensaio 

enzimático, 18 h após a provocação com LPS. Os resultados são expressos como 

Média ± Erro Padrão da Média de 10 animais. +p<0,05 em relação ao grupo 

desafiado com salina; ***p<0,001 em relação 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 pó redisperso  sobre os níveis de citocinas após provocação com LPS 

Comparamos ainda o efeito do tratamento com JME-173 nanoencapsulado, tanto 

suspensão quanto pó redisperso, sobre a produção de citocinas pró-inflamatórias no pulmão 

dos camundongos instilados com LPS. Os dados revelaram que as formulações, tanto 

suspensão quanto pó redisperso reduziram, de maneira semelhante, os níveis aumentados de 

IL-1β (Figura 4.21A), KC (Figura 4.21B) e MCP-1 (Figura 4.21C), se comparado ao grupo de 

animais não tratados e expostos ao estímulo inflamatório.  
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Figura 4.21 – Efeito do tratamento oral com JME-173 25 mg/Kg 

nanoencapsulado sobre os níveis de citocinas no pulmão de camundongos, 18 

horas após a instilação com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 

nanoencapsulado na dose de 25 mg/Kg (suspensão ou pó redisperso), 4 horas antes 

da instilação com LPS. A análise foi realizada pela técnica de ELISA em 

homogenatos do tecido pulmonar. Foram quantificados os níveis de IL-1β (A); 

KC/CXCL1 (B) e MCP-1/CCL2 (C). Os resultados são expressos como Média ± 

Erro Padrão da Média de 8 animais. +p<0,05 em relação ao grupo desafiado com 

salina;  **p<0,01***p<0,001 em relação ao grupo desafiado com LPS. 
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4.5.3. Efeito do tratamento com JME-173 nanoencapsulado suspensão e pó 

ressuspendido sobre a hiper-reatividade das vias aéreas induzida por provocação com 

LPS 

Por fim, avaliamos o efeito das formulações de nanocápsulas, contendo JME-173, 

sobre a hiper-reatividade de vias aéreas observada nos animais instilados com LPS, após 

exposição ao broncoconstrictor metacolina. Observamos que a administração oral de JME-

173 nanoencapsulado, sob a forma de pó redisperso na dosagem de 25 mg/Kg, foi equieficaz à 

nanoformulação preparada sob a forma de suspensão. Ambas aboliram a resposta de hiper-

reatividade das vias aéreas induzida por LPS (Figura 4.22). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.22 – Efeito do tratamento oral com JME-173 25 mg/Kg 

nanoencapsulado sobre a hiper-reatividade das vias aéreas, 18 horas após 

provocação com LPS. Camundongos A/J foram tratados com JME-173 

nanoencapsulado na dose de 25 mg/Kg (suspensão ou pó redisperso), 4 horas antes 

da instilação com LPS. Os resultados são expressos como Média ± Erro Padrão da 

Média de 10 animais. +p<0,05 em relação ao grupo desafiado com salina; *p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001 em relação ao grupo desafiado com LPS. 
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5.  DISCUSSÃO 

Doenças inflamatórias pulmonares são importantes problemas de saúde pública devido 

à alta prevalência, morbidade e mortalidade. Elas apresentam elevados custos sociais e 

econômicos, além da terapia, na maioria dos casos, ser pouco eficiente (8, 16, 193).  Estudos 

prévios do nosso grupo de pesquisa demonstram que análogos não anestésicos da mexiletina, 

apresentam propriedades combinadas de relaxamento de vias aéreas e bloqueio da resposta 

inflamatória pulmonar, quando administrados localmente, sugerindo tratar-se de autênticos 

protótipos na terapia contra doenças inflamatórias pulmonares. No entanto, o desafio consiste 

na otimização da atividade farmacológica do composto quando administrado por via oral. 

Sabe-se que a via oral melhora significativamente a adesão do paciente à terapia, sendo os 

medicamentos administrados oralmente responsáveis por mais de 50% das vendas no mercado 

farmacêutico global (169). As nanopartículas são dispositivos eficazes e versáteis para a 

entrega de drogas podendo atuar sobre diversas propriedades cruciais da molécula livre, tais 

como solubilidade, farmacocinética, biodistribuição e estabilidade in vivo, permitindo, em 

muitos casos, a administração do princípio ativo por vias que eram anteriormente ineficientes 

(194). No presente estudo, desenvolvemos, caracterizamos físico-quimicamente e avaliamos o 

efeito do tratamento oral com JME-173 nanoencapsulado, sob a forma de suspensão, sobre 

alterações patológicas cruciais observadas no pulmão de camundongos submetidos à 

provocação intranasal com LPS. Trata-se de um modelo de lesão pulmonar aguda 

caracterizado por inflamação pulmonar, tipicamente neutrofílica, e hiper-reatividade de vias 

aéreas. Além disso, iniciamos o desenvolvimento e a caracterização físico-química de uma 

formulação de nanocápsulas, contendo JME-173, sob a forma de pó seco, comparando os 

efeitos com o seu equivalente na forma de suspensão líquida, novamente tomando por base as 

alterações inflamatórias e de hiper-reatividade pulmonar induzidas pela provocação com LPS 

em camundongos. 

A avaliação de possíveis efeitos tóxicos em sistemas in vivo é essencial para o 

processo de investigação de candidatos a fármacos. Nesse sentido, estudos pré-clínicos de 

toxicidade em roedores são interessantes na composição do dossiê de avaliação dos potenciais 

efeitos adversos de um produto em investigação (195). Os dados do nosso estudo revelaram 

que a administração repetitiva de alta dose diária de JME-173 (100 mg/kg, oral), por 6 

semanas, não alterou parâmetros hematológicos e bioquímicos chaves, como o número de 

células no sangue e os níveis de moléculas marcadoras de lesão em órgãos vitais como rins, 

fígado ou vesícula biliar, indicando que o composto não apresenta potencial atividade tóxica 

nas condições empregadas. Tais dados vão ao encontro de estudos preditivos de toxicidade in 
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silico, realizados previamente em nosso laboratório, os quais apontaram para um escore de 

drogabilidade superior aquele estimado para o protótipo Mexiletina, utilizado clinicamente no 

tratamento de arritmias e dor neuropática (126). Entretanto, observou-se que o tratamento 

diário 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 análises de toxicidade de 

compostos é preconizado que perdas de peso a partir de 20-25% são consideradas 

efetivamente críticas (196, 197). Nesse sentido, embora nossos resultados apresentem valores 

de perda de peso que se encontram dentro do limite aceitável para tal parâmetro, novos 

experimentos são necessários para melhor entendimento do mecanismo envolvido nesse 

efeito. É do nosso interesse, por exemplo, elucidar se a perda de peso dos animais está 

associada a aspectos como diminuição de ingesta (ração e água), ou ainda a outros fatores 

metabólicos. De qualquer forma, observações macroscópicas de alguns tecidos e órgãos, 

realizadas 24 h após o último tratamento, revelaram a ausência de sinais de lesão no 

estômago, intestinos, fígado e rins, reforçando a ausência de toxicidade oral do JME-173 

(dados não mostrados).  

 O método utilizado para o preparo das formulações foi o de deposição interfacial de 

polímeros biodegradáveis pré-formados, proposto por Fessi e colaboradores (186). Tal técnica 

é amplamente descrita na literatura por apresentar vantagens como ausência de monômeros 

tóxicos residuais e de reações cruzadas com o fármaco, além de ser mais facilmente 

controlável e de alto rendimento. O método é descrito também por apresentar elevadas taxas 

de encapsulação de princípios ativos com propriedades hidrofóbicas (198-200), sendo, por tal 

razão, um método adequado para nanoencapsulação do JME-173, composto altamente 

lipofílico. Em relação ao preparo das nanocápsulas, avaliamos dois diferentes polímeros (PCL 

e Eudragit® S-100) em proporções diferentes de JME-173 e TCM, visando selecionar a 

melhor condição de encapsulação. Os dados de distribuição de tamanho revelaram que as 

nanocápsulas, utilizando Eudragit® S-100 como polímero, em todas as proporções de JME-

173:TCM testadas, apresentaram melhores resultados, se comparado com as formulações 

preparadas com PCL, indicando tal polímero como o ideal para a nanoencapsulação de JME-

173. Estudos anteriores já indicaram que as propriedades dos polímeros utilizados no preparo 

de nanopartículas podem influenciar em características chaves, como o seu diâmetro (201). 

De fato, um estudo de 2003 de Chernysheva e colaboradores demonstrou que através do 

preparo de nanopartículas sob controle rigoroso de parâmetros físico-químicos como 

concentração de polímeros, tipo de solvente orgânico e tempo de evaporação, a utilização de 

Eudragit® resultou em nanopartículas com diâmetro médio de 280-290 nm, enquanto que a 

utilização de PCL resultou em partículas maiores, com o tamanho médio de 450 nm (202), 
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corroborando assim o diâmetro menor das nanocápsulas revestidas com Eudragit® S-100 

encontradas em nosso estudo.  Um achado do mesmo grupo revelou que o diâmetro menor de 

nanopartículas apresentado pela utilização de Eudragit® pode ser explicado pela atração 

eletrostática de longo alcance entre os grupos trimetil amônio catiônicos e carbonila polares 

desse polímero, os quais não estão presentes na estrutura da PCL (203). 

Diversos estudos na literatura demonstram que, além dos polímeros, os outros 

constituintes utilizados no preparo da formulação influenciam de maneira significativa nas 

características gerais das nanocápsulas. Por exemplo, o óleo inerte deve ser um solvente 

adequado para o princípio ativo, prevenindo a sua difusão e cristalização durante a preparação 

das nanocápsulas, sem degradar o polímero. O Miglyol
®
, constituído por uma mistura de 

triglicerídeos de cadeia média, foi utilizado em nosso sistema, devido ao diâmetro de 

nanocápsulas, geralmente pequenas, obtidas com a sua utilização (200, 204). Da mesma 

maneira, para se obter dispersões aquosas estáveis de nanocápsulas, é necessário incluir uma 

quantidade mínima de um tensoativo do tipo óleo-em-água. Utilizamos o Polissorbato 80 em 

nosso sistema, baseado em suas propriedades de redução de dimensões e aumento de 

estabilidade da dispersão coloidal, descritas na literatura (204). Além disso, já é descrito na 

literatura que, dependendo das propriedades físicas e da capacidade de dissolver o polímero e 

o fármaco, um solvente orgânico pode afetar diretamente o tamanho da partícula, o que, por 

sua vez, pode influenciar o desempenho geral da formulação (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 dispersão do óleo como gotículas 

minúsculas na fase aquosa (206). 

 A caracterização físico-química de nanocápsulas recém-preparadas se faz necessária 

para o controle de qualidade do material desenvolvido. Além disso, é importante conhecer o 

sistema de nanopartículas com que se está trabalhando, uma vez que já é descrito na literatura 

que características como tamanho, pH e carga superficial, podem afetar a sua estabilidade 

física e influenciar na taxa de liberação da substância incorporada, além de atuar na interação 

com o meio biológico (207, 208). 

 Estudos relacionados com o diâmetro das partículas indicam que o tamanho e a forma 

podem influenciar na sua toxicidade ao afetar sítios de deposição, eliminação do organismo 

ou resultar em respostas biológicas como inflamação (209). De fato, um estudo de Carlson e 

colaboradores mostrou que a administração de nanopartículas de prata, com diâmetro de 15 

nm, em cultura celular de macrófago resulta em uma atividade citotóxica, induzida, pelo 

menos em parte, por uma resposta pró-oxidante, enquanto que a administração das mesmas 
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nanopartículas com 50 nm, não induz tal resposta (210). Além disso, o monitoramento de 

mudanças na distribuição de tamanho das nanocápsulas também é importante pois pode 

indicar a tendência à agregação e/ou sedimentação das nanopartículas dispersas, em função do 

tempo (199). A espectroscopia de correlação de fótons (ou espalhamento de luz dinâmica) e 

difração de raios laser são técnicas muito utilizadas para a análise de tamanho e distribuição 

de diâmetro de partículas. Uma vantagem clara da difratometria laser é a cobertura de faixa 

ampla de diâmetro nanométrico para milimétrico, apesar de ser uma técnica menos precisa e 

menos sensível que a espectrometria de correlação de fótons. Portanto, é altamente 

recomendado o uso de ambos os métodos simultaneamente para uma análise mais precisa do 

diâmetro das partículas preparadas (208, 211, 212). Neste trabalho, o sistema de 

desenvolvimento permitiu a formação de nanocápsulas contendo JME-173 exibindo diâmetro 

médio de 120 a 180 nm quando avaliado por difratometria de laser e espectrometria de 

correlação de fótons, respectivamente. Em ambas as análises, as nanocápsulas apresentaram 

um baixo índice de polidispersão, indicando uma distribuição homogênea no diâmetro das 

partículas. Nossos dados estão em conformidade com os estudos de Frank e colaboradores, os 

quais demonstraram, através de espectroscopia de correlação de fótons, a obtenção de 

nanocápsulas com diâmetro médio de 185 nm, utilizando o Eudragit® S-100 como polímero, 

pelo método de deposição interfacial de polímero biodegradáveis pré-formados (213). Em 

estudo realizado por outro grupo de pesquisa, também foi possível observar que suspensão de 

nanopartículas constituídas por Eudragit® S-100 apresentou diâmetro médio de 172 nm 

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

O potencial zeta reflete o potencial elétrico presente na superfície de partículas, sendo 

um parâmetro muito importante, pois permite previsões sobre a estabilidade de 

armazenamento de uma dispersão coloidal. Em geral, a agregação das partículas tem menos 

probabilidade de ocorrer por partículas altamente carregadas, positiva ou negativamente, 

devido à repulsão elétrica (199, 208, 211). Os dados do presente estudo demonstraram que 

nanocápsulas contendo JME-173 e revestidas por Eudragit® S-100 apresentaram um 

potencial zeta de -39 mV. É descrito na literatura que os polímeros constituintes das 

nanopartículas são componentes com grande capacidade de influenciar o potencial zeta de 

nanocápsulas presentes na formulação (199). De fato, foi possível observar em nosso estudo 

que as nanocápsulas exibiram uma carga de superfície altamente negativa, o que pode ser 

atribuído a característica do polímero utilizado, mais especificamente, o ácido metacrílico 

presente na composição do Eudragit® S-100 (213). Ademais, Prakash e colaboradores 

demonstraram que nanopartículas contendo um princípio ativo extraído 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 proporção polímero/droga utilizado. Esses dados corroboram com os nossos achados, 

demonstrando a carga de superfície negativa característica do polímero empregado (215). 

 A cromatografia líquida de alta eficiência foi utilizada para análise do teor total do 

fármaco presente em uma formulação e para a análise da taxa de princípio ativo 

nanoencapsulado (211). O método apresenta vantagens devido à capacidade de separação de 

múltiplos componentes durante a análise de amostras, além de ser uma técnica simples, 

robusta, reprodutível, de alta sensibilidade e precisão, mesmo para pequenas quantidades de 

produtos de degradação produzidos (216, 217). A análise da concentração total de princípio 

ativo, realizada por cromatografia, nos mostrou que a formulação apresentou valor total de 

JME-173 de 94%, enquanto que a análise da taxa de composto nanoencapsulado, realizada 

através da quantificação do centrifugado filtrado da formulação, evidenciou uma eficiência de 

encapsulação de 97%.  Estudos de Prakash e colaboradores demonstraram valor máximo de 

eficiência de encapsulação de 76% ao utilizar o polímero Eudragit® S-100 para encapsulação 

de um extrato de folhas da planta medicinal indiana Andrographis paniculata (215). A 

diferença nos valores encontrados em relação ao nosso estudo pode ser explicada pelo 

trabalho de Vineela e colaboradores, onde alterações na proporção entre Eudragit® S-100, 

composto e solvente orgânico, resultaram em taxas de encapsulação que variaram de 65 a 

96%, indicando a importância na escolha da concentração de cada constituinte na formulação 

(218). Além disso, outra característica importante que pode estar associada a diferença 

encontrada entre os estudos consiste na natureza do princípio 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 

encapsulação (219). Entretanto, é importante ressaltar que uma eficiência de encapsulação de 

97% é um valor bastante satisfatório, estando de acordo com o que é preconizado pelas 

agências reguladoras para este tipo de análise. 

 A estabilidade físico-química das nanocápsulas pode ser monitoradas a partir de 

variações do pH no decorrer do tempo, uma vez que alterações desse parâmetro indicam a 

degradação de polímero ou outros ingredientes da formulação (199, 211). Nossos dados 

demonstram que a formulação apresentou pH médio de 3,8. O estudo de Schaffazick e 

colaboradores em que a formulação de nanocápsulas de melatonina, utilizando o Eudragit® S-

100 como polímero, resultou em uma formulação com pH de 3,9, dão suporte aos nossos 

achados (220). Além disso, já é bem descrito na literatura que compostos revestidos por 

Eudragit® S-100 apresentam liberação de forma pH-dependente. Em um ambiente ácido, 
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característico na região do estômago, os grupos carboxila das cadeias de ácido metacrílico do 

polímero são protonados e as cadeias laterais não são carregadas. Após alcançar regiões como 

a do colón, onde se encontram valores de pH neutro ou básico, os grupos carboxila 

desprotonam e, devido ao aumento das cargas repulsivas negativas nas cadeias laterais, o 

polímero incha, liberando todo o conteúdo que estava presente em seu interior (194). Esse 

mecanismo de liberação justifica o pH ácido encontrado na formulação. 

 Visando analisar se a incorporação do JME-173 em nanocápsulas resultaria em 

aumento de seu efeito farmacológico, avaliamos o impacto de sua administração em animais 

submetidos à inflamação pulmonar por exposição à LPS. Tal modelo foi escolhido nesta 

triagem inicial por apresentar vantagens diversas, incluindo o fato de já ser bem estabelecido 

na literatura, e de fácil reprodutibilidade (190, 221, 222). Além disso, o desenvolvimento de 

uma lesão pulmonar estável, utilizando endotoxina, leva normalmente algumas horas, 

tornando o protocolo de grande valia em ensaios rápidos, visando triagem e escolha de doses 

de drogas em estudos de triagem (223). 

Trabalhos prévios demonstram que a instilação de LPS resulta em um aumento no 

número de células inflamatórias, como neutrófilos e macrófagos, no pulmão de camundongos 

(224, 225). Durante a fase aguda da inflamação, os neutrófilos são as primeiras células 

inflamatórias a seguir um gradiente de estímulos inflamatórios e migrar para os sítios de 

inflamação, liberando proteases que contribuirão para a degradação dos componentes da 

matriz extracelular, aumentando a resposta inflamatória, ou ainda, liberando citocinas que irão 

favorecer o recrutamento e acúmulo de mais leucócitos (226).  Por outro lado, os macrófagos 

alveolares fornecem a primeira linha de defesa contra organismos e irritantes inalados, 

desempenhado papel importante no desenvolvimento de lesão pulmonar, através da secreção 

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 neutrófilos e macrófagos recolhidos no BAL, enquanto que o tratamento com o 

composto livre não foi capaz de interferir no aumento do infiltrado inflamatório. Evidências 

crescentes sugerem que anestésicos locais apresentam efeito protetor sobre a resposta 

inflamatória em doenças que apresentam esse perfil (228, 229). Esse pressuposto é 

confirmado pelo estudo de Mikawa e colaboradores demonstrando que o pré-tratamento com 

lidocaína atenuou significativamente a lesão pulmonar induzida por endotoxina de E. coli em 

coelhos, através da diminuição do acumulo de células polimorfonucleares e produção de 

anions superóxidos por essas células (106). Além disso, estudos sugerem que a mexiletina 

pode atuar na inibição da geração de radicais livres, além de retardar a produção do ânion 



79 

 

superóxido por neutrófilos ativados, inibindo assim o potencial pró-inflamatório dessas 

células (227). Em outro estudo, onde foi utilizado um modelo de inflamação induzida por 

endotoxina de E. coli em ratos, Schmidt e colaboradores relataram que o pré-tratamento com 

lidocaína atenuou o aumento da ativação, aderência, função metabólica e migração de 

monócitos para os sítios inflamados (230). Esses estudos estão alinhados com os nossos 

achados, reforçando que, apesar de não apresentar mais atividade anestésica, o análogo JME-

173, quando nanoformulado, mantém a atividade anti-inflamatória presente nessa classe de 

agentes.   

Outro ponto interessante, o efeito anti-inflamatório observado com a administração do 

composto nanoencapsulado não foi reproduzido pelo tratamento com a mesma substância na 

forma livre, sugerindo que a formulação de nanopartículas resultou, de fato, em um aumento 

da biodisponibilidade de JME-173 no organismo. Entretanto, experimentos visando à 

quantificação, através de HPLC, do JME-173 no tecido pulmonar devem ser realizados para 

suportar esta hipótese. Baseado na literatura, podemos sugerir que esse aumento da 

biodisponibilidade é decorrente, dentre outros fatores, da proteção polimérica da droga contra 

elementos destrutivos e  também do aumento da absorção da droga dentro do trato 

gastrointestinal (174, 231, 232). São descritos na literatura, diversos mecanismos envolvendo 

a absorção gastrointestinal de nanopartículas, como por exemplo o aumento da muco adesão, 

transporte por canais celulares, captura por células epiteliais intestinais e captura por 

linfonodos no íleo (placas de Peyer) (233). Além disso, o tamanho das nanopartículas é um 

fator importante na absorção gastrointestinal, uma vez que o estudo de Win e colaboradores 

demonstrou que nanoparticulas poliméricas de 100 nm apresentaram absorção 10-250 vezes 

maior que  partículas de 500 nm, 1 μm, e 10 μm (234). A partir desses achados, é possível 

sugerir que as nanocápsulas contendo JME-173 apresentam maior absorção pelo trato 

gastrointestinal, resultando no aumento da biodisponibilidade do principio ativo e, 

consequentemente, aumento no efeito terapêutico, no entanto mais estudos são necessários 

para se confirmar tal hipótese.  Além disso, a hipótese de que a interação polímero-composto 

pode resultar em mudanças no perfil do mecanismo de ação do JME-173, ou outros 

mecanismos ainda desconhecidos, não podem ser descartadas.  

 Visando avaliar se o efeito protetor do tratamento com JME-173 nanoencapsulado 

sobre o aumento de neutrófilos encontrados no BAL é refletido sobre a presença dessas 

células no tecido pulmonar, avaliamos a repercussão da administração do composto sobre os 

níveis de MPO no pulmão. A MPO é a proteína mais abundante presente nos grânulos 

intracelulares de neutrófilos, constituindo cerca de 5% de sua massa seca (235). Devido a essa 
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característica, estudos prévios indicam que essa proteína poderia ser utilizado como um bom 

marcador para determinação da presença de neutrófilos em tecidos (236). Já está bem descrito 

na literatura que a instilação 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 relação à contagem de neutrófilos no lavado broncoalveolar, somente o tratamento com 

JME-173 nanoencapsulado inibiu, de maneira significativa, o aumento de MPO presente no 

pulmão. Esse dado é consistente com o estudo de Chevalier e colaboradores onde observou-se 

achados similares após tratamento com o anestésico lidocaína, levando à redução da atividade 

de MPO em modelo de inflamação do colón aguda, em ratos (237).  Em conjunto, nossos 

achados indicam que a atividade de MPO pulmonar está de fato correlacionada com a 

presença de neutrófilos 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 patógenos, as citocinas atuam nas interações e comunicações 

entre células e no desencadeamento e perpetuação da inflamação, enquanto as quimiocinas 

coordenam o recrutamento, e ativação de leucócitos a partir de um gradiente de concentração 

(238, 239). Estudos em modelos animais demonstram níveis aumentados de IL-1β, 

KC/CXCL1, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCL5, após a exposição ao LPS (240). A IL-1β é 

uma citocina inicialmente descoberta como responsável por induzir febre, no entanto, 

atualmente se sabe que esse mediador é na verdade capaz de iniciar diversas outras respostas 

imunológicas, incluindo o influxo e ativação de neutrófilos, indução da produção de outras 

citocinas, proliferação de fibroblastos e produção de colágeno (241). Enquanto que a MCP-1, 

ou CCL2, é uma quimiocina produzida por uma variedade de células, tanto constitutivamente 

quanto após a indução por citocinas, exercendo uma ação potente sobre o recrutamento de 

monócitos durante a infecção ou sob outras condições inflamatórias (238). Os nossos 

resultados demonstraram que a nanoencapsulação do JME-173, administrado oralmente, 

resultou na redução dos níveis de ambos os mediadores inflamatórios em camundongos 

instilados com LPS. A inibição da secreção de IL-1β e MCP-1/CCL2, através do uso de 

anestésicos locais, já esta descrita em estudos na literatura. De fato, o estudo de Suzuki e 

colaboradores, demonstrando a ação da lidocaína sobre a redução desses mediadores, in vitro, 

dá suporte aos nossos achados (242). Estudos in vivo também apontam ara uma redução 

importante na liberação de mediadores inflamatórios após o tratamento com lidocaína. Em um 

experimento onde investigou-se a liberação de citocinas  após lesão pulmonar aguda induzida 

por hiperoxia em coelhos, o pré-tratamento intravenoso com lidocaína atenuou 

significativamente a liberação dentre outras citocinas, de IL-1β do pulmão dos animais, 

acompanhado pela redução do influxo e diminuição da inflamação (108).  KC, ou CXCL1, 
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uma quimiocina murina homóloga à IL-8 humana, tem sido implicada em uma série de 

condições fisiopatológicas inflamatórias experimentais, exercendo seu efeito principalmente 

na quimiotaxia de neutrófilos a partir da ligação aos receptores CXCR1 e CXCR2 (243, 244). 

A quimiocina RANTES, ou CCL5, também apresenta papel relevante na mediação da 

resposta inflamatória, através da atividade quimiotática de células como macrófagos, 

monócitos e linfócitos T, via receptores CCR1, CCR3 e CCR5. Observamos em nosso estudo 

que o tratamento com JME-173 nanoencapsulado reduziu os níveis de KC/CXCL1 e 

RANTES/CCL5 no tecido pulmonar.  Os estudos demonstrando que o bloqueio da ligação do 

RANTES/CCL5 ao receptor de CCR5 resulta em uma marcada diminuição da infiltração de 

monócitos em um modelo de glomerulonefrite experimental e que o bloqueio de 

CXCR1/CXCR2 inibe a adesão de neutrófilos aos microvasos sinoviais e, consequentemente, 

a sua migração para os sítios de inflamação em modelo experimental de artrite, confirmam a 

ação direta de ambas as quimiocinas sobre essas células (245, 246). Em conjunto, os dados 

indicam que a inibição de KC/CXCL1, RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2 e IL-1β podem estar 

diretamente relacionadas com a diminuição de neutrófilos e macrófagos encontrados no BAL 

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

 Estudos em modelos experimentais demonstram que o aumento no número de 

leucócitos e teor de mediadores pró-inflamatórios no pulmão de camundongos expostos ao 

LPS é, geralmente, acompanhado por uma resposta de hiper-reatividade brônquica. Em geral, 

essa resposta pode permanecer estável, aumentar após a exposição a agentes sensibilizadores, 

ou ainda ser inibida através da ação de agentes terapêuticos ou de forma espontânea (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 brônquica, como 

verificado pelo aumento nos índices de elastância pulmonar nos animais estimulados com 

LPS e expostos à metacolina. De maneira semelhante, Nishina e colaboradores observaram 

que o tratamento com lidocaína restabeleceu a complacência pulmonar, a qual se encontrava 

diminuída em coelhos após aspiração de ácido clorídrico (HCl) (105). De forma interessante, 

observamos ainda que a administração do composto livre na maior dose (50 mg/Kg) também 

resultou na diminuição da AHR, apesar de não alterar os parâmetros associados à inflamação 

induzida pela exposição ao LPS. O influxo de células inflamatórias e a ação de seus 

mediadores nas vias respiratórias são frequentemente associados à hiper-reatividade 

brônquica, tanto em humanos quanto em modelos animais, sugerindo uma relação direta entre 

ambos os parâmetros. Este pressuposto, no entanto, é discutível, uma vez que relatos na 

literatura demonstram tais elementos atuando de forma dissociada. Leckie  e colaboradores, 

expõem em seu estudo que a administração de anticorpos monoclonais anti-IL-5 inibe o perfil 
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inflamatório, sem interferir contudo sobre a hiper-reatividade em pacientes asmáticos (248). 

Estudos demonstram também, que o bloqueio de algumas proteínas como Rho-cinase ou fator 

de transcrição nuclear kappa B (NF-κB) em camundongos resulta na inibição de inflamação, 

mas não da hiper-reatividade de vias aéeras, ou vice-versa (249, 250). Além disso, a terapia 

atual utilizada na clínica, visando minimizar as alterações patológicas associadas à asma, 

consiste no uso combinado de medicamentos anti-inflamatórios em associação com agentes 

broncodilatadores, demonstrando que a redução de células inflamatórias não influencia 

diretamente no relaxamento das vias aéreas dos pacientes (251). Essas evidências, em 

conjunto, sugerem a possível dissociação existente no efeito do JME-173 sobre a AHR e 

inflamação encontrado em nosso estudo, sendo possível sugerir que o composto apresenta 

uma atividade de relaxamento das vias aéreas mais eficiente que a sua atividade anti-

inflamatória. De fato, estudos anteriores já demonstraram a importante atividade do protótipo 

mexiletina, sobre o relaxamento das vias aéreas, resultando, inclusive, no bloqueio do reflexo 

de broncoconstrição em asmáticos (128, 252). 

 Apesar dos resultados promissores obtidos com a nanoencapsulação do JME-173 em 

ensaios biológicos, a formulação em forma de suspensão apresentou baixa estabilidade, sendo 

possível observar a formação de precipitados na parede dos frascos após alguns dias de seu 

preparo, o que foi seguido por evidente perda da atividade farmacológica frente à resposta 

inflamatória pulmonar e hiper-reatividade brônquica causadas por LPS. Essa observação 

demonstra a instabilidade física da formulação em função do tempo de armazenamento, 

contrastando com dados da literatura demonstrando que nanopartículas utilizando o 

Eudragit® S-100 como polímero resultam em formulações com estabilidade média de 3,5 

meses (220). Acreditamos que interações envolvendo o pH do princípio ativo com o polímero 

possam ter influenciado na baixa estabilidade apresentada pela formulação. Essa afirmação é 

possível 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 conteúdo em seu interior em ambientes com pH a partir de 7 – 7.2 , o 

pH básico do JME-173 poderia estar atuando na degradação do polímero ao longo do tempo 

(194). De fato, ao avaliarmos as formulações degradadas observamos que o pH anteriormente 

ácido (em média 3,8) se encontrava em escala básica (aproximadamente 7,8), reforçando a 

nossa hipótese.  Além disso, limitações associadas à estabilidade de formulações líquidas são 

bem caracterizadas e descritas na literatura, consistindo principalmente na agregação das 

partículas, estabilidade química do polímero, do princípio ativo ou de outras matérias-primas 

e liberação prematura da substância ativa, além da susceptibilidade a proliferação microbiana, 

limitando assim a sua aplicabilidade industrial (199). Considerando que estes problemas 
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físico-químicos e microbiológicos possam ser evitados através da eliminação do componente 

aquoso da formulação, vem crescendo o interesse pelo desenvolvimento de formas 

farmacêuticas de nanopartículas na forma sólida (199). Esse processo pode ser conseguido 

através de liofilização ou spray-drying da formulação, sendo o método de spray-drying mais 

indicado para nanocápsulas, devido a seu baixo custo, processo rápido e possibilidade de 

modular as características físico-químicas do pó (253). Em nosso estudo, o processo de 

secagem foi realizado em formulações preparadas pelo método de deposição interfacial de 

polímeros biodegradáveis pré-formados, onde foi testada a adição dos adjuvantes de secagem 

l-leucina ou lactose à suspensão resultante da nanoprecipitação e posterior secagem por spray-

drying. O uso do adjuvante l-leucina apresentou melhor resultado como adjuvante carreador 

de partículas. O dado de diâmetro de partículas demonstrou, conforme esperado, uma 

população de tamanho majoritariamente nanométrico com a utilização de tal adjuvante. 

Estudos na literatura indicam que, de fato, a l-leucina é capaz de reduzir as forças de adesão 

(propriedade antiaderente) das partículas, o que facilita a desaglomeração das nanocápsulas 

em meio aquoso (254, 255). Além disso, foi observado uma população em pequena 

quantidade de partículas de tamanho micrométrico, sendo possível sugerir que essa população 

é constituída, principalmente, de resquícios do adjuvante usado em nossa formulação. Quando 

avaliado o efeito do tratamento com nanopartículas no modelo de inflamação pulmonar 

induzida por LPS, foi possível observar que a administração de nanocápsulas na forma de pó 

redisperso, após um mês de seu preparo, reduziu, de maneira significativa, os leucócitos no 

BAL, a AHR, além dos níveis de MPO e citocinas pró-inflamatórias em camundongos, efeito 

este semelhante ao encontrado com a administração da formulação na forma líquida. Esses 

dados abrem a possibilidade da investigação de nanocápsulas contendo JME-173 na forma 

seca no tratamento de doenças inflamatórias pulmonares crônicas, uma vez que apresentam 

uma interessante estabilidade e possibilidade de seu uso farmacêutico compartimentados 

como cápsulas e comprimidos de ampla aplicação industrial (199). No entanto, estudos mais 

aprofundados também se fazem necessários no sentido da melhor caracterização da 

formulação seca, não apenas quanto a estabilidade temporal efetiva, como também em relação 

à própria forma de administração, distribuição, eliminação, além de seus efeitos em outros 

modelos de inflamação pulmonar, utilizando protocolos de administrações por períodos mais 

prolongados. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados sugerem que o tratamento in vivo com JME-173 livre (100 mg/Kg) não 

apresenta indícios de atividade tóxica. Além disso, foi possível a nanoencapsulação do 

análogo visando a aplicação biológica, dado confirmado pelos resultados de caracterização 

físico-química.  Foi observado também que o tratamento, em baixas doses, com suspensão de 

nanocápsulas contendo JME-173, mas não do composto em sua forma livre, apresenta efeito 

anti-inflamatório, evidenciado pela redução do número de neutrófilos e macrófagos nas vias 

aéreas e pela diminuição dos níveis de MPO e mediadores pró-inflamatórios como 

KC/CXCL1, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5 e IL-1β no tecido pulmonar, além de abolir o 

estado de hiper-reatividade brônquica induzido por LPS (Figura 6.1). Por fim, os achados 

envolvendo nanocápsulas de JME-173 submetidas à técnica de secagem em spray drier 

indicam fortemente que esta formulação apresenta estabilidade físico-química de 

armazenamento otimizada, além de manter a atividade observada nas nanocápsulas de JME-

173 sob a forma de suspensão.  

Em suma, concluímos que a utilização de nanocápsulas como carreador potencializa as 

propriedades anti-inflamatória e de relaxamento das vias aéreas do análogo JME-173 

administrado por via oral.  
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Figura 6.1 - Efeito anti-inflamatório e broncorelaxador do tratamento com JME-173 

nanoencapsulado, avaliado em modelo de inflamação pulmonar induzida por LPS.  O 

tratamento oral com nanocápsulas contendo o análogo não anestésico da mexiletina JME-173, 

resultou na inibição de alterações patologias crucias como a diminuição do número aumentado de 

macrófagos e neutrófilos, redução dos níveis elevados de MPO, IL-1β, KC, MCP-1 e RANTES, 

além da hiper-reatividade das vias aéreas decorrentes da instilação intranasal de LPS em 

camundongos.  
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