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NANOCAPSULAS CONTENDO RESVERATROL: REDUCAO DA INFLAMACAO
PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR LPS.

RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Maria Talita Pacheco De Oliveira

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, inflamacdo e comprometimento das propriedades
mecanicas do pulmdo. Apesar de extensa pesquisa, a SDRA ainda ndo possui tratamento
especifico, apresentando alta taxa de mortalidade. O resveratrol é um fitocomposto reconhecido
pelo seu efeito anti-inflamatorio, entretanto sua aplicacdo terapéutica apresenta limitacdes devido
a sua baixa solubilidade, instabilidade e intenso metabolismo. O nosso objetivo foi utilizar
nanocapsulas poliméricas contendo resveratrol (resveratrol-NC) para otimizar os efeitos do
resveratrol no tratamento da lesdo pulmonar aguda. As nanocépsulas contendo resveratrol foram
preparadas pela técnica de deposicao interfacial, utilizando o polimero PCL e apresentaram 241 +
7 nm; 0,16 £ 0,03; -14,1 + 23 mV,; 5,2 + 0,3 e 1 mg/mL para as medidas de didmetro, IPD,
potencial zeta, pH e teor, respectivamente. Camundongos A/J foram tratados pela via oral
preventivamente ou posterior a inducdo da inflamacdo com LPS. AlteracBes na elastancia
pulmonar, resposta inflamatoria, estresse oxidativo e mecanismos moleculares foram avaliados
24 h apos instilacdo intranasal de LPS. Nanocépsulas brancas (NC-brancas), utilizadas como
controle, ndo apresentaram nenhuma alteracao significativa. O resveratrol-NC (5 mg/kg) inibiu o
acumulo de leucdcitos para o espaco broncoalveolar quando administrado 1, 4, 6 e 12 h antes da
instilacdo com LPS, enquanto o resveratrol livre ndo inibiu a resposta em nenhum dos tempos
avaliados. O pré-tratamento com o resveratrol-NC (2,5, 5 ou 10 mg/kg) inibiu a hiper-reatividade
das vias aéreas enquanto apenas a dose de 10 mg/kg da molécula livre reduziu esta resposta.
Apenas o pré-tratamento com resveratrol-NC, mas ndo com resveratrol livre preveniu a migracédo
leucocitaria no lavado broncoalveolar (LBA), os danos estruturais, o aumento dos niveis das
citocinas inflamatérias, de malondialdeido (MDA) e da superdxido dismutase, diminuindo a
fosforilacdo das proteinas ERK e Akt no tecido pulmonar. Em sequéncia, avaliamos o tratamento
realizado 6 h apds o estabelecimento da inflamacdo, buscando aproximacdo com as condicdes
clinicas. De forma surpreendente o pds-tratamento com resveratrol-NC (5 mg/kg), mas ndo com a
molécula livre, inibiu os parametros de hiper-reatividade das vias aéreas, resposta leucocitaria no
LBA, danos estruturais, aumento dos niveis de MDA e da atividade da catalase, reduzindo a
fosforilagdo das proteinas pro-inflamatorias ERK, Akt e p38 MAPK e aumentando expressao do
fator de transcricdo NRF2 no tecido pulmonar. Os dados demonstram que o resveratrol-NC
apresenta ambos efeitos preventivos quanto terapéuticos na lesdo pulmonar induzida por LPS. A
fim de compreender o motivo pelo qual encontramos efeito anti-inflamatério apenas no
tratamento com resveratrol-NC e ndo da sua forma livre, quantificamos o resveratrol no tecido
pulmonar. Os dados de HPLC demonstraram maiores quantidades da molécula nos animais que
receberam o resveratrol-NC. Os dados nos permitem concluir que a utilizagdo do resveratrol em
nanocapsulas poliméricas é uma estratégia eficaz para melhorar a atividade anti-inflamatoria e
aumentar a biodisponibilidade do resveratrol administrado, mesmo em baixas doses, pela via oral.
Embora mais estudos sejam necessarios, os dados obtidos no presente estudo demonstram que o
resveratrol nanoencapsulado pode ser uma alternativa terapéutica para a lesdo pulmonar aguda.
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RESVERATROL-LOADED NANOCAPSULES: REDUCTION OF ACUTE PULMONARY
INFLAMMATION INDUCED BY LPS.

ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO
Maria Talita Pacheco De Oliveira

The Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is characterized by increased permeability of
the alveolar-capillary barrier, inflammation and lung impairment of mechanical properties.
Despite extensive research, ARDS still does not have specific treatment, presenting a high
mortality rate. Resveratrol is a phytocompound known for its anti-inflammatory effect; however
its therapeutic application has limitations due to its low solubility, instability and intense
metabolism. Our aim was to use polymeric nanocapsules containing resveratrol (resveratrol-NC)
to optimize the effects of resveratrol in the treatment of acute lung injury. The nanocapsules
containing resveratrol were prepared by the interfacial deposition technique using the PCL
polymer and presented 241 + 7 nm; 0.16 £ 0.03; -14.1 + 2.3 mV; 5.2 + 0.3 and 1 mg / mL of
diameter, IPD, zeta potential, pH and content, respectively. A/J mice were treated orally
preventively or after the induction of inflammation with LPS. Changes in pulmonary elastance,
inflammatory response, oxidative stress and molecular mechanisms were evaluated 24 h after
intranasal instillation of LPS. Unloaded nanocapsules (NC-brancas) were used as controls and did
not present any significant effects. Resveratrol-NC (5 mg/kg) inhibited leukocyte accumulation
into the bronchoalveolar space when administered at 1, 4, 6 and 12 h prior to instillation with
LPS, while free resveratrol did not inhibit the response at any of the times assessed. Pretreatment
with resveratrol-NC (2.5, 5 or 10 mg / kg) inhibited airway hyperreactivity, while only 10 mg/kg
dose of the free molecule reduced this response. Only pre-treatment with resveratrol-NC, but not
with the free resveratrol, prevented leukocyte migration in bronchoalveolar lavage (BAL),
structural damage, increased levels of inflammatory cytokines, malondialdehyde (MDA) and
superoxide dismutase, decreasing the phosphorylation of ERK and Akt proteins in lung tissue. In
sequence, we evaluated the treatment performed 6 h after the establishment of the inflammation,
seeking approximation with the clinical conditions. Surprisingly, post-treatment with resveratrol-
NC (5mg / kg), but not with the free molecule inhibited hyperreactivity of airways, leukocyte
response in BAL, structural damage, increased MDA levels and catalase activity, reducing the
phosphorylation of ERK, Akt and p38 MAPK proinflammatory proteins and increasing
expression of NRF2 transcription factor in lung tissue. The data demonstrate that resveratrol-NC
exhibits both therapeutic and preventive effects on LPS-induced lung injury. In order to
understand why we only found anti-inflammatory effect with resveratrol-NC and not with its free
form, we quantified resveratrol in lung tissue. HPLC data demonstrated higher amounts of the
molecule in animals receiving resveratrol-NC. The data allow us to conclude that the use of
resveratrol in polymeric nanocapsules is an effective strategy to improve anti-inflammatory
activity and increase the bioavailability of resveratrol administered, even at low doses, by the oral
route. Although more studies are needed, data obtained in the present study demonstrate that
nanoencapsulated resveratrol may be a therapeutic alternative for acute lung injury.
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1. Introducgéo

1.1. Sindrome do desconforto respiratorio agudo

1.1.1. Historico e definicéo

A sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) foi descrita pela primeira vez em
1967, por Ashbaugh (1), como uma forma de insuficiéncia respiratoria que se assemelhava a
sindrome do desconforto respiratério em lactentes. Em 1994, a American-European Consensus
Conference (AECC) definiu a SDRA como o inicio agudo de hipoxemia com infiltrados
bilaterais em radiografia frontal de térax, sem evidéncia clinica de hipertensdo atrial esquerda (2),
sendo a primeira definicdo, em consenso, aceita entre especialistas. Segundo os critérios da
AECC, o grau de hipoxemia para o diagnostico da SDRA era obtido quando a razdo da pressédo
parcial de oxigénio arterial normalizada pela fracdo de oxigénio inspirado (PaO,/FiO;) era igual
ou menor que 200 mmHg. Entretanto, dificuldades para padronizacdo de critérios explicitos
foram considerados limitantes no diagndstico da sindrome, por exemplo, o tempo de inicio
relativo a lesdo ou doenca que causa a SDRA, o uso da razdo PaO,/FiO; e confiabilidade para
avaliacdo da radiografia de torax (3-5).

Apenas em 2011, a European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) reuniu uma
comissdo internacional com especialistas para revisar a definicdo da SDRA (6). A definicdo de
Berlim, como ficou conhecida, foi endossada pela American Thoracic Society (ATS) e pela
Society of Critical Care Medicine (SCCM) e esté atualmente em vigor (3, 7). Com essa revisao
foi possivel contornar varias das limitacGes da definicdo apresentada pela AECC, ndo obstante,
caracteristicas clinicas necessarias para estabelecer o diagnéstico da SDRA, como a causa do
edema pulmonar e a analise das radiografias de tdrax ainda podem apresentar vieses na
interpretacdo clinica, levando a falha no reconhecimento da SDRA e subtratamento da sindrome
(8).

De acordo com a definicdo de Berlim, A SDRA ¢é definida como uma forma aguda de
lesdo pulmonar difusa que ocorre em pacientes com fator de risco predisponente, atendendo aos
seguintes critérios: (i) inicio dentro de uma semana de um insulto clinico conhecido e/ou novo ou
a piora dos sintomas respiratérios; (ii) presenca de opacidades bilaterais na radiografia de torax,
ndo totalmente explicada por derrame, por colapso pulmonar ou por nédulos; (iii) diagndstico de
insuficiéncia respiratoria ndo totalmente explicado por insuficiéncia cardiaca e/ou sobrecarga de

fluidos e (iv) presenca de hipoxemia, definida por um limiar especifico da relagdo PaO,/FiO,
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medida com um requerimento minimo da PEEP (pressao expiratéria final positiva) > 5 ¢cmH;0,
identificando assim trés categorias de gravidade: leve (200 mmHg < PaO,/FiO; < 300 mm Hg),
moderada (100 mm Hg < PaO, / FiO, <200 mm Hg) e grave (PaO,/FiO, < 100 mm Hg) (6, 7).

1.1.2. Etiologia

As causas da SDRA nédo sdo bem compreendidas e abrangem um amplo espectro de
etiologias, as quais podem ser divididas em causas pulmonares ou diretas e causas
extrapulmonares ou indiretas (9). A lesdo direta ocorre quando a agressdo atinge o pulméo
através das vias aéreas ou por traumatismo no torax, enquanto que a lesdo indireta ocorre quando
0 agente causador da lesdo atinge os pulmdes pela corrente sanguinea (10).

As causas diretas incluem infecc@es virais, fangicas ou bacterianas pulmonares, aspiracao
de conteldo gastrico, trauma toracico com contusdao pulmonar, hemorragia alveolar, aspiracdo de
meconio (criancas), quase-afogamento, cirurgia toracica, hiperoxia e inalacdo de fumaca ou
outros produtos toxicos. As causas indiretas incluem sepse, choque hipovolémico, trauma néo-
torécico, transfusdes multiplas, reacdo a drogas, queimaduras, circulacdo extracorporea, choque
ndo-cardiogénico e pancreatite (3, 11).

Os fatores de risco para SDRA demonstram um padrdo consistente de, primariamente,
pacientes com pneumonia (35-50 %), seguidos por sepse ndo-pulmonar (30 %), aspiracéo (10 %)
e trauma (10 %) (8). Além desses fatores de risco clinicos, a alta ocorréncia da SDRA tem sido
associada também a fatores de risco demograficos e ambientais como, idade avancada, raca ndo-

branca e algumas variantes genéticas (9).

1.1.3. Epidemiologia e incidéncia

Apesar da robusta quantidade de pesquisa conduzida desde a sua descricdo, a SDRA
possui muitas questdes epidemioldgicas basicas sem solugéo, apresentando dados heterogéneos e
estimativa de incidéncia subestimada (3, 11). Diferencgas na disponibilidade de metodologias de
diagndstico, nos recursos da area da salde, nas praticas de internacdo hospitalar e nas redes de
medicamentos emergenciais impactam, claramente, no reconhecimento de doengas criticas como
a SDRA (9).

Paises cujos os sistemas médicos e de transporte de emergéncia sdo mais desenvolvidos

poderdo ter mais casos da SDRA relacionada a trauma e queimadura, porgue oS pacientes
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sobrevivem por tempo suficiente para adquiri-la. Por outro lado, paises que limitam o acesso a
UTI para pacientes idosos ou oferecem mais opcOes de cuidados paliativos podem ter taxas
menores de incidéncia da SDRA. Portanto, € dificil separar os fatores geogréficos da variagdo nos
servigos de saude que podem levar a diferencas na epidemiologia da SDRA (12). Além disto, a
falta de testes padrdo-ouro ou de um biomarcador especifico compromete o diagnéstico preciso,
causando uma ampla variacdo na incidéncia da SDRA mundial (12).

Observa-se uma enorme diversidade intercontinental da incidéncia da SDRA, variando de
17,9, 34 e 78,9 a cada 100.000 pessoas/ano, na Europa (13), Australia (14) e EUA (15),
respectivamente. Além disso, sdo encontradas oscilagdes no mesmo continente, variando de 10,6,
17,9 e 25,5 a cada 100.000 pessoas/ano na Finlandia (16), Escandinavia (13) e Espanha (17),
respectivamente. No Brasil, os estudos também refletem a caracteristica heterogénea dos dados
epidemioldgicos, apresentando em comum uma alta mortalidade. Um estudo realizado na UTI do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, em 2006, com 524 pacientes, encontrou uma incidéncia
de 8,6 % para os casos da SDRA (18). Outro estudo conduzido no Hospital das Clinicas da
Universidade de S&o Paulo, com admissdo de 1.732 pacientes, obteve 16 % de incidéncia no ano
de 2011 (19). Em 2013, um estudo prospectivo multicéntrico de coorte coordenado pelo Instituto
de Pesquisa e Educacdo do Hospital Sirio-Libanés e Instituto d'Or de Pesquisa e Educacéo,
utilizando dados de 45 UTIs de 12 estados brasileiros, obteve uma incidéncia de 31 % em 773
pacientes (20). Diferente deste ultimo estudo, uma pesquisa de 2014, com universo de 7.133
pacientes em 14 UTIs no estado do Espirito Santo, apresentaram uma incidéncia de apenas 1,8 %
(21). Mais recente, em 2016, outro estudo epidemiolédgico avaliando os casos em UTIs do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com um total de 2.430 pacientes, revelou uma incidéncia de
15 % da SDRA nos pacientes avaliados (22).

Apesar destas limitacGes, tem havido um aumento na compreensédo da fisiopatologia e de
importantes fatores de risco, tanto para o desenvolvimento da SDRA quanto para as taxas de
mortalidade (12). Em 2016, o LUNG-SAFE (Grande Estudo Observacional para Compreender o
Impacto Global da Insuficiéncia Respiratoria Aguda Grave) realizou um estudo transversal para
fornecer dados epidemioldgicos sobre a SDRA em UTIs de 50 paises, incluindo Brasil,
demonstrando que a SDRA ¢ responsavel por 10 % das internagdes, representando mais de 3

milhdes de pacientes com SDRA anualmente, com uma mortalidade de aproximadamente 40 %

(8).
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1.1.4. Fisiopatologia

O aumento da permeabilidade capilar e 0 acumulo extravascular de fluido edematico rico
em proteinas, resultante de uma resposta inflamatoria, € o mecanismo fisiopatolégico central da
SDRA (23). Associado a inflamacdo, o edema proveniente do aumento da permeabilidade da
barreira alveolo-capilar compromete a combinagdo ventilacdo/perfusdo, a troca gasosa e as
propriedades mecéanicas do pulmao, incluindo a diminuicdo da complacéncia pulmonar total, o
aumento da resisténcia das vias aéreas e alteragdes nas curvas de pressdo-volume (24).
Clinicamente, essas alteracbes se manifestam como quadro de hipoxemia com opacidades
bilaterais na radiografia de torax, associada a diminuicdo da complacéncia pulmonar e ao
aumento da mistura venosa e do espaco fisioldgico necrosado, resultando em faléncia respiratoria
aguda, podendo, em estagios mais avancgados, ocasionar a faléncia multipla de 6rgéos (3, 25, 26).

A barreira avéolo-capilar é formada por dois componentes, o endotélio microvascular e o
epitélio alveolar (27). O endotélio microvascular €, normalmente, justaposto as células epiteliais
alveolares, e ambos regulam as trocas gasosas através da membrana alvéolo-capilar (28). O
epitélio alveolar, por sua vez, é formado por 90 % de células alveolares do tipo I, as quais sdo
facilmente lesionadas e 10 % de células alveolares do tipo Il que s&o mais resistentes a lesdo (27).
As células alveolares do tipo Il sdo responsaveis pela producdo de surfactante, transporte i6nico,
e proliferacdo/diferenciacdo das células do tipo | apds a lesdo. O dano as células epiteliais
alveolares do tipo | leva a um aumento da entrada de liquido nos alvéolos e a diminuicdo da
eliminacdo de fluidos; enquanto que o dano as células do tipo Il diminui a producdo de
surfactante, levando a redugdo da complacéncia, colapso alveolar e liberacéo de citocinas (7, 29).

A SDRA pode ser didaticamente dividida em 3 estégios fisiopatologicos. O primeiro, logo
apos ao dano, é chamado de estagio exsudativo e é caracterizado por dano alveolar difuso devido
ao extravasamento de fluido rico em proteinas e acumulo de células inflamatdrias nos espagos
alveolares. O segundo estagio, chamado proliferativo, se desenvolve apds, aproximadamente, 10
a 14 dias, sendo caracterizado pela resolugdo do edema pulmonar, proliferacdo de células
alveolares do tipo 11, metaplasia escamosa, infiltragéo intersticial por miofibroblastos e colocagéo
precoce de colageno. Alguns pacientes evoluem para o terceiro estagio da fibrose, caracterizada
pela obliteracdo da arquitetura normal, fibrose difusa e formacéo de cisto (27, 30). A fase final,

ou fibrotica, da SDRA néo ocorre em todos os pacientes, mas tem sido associada a ventilacao
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mecanica prolongada e ao aumento da mortalidade (31). Um resumo do processo fisiopatoldgico

da SDRA pode ser observado na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Fisiopatologia da SDRA. O pulméo saudavel ¢ mostrado no painel A. A lesdo é
iniciada por insultos diretos ou indiretos a estrutura alveolar do pulmdo distal e a
microvasculatura associada. Na fase exsudativa (Painel B), os macréfagos alveolares residentes
sdo ativados, levando a liberacdo de potentes mediadores préinflamatérios e quimiocinas que
promovem o acumulo de neutréfilos e mondcitos. Os neutréfilos ativados contribuem ainda mais
para a lesdo, liberando mediadores toxicos. A lesdo resultante leva a perda da funcdo de barreira,
bem como a inundagdes intersticiais e intra-alveolares. A expressdo do fator tecidual mediada
pelo fator de necrose tumoral-o. (TNF-o) promove a agregacdo plaquetéria e a formagdo de
microtrombos, bem como a coagulacéo intra-alveolar e a formagdo de membrana hialina. A fase
proliferativa (Painel C) visa restaurar a homeostase tecidual e é caracterizada pela expanséo
transitoria dos fibroblastos residentes e a formacdo de uma matriz provisoria, bem como
proliferacdo de células progenitoras das vias aéreas e células epiteliais alveolares tipo Il, com
diferenciacdo em células epiteliais alveolares tipo I. Durante a fase fibrética (Painel D), que esta
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fortemente associada a necessidade de ventilacdo mecénica, a extensa lesdo da membrana basal e
a reepitelizacdo inadequada ou tardia levam ao desenvolvimento de fibrose intersticial e intra-
alveolar. PRR, receptor de reconhecimento de padrdo; PAMP, padrdo molecular associado a
patégeno; DAMP, Padrdo molecular associado a dano, NET, armadilha extracelular de
neutrofilos; LTB4, leucotrieno B4, MPO, mieloperoxidase; MMP, metaloproteinase da matriz;
ROS, espécies reativas de oxigénio; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; TGF},
fator de crescimento transformador B; células T reguladoras; IRF4, Fator regulador do interferon
4 e IGFI, fator de crescimento semelhante a insulina I. Traduzido e adaptado de B. Taylor
Thompson e cols., 2017 (31).

Na fisiopatologia da SDRA ha um marcante processo inflamatorio com envolvimento de
diversos tipos celulares. O papel dos macréfagos durante o desenvolvimento da resposta
inflamatoria, em geral, € proinflamatorio no estagio inicial e exibe um efeito anti-inflamatério no
estagio tardio (32). Estes efeitos podem ser atribuidos a transformacéo fenotipica. Os macrofagos
alveolares residentes, localizados na interface ar-tecido, sdo predominantes nos espacos
alveolares, com uma densidade aproximada de sete por alvéolo (32, 33). Apds estimulo nocivo,
os macrofagos alveolares residentes mudam imediatamente para o fendtipo M1 em resposta a
infeccdo e ativacdo de receptores Toll-like (TLRs) ou outros receptores de reconhecimento (34,
35). Estas células atuam como a primeira linha de defesa contra microrganismos patogénicos, tais
como endotoxinas e virus (33, 36), liberando varios mediadores proinflamatorios incluindo TNF-
a e aIL-1B (37). Uma vez que os macrofagos alveolares sdo estimulados, eles recrutam e ativam
macrofagos e neutrofilos circulantes para o local da lesdo através da liberacdo de quimiocinas
(33, 38, 39).

O influxo de neutrofilos para os pulmdes em resposta a macrdfagos alveolares ativados é
comumente observado em pacientes com SDRA e em modelos experimentais da sindrome (40),
estando associado a gravidade da SDRA (41). Varias quimiocinas, incluindo a IL-8 (CXCLS),
parecem desempenhar um papel central na regulacdo do recrutamento de neutrofilos e,
consequente, no dano tecidual, alterando a permeabilidade alvéolo-capilar em estudos humanos e
animais (38, 42). Em condic¢des patologicas, um grande ndmero de neutréfilos ativados pode
danificar o epitélio alveolar, provavelmente, pela liberagdo de moléculas intracelulares toxicas
que induzem a dissolucdo de juncgdes estreitas, bem como apoptose e necrose de células epiteliais
alveolares tipo | e tipo Il. Esses mediadores tdxicos incluem proteases, como elastases e
metaloproteinases de matriz, mieloperoxidase (MPOQ), peptideos cationicos, como defensinas e
especies reativas de oxigénio (43, 44). Além da liberacdo de citocinas, ha a formacdo de
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armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs- neutrophil extracellular traps), um mecanismo
imunolégico que permite aprisionar patdgenos, mas que, em tempo prolongado e com excessiva
producdo, pode levar a danos teciduais (45). As moléculas citotoxicas também induzem necrose
tecidual, apoptose e autofagia, causando a leséo tecidual caracteristica da SDRA (40, 46).

Numerosas citocinas pro-inflamatdrias desempenham papéis importantes na inflamacao
aguda e no desenvolvimento da SDRA. Dentre essas, TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8 apresentam
niveis elevados nos pulmdes de pacientes com SDRA (47, 48), assim como 0s maiores niveis
dessas citocinas foram encontrados em pacientes nao-sobreviventes comparado com 0S
sobreviventes (40, 49). A IL-1p é produzida por células hematopoiéticas, como mondcitos do
sangue, macrdfagos teciduais e células dendriticas em resposta a ativacdo do receptor TLR,
componentes do sistema complemento ativados, outras citocinas (como TNF-a) e a propria IL-1
(50, 51). O TNF-a possui um papel importante como indicador principal, escolhido em quase
todas as pesquisas clinicas ou bésicas, sendo encontrado em maiores niveis em diferentes
modelos de SDRA (52). A IL-6 é considerada um biomarcador confiavel de gravidade da doenca
em pacientes criticos com alto risco para SDRA e foi encontrado aumentado no lavado
broncoalveolar (LBA) e no plasma em modelo experimental (53, 54). Em contrapartida, a 1L-10,
uma citocina anti-inflamatoria, pode ter um importante papel protetor na sindrome, melhorando a
lesdo tecidual pulmonar restringindo a producéo de TNF-a e a atividade neutrofilica (52, 55).

As quimiocinas demonstram desempenhar um papel critico na SDRA independente da
etiologia (56). Estudos mostraram que em camundongos knockout para o receptor CCR1 da MIP-
lo./ RANTES, o dano pulmonar induzido por pancreatite aguda grave foi menor (57). A CXCL-2
(MIP-2), também demonstrou um papel importante em modelos murinos de Klebsiella
pneumoniae e peritonite séptica, pois a auséncia de CXCL-2 foi prejudicial a depuracdo da
infeccdo devido a diminuicdo da resposta neutrofilica (37, 58, 59). Nesse mesmo racional, as
quimiocinas, IL-8 (CXCL-8), KC (CXCL-1, quimiocina de camundongo relacionada a IL-8),
MCP-1 (CCL-2) e MIP-1a sdo, igualmente, encontradas elevadas no lavado broncoalveolar de
pacientes com SDRA (60-62).

Outro aspecto importante da SDRA € a lesdo oxidativa no tecido pulmonar, responsavel
pelo aumento da permeabilidade endotelial, mediada por espécies reativas de oxigénio (ERO),
como o radical anidnico superdxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxila (OH")
e acido hipocloroso (HOCI); espeécies reativas de nitrogénio (ERN), derivados do o0xido nitrico

(NO) incluindo peroxinitrato (ONOO"), implicados na oxidacdo (nitracdo) de proteinas e lipidios
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(63, 64). As EROs sdo geradas a partir de uma cascata de reacdes intracelulares como subproduto
na mitocondria, peroxissomos, citocromo P-450 e NADPH oxidase, este Gltimo um gerador
EROs como fungéo primaria de seu sistema enzimatico e ndo como subproduto. (65). As espécies
reativas podem ser liberadas por leucdcitos, epitélio, endotélio, fibroblastos, enzimas oxidantes e
gases inalados durante a ventilagdo mecanica. As espécies reativas de oxigénio. As espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio podem levar & lesdo do DNA, peroxidacdo lipidica com
formacdo de moléculas vasoativas e proinflamatorias, oxidacdo de proteinas (63, 66) e alteracao
de fatores de transcricdo, como 0 NF-kB ¢ a MAPK (67), levando a expressdo aumentada de
genes préinflamatorios (68). Para neutralizar os radicais livres e seus efeitos, as células
expressam VArios antioxidantes enddgenos, como a enzima superoxido dismutase (SOD), a
catalase e a glutationa peroxidase (63, 69).

Estas enzimas antioxidantes sao indutiveis em uma variedade de situagcdes, como, por
exemplo, apo6s exposi¢do ao LPS (lipopolissacarideo) (63). A SOD, que pode ser induzida no
pulm&o por hiperdxia ou pelo LPS, converte o O;” em H,0,. Em seguida, a catalase converte
H.O, em H,O, enquanto a glutationa peroxidase catalisa a conversdo de H,O, em H,O na

presenca de glutationa reduzida, que é entdo convertida em sua forma oxidada, GSSG (70).

1.1.5. Modelos Experimentais

A complexidade da fisiopatologia da SDRA e a heterogeneidade das causas limitam o
desenvolvimento de modelos experimentais que possam reproduzir todos 0s aspectos encontrados
nos pacientes. Dessa forma, os modelos de estudos em animais utilizados em ensaios pré-clinicos
apresentam dificuldades de extrapolagdo dos resultados para os seres humanos (71, 72).
Entretanto, esses estudos sdo indispensaveis para a melhor elucidacdo da fisiopatologia da
sindrome, assim como na descoberta de possiveis novas terapias (73).

Os modelos experimentais de SDRA, assim como na sindrome, podem ser iniciados por
um conjunto diversificado de fatores. Na literatura, varios modelos animais utilizam ferramentas
diversas para causar a inflamagdo pulmonar, por exemplo, ventilagdo mecénica, hiperdxia,
inducgdo por &cido oleico ou por lipopolissacarideo (LPS) (74). O LPS é um dos mais difundidos,
devido a facilidade de administracdo e reprodutibilidade dos protocolos experimentais e por
apresentar respostas semelhantes as infeccdes bacterianas, aléem de serem protocolos réapidos e

confidveis para triagem e otimizacéo de novas drogas (63, 74).
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O LPS, um complexo glicolipidico altamente toxico, € 0 componente principal da parede
celular de bactérias gram-negativas (75). Estruturalmente, o LPS é constituido por um
componente polissacarideo (cadeia O) e uma porcdo lipidica A. A cadeia O exibe
heterogeneidade estrutural e é o principal responsavel pela antigenicidade, enquanto que o lipidio
A, estruturalmente mais conservado, dirige a ativacdo das células do sistema imune inato (76).
Dessa forma, a porcéo lipidica A, sozinha, é suficiente para ativar a resposta imune inata. As
respostas adaptativas (producdo de anticorpos) sdo geradas desencadeadas pela cadeia O em um
periodo mais tardio no decorrer de uma infeccdo (77).

O dano causado pelo LPS ao tecido pulmonar é caracterizado por uma fase aguda, que
leva ao influxo de leucdcitos polimorfonucleares (principalmente, neutrofilos), altos niveis de
MPO e citocinas préinflamatérias no lavado broncoalveolar (LBA) e uma fase tardia
caracterizada pelo restabelecimento dos niveis de citocinas e um aumento de macrofagos e
linfécitos no LBA (78). O LPS causa dano pulmonar agudo em camundongos 24 h apés a
administragdo intranasal ou intratraqueal (79), com o influxo de neutrofilos e citocinas
acontecendo a partir de 4-6 h ap6s estimulo com LPS (80, 81).

Os modelos murinos de SDRA sdo extensamente utilizados como ferramenta para testar
novas potenciais intervencgdes terapéuticas e investigar os mecanismos moleculares subjacentes a
lesdo pulmonar (82). Os camundongos apresentam vantagens que incluem a disponibilidade de
modelos genéticos para testar mecanismos especificos, o curto ciclo reprodutivo, que permite a
rapida expansdo de populacdes de camundongos bem definidas, um grande nimero de reagentes
disponiveis para camundongos e um custo mais baixo quando comparado com outras espécies
(82). A resposta baseada em género € outro fator importante para a selecdo de animais.
Camundongos machos sdo mais propensos a desenvolver SDRA, enquanto camundongos fémeas
tém uma vantagem de sobrevivéncia em comparacdo com machos quando expostos a LPS (79).
Diferencas genéticas levam a variacGes na resposta inflamatoria entre cepas de camundongos
distintas, por exemplo, na producdo de mediadores inflamatérios e duracdo da inflamacgédo (79).
Um estudo comparando 8 cepas de camundongos demonstrou que o0s animais A/J sdo
susceptiveis ao LPS (via intratraqueal) (83). O nosso grupo de pesquisa tem utilizado
camundongos A/J (macho) com sucesso para avaliar a resposta inflamatdria pulmonar induzida

por LPS ou por alérgeno (84-86).
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1.1.5.1. Mecanismos moleculares desencadeados pelo LPS

A sinalizagdo do LPS ¢ iniciada pelas a¢Ges sequenciais da proteina de fase aguda LBP
(proteina de ligacdo ao LPS), da proteina de membrana CD14 (em forma de ancora fixada em
GPI ou soluvel), da proteina acessoria de ligacdo a lipidio, MD-2 e do receptor de transducéo de
sinal TLR-4 (77, 87), como ilustrado na Figura 1.2. O CD14 divide os agregados de LPS em
moléculas monoméricas e as apresenta ao complexo TLR4/MD-2, levando a ativacdo de
multiplos componentes de sinalizagdo como as moléculas adaptadoras MyD88, TIRAP, TRAM e
TRIF e, consequentemente, as vias de sinalizacdo MAPK, NF-kB e IRF3, levando a ativagdo

génica e producdo de citocinas préinflamatorias (88-90).
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Figura 1.2. Resposta imune do hospedeiro ao LPS através da sinalizagdo TLR4-MD2. O
LPS na membrana externa de bactérias gram-negativas é reconhecido e extraido pela proteina
LBP. O complexo LBP-LPS é entdo reconhecido e ligado pela proteina de membrana extrinseca
de leucdcitos CD14 através da qual o LPS é entregue ao complexo TLR4-MD-2. A ligacdo do
LPS pelo heterodimero do complexo TLR4-MD-2 desencadeia a dimerizacdo do dominio
citoplasmatico do TLR4 e o recrutamento de proteinas adaptadoras especificas. Duas vias de
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transducdo de sinal sdo entdo ativadas no citoplasma: o MyD88/TIRAP e as vias TRAM/TRIF
que conduzem a ativagdo de fatores de transcricdo NF-xB, e IRF3 e 7, respectivamente. A
transcricdo génica ativada por NF-xB leva a produgdo de citocinas préinflamatdrias, quimiocinas,
INOS e sinais inflamatérios que levam a depuracdo de patdgenos bacterianos. Traduzido e
adaptado de Xiaoyuan Wang e cols., 2015.(91)

A familia das proteinas cinases ativadas por mitdégeno (MAPK) inclui a cinase
extracelular regulada por sinal (ERK), a p38 e a c-Jun NH2-terminal cinase (JNK). Cada via de
sinalizacdo de MAPK é composta, pelo menos, por trés componentes, uma MAPK cinase cinase
(MAP3K), uma MAPK cinase (MAP2K) e uma MAPK. (87). Uma vez ativada, a via da MAPK
leva a fosforilacdo e ativacdo dos fatores de transcricdo presentes no citoplasma ou ndcleo com
consequente expressdo de genes alvo e uma resposta bioldgica (92). As vias da MAPK podem ser
ativadas por diversos estimulos extracelulares e intracelulares, incluindo fatores de crescimento
de peptideos, hormonios e varios estressores celulares, como o estresse oxidativo e citocinas,
como TNF-a e IL-1P. Essas vias de sinalizagdo regulam uma variedade de atividades celulares,
incluindo proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e morte (93).

Consistente com os efeitos criticos na regulacdo das células, a via de sinalizagdo da
MAPK tem sido implicadas na patogénese de muitas doencas humanas (93), incluindo doenca de
Alzheimer e vaérios tipos de cancer (93). Nesse contexto, inumeros trabalhos também tém
demonstrado a participacdo dessa via em modelo de SDRA induzido por LPS. Utilizando
diferentes ferramentas terapéuticas, os estudos sugerem que a modulacdo negativa da via da
MAPK leva a melhora de diversos parametros inflamatérios da sindrome, tais como migracao
neutrofilica, alteragdes histopatolégicas e producédo de citocinas (94-97). Dessa forma, potenciais
inibidores das vias da MAPK atraem bastante atencdo devido a capacidade de reduzir a sintese de

citocinas préinflamatorias e a sinalizacédo intracelular desses mediadores (92).

1.1.6. Tratamento

As dificuldades em testar e validar terapias farmacoldgicas para a SDRA sdo devidos a
maultipla etiologia e heterogeneidade do paciente acometido (11). Os pacientes com diagndstico
da SDRA apresentam fatores de risco subjacentes variados e diferentes condi¢des pré-morbidas e
comorbidas complexas (3, 98, 99). Portanto, a fisiopatologia complexa e multifacetada da SDRA

pode necessitar de intervencdes baseadas em combinagdes de terapias em vez de um Unico
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agente. Estudos sobre os mecanismos de acdo e de interacOes sdo essenciais na triagem de
terapias para testes clinicos finais (11).

A base atual para o tratamento da SDRA é a ventilagdo mecénica, evitando danos
secundarios. Os principais avangos recentes em terapias potenciais para SDRA se dividem em
intervencdes ndo-farmacologicas e farmacologicas. As intervencdes ndo farmacoldgicas incluem
a manutencdo do paciente em posicdo prona, pressdo expiratoria final positiva, ventilacdo
oscilatoria de alta frequéncia, manobras de recrutamento pulmonar, remocao extracorpérea de
diéxido de carbono e gerenciamento de fluidos. A intervencdo farmacoldgica é realizada a partir
uso de surfactante, antioxidantes, inibidor da esterase de neutrofilos, aspirina, bloqueadores
neuromusculares como os [2-adrenérgicos, estatinas, fator de crescimento de queratindcitos
recombinante, corticosteroides e/ou vasodilatadores inalados (3, 7, 12, 30, 100).

Apesar de décadas de pesquisa e de uma melhor compreensdo sobre a fisiopatologia, a
SDRA continua a representar um grande problema para clinicos e pesquisadores: diagnostico
desafiador com o subconhecimento global da sindrome, intervenc6es farmacolégicas ineficazes e
muitos resultados decepcionantes, apresentando uma alta mortalidade (cerca de 40 %) (8, 12).
Além disso, 0s sobreviventes podem apresentar distdrbios fisicos e neuropsiquiatricos
substanciais e persistentes comprometendo, significativamente, a qualidade de vida até 5 anos
apos o paciente ter se recuperado da SDRA (3, 101). Dessa forma, novas estratégias terapéuticas
eficazes que possam modular a inflamacéo e levar a melhora dos pacientes com SDRA s&o uma

necessidade premente.

1.1.6.1. Novas perspectivas de tratamento

O uso de plantas medicinais como forma de curar os processos inflamatorios é de origem
antiga e fundamentada no uso popular por sucessivas geracfes (102). Historicamente, a maioria
dos novos medicamentos tem sido gerada a partir de compostos derivados de produtos naturais
principalmente dos metabolitos secundarios (103), os quais ttm mostrado atividades bioldgicas
potentes e vém fornecendo compostos lideres na descoberta de medicamentos para o tratamento
de céncer, infecgdes microbianas, inflamagdo, hipercolesterolemia e rejeicdo de tecidos em
transplantes de 6rgéos (104).

Entre os muitos fitoquimicos, foi relatado que os fitoestrogénios contém varias moléculas
bioativas, encontradas principalmente na soja, vegetais e frutas. Esses compostos podem ser

classificados em quatro grupos principais, como isoflavondides, flavondides, estilbenos e
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lignanas. Destes, os estilbenos, em particular a forma trans do resveratrol e o seu glicosideo, sdo
amplamente relatados como benéficos para a saude humana, tendo demonstrado possuir atividade

antioxidante, anticarcinogénica e antitumoral (105, 106).

1. 2. Resveratrol

1.2.1. Historico e caracteristicas fisico-quimicas

O resveratrol € um polifenol estilbenoide ndo-flavanoide de origem natural encontrado em
uma variedade de plantas espermatofitas, nas quais possui o papel de fitoalexina, sintetizado em
resposta a lesbes mecanicas, radiacdo UV e ataques fangicos (106, 107). Nos tecidos vegetais,
sua producdo pode ser constitutiva ou indutivel sendo controlada pela enzima estilbeno-sintase a
qual catalisa a condensacao de trés moléculas de coumaroil-CoA para formar uma de resveratrol,
em uma Unica etapa enzimatica (108). O processo pelo qual a planta é estimulada para produzir
metabolitos secundarios é chamado de “elicitagdo” e indica que um estimulo estressante externo
foi aplicado a planta (109). A molécula foi isolada pela primeira vez a partir das raizes do
heléboro branco (Veratrum grandiflorum O. Loes), em 1940 (110), e depois nas raizes
Polygonum cuspidatum, em 1963, uma planta usada na Medicina Tradicional Chinesa e Japonesa
como agente anti-inflamatério e antiplaquetario (106).

O resveratrol € um p6 esbranquicado com formula molecular C14H;,03, peso molecular de
228,25 g/mol e um ponto de fusdo entre 253-255°C (111). Para fins industriais, o resveratrol é
geralmente obtido por sintese quimica a partir da via da fenilalanina através de multiplas reacGes
enzimaticas ou por biotecnologia a partir de leveduras Saccharomyces cerevisiae (112, 113). A
estrutura quimica do resveratrol (3,5,4'-tri-hidroxiestilbeno) é identificada em duas formas
isoméricas, cis e trans-resveratrol, possuindo dois anéis fendlicos ligados um ao outro por uma
ponte de etileno (Figura 1.3). A forma trans é dominante em termos de sua prevaléncia, mais
estavel, e apresenta atividade biologica. A isomerizagdo do trans-resveratrol para cis-resveratrol
pode ocorrer apds exposicao a luz ou a valores elevados de pH (106, 114).

O resveratrol é classificado como composto da Classe Il do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica por possuir baixa solubilidade em agua (3 mg/100 mL) e elevada
permeabilidade, propriedades que facilitam sua passagem através de membranas bioldgicas e

permite a interacdo com multiplos alvos intracelulares (115, 116). Para aumentar a solubilidade
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do resveratrol € recomendado o uso de etanol (50 mg/mL) ou solventes organicos como DMSO
(16 mg/mL) (111, 117).

Cis-resveratrol

—

OH OH
Trans-resveratrol
HO p—
OH
7\ /
HO

Figura 1.3. Formas isoméricas do resveratrol, cis e trans. Retirado de Robert E. King e cols.,
2006 (118).

Presente em varios alimentos, o resveratrol € encontrado em maior concentracdo nas uvas
vermelhas, especialmente na casca e nas sementes e consequentemente, no vinho tinto (106). A
concentracdo de resveratrol pode variar de 0,1 a 14,3 mg/L no vinho tinto, enquanto os vinhos
brancos contém apenas 0,1 a 2,1 mg/L de resveratrol (119, 120). Os seres humanos tém sido
expostos a polifenois da dieta por milhdes de anos e desenvolveram tolerancia a esse grupo de
compostos de defesa de plantas (111, 121).

Estudos epidemioldgicos, na década de 90, demonstraram uma relacdo entre 0 consumo
moderado de vinho tinto e a baixa incidéncia de doencas corondrias, apesar da dieta rica em
gordura saturada, tabagismo e pouca de atividade fisica na populacdo francesa. Tais estudos
ficaram conhecidos como o “Paradoxo francés” (122, 123). Em seguida, o resveratrol, assim
como outros polifendis, foi sugerido como o principio bioativo do vinho que poderia explicar o
fendmeno (124). Estudos posteriores confirmaram a atividade cardioprotetora do resveratrol, em
parte, devido a sua atividade na inibicdo da agregacdo plaquetéria (125, 126). Desde entdo, a
molécula tem recebido uma crescente atencéo cientifica, levando a investigagdo de sua atividade

bioldgica e a inimeras publicagdes (120, 127). Utilizando o banco de dados Pubmed e as palavras
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“resveratrol” e “effect” sdo encontrados um total de 3241 estudos publicados nos ultimos 10 anos,

demonstrando a importancia cientifica da molécula.

1.2.2. Mecanismos moleculares

Primordialmente, o efeito bioldgico do resveratrol esta relacionado com a defesa a ataques
fitopatogénicos nas plantas (128), devido a diminuicdo da viabilidade celular e proliferacéo
fangica (129). Tal mecanismo molecular antifingico ainda ndo esta totalmente elucidado, mas os
estudos sugerem um efeito no metabolismo energético, o qual é altamente conservado nas células
eucaridticas (129). Nos estudos em células animais, inimeras vias moleculares sdo descritas
como alvos do resveratrol, dependendo do modelo ou doenca estudada. Um resumo das vias
moléculares pelas quais o resveratrol exerce seu efeito anti-inflamatdrio estad representada na
figura 1.4. O efeito biolégico do resveratrol inclui respostas como a apoptose, senescéncia,
autofagia, metabolismo e proliferacdo celular e uma ampla variedade de efeito no processo
inflamatorio e nas vias de sinalizacéo celular (130).
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Figura 1.4. Esquema dos efeitos do resveratrol em vias inflamatdrias. Setas com pontas
(verdes) indicam ativacdo, enquanto que setas com ponta plana (vermelhas) indicam inibi¢do. As
setas tracejadas indicam um mecanismo ainda mal compreendido. Traduzido de Coutinho e
cols., 2017 (131).
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O perfil de interacdo estrutural do resveratrol sugere um modo ndo conservado de ligacéo,
sem nenhum padrdo em particular, apresentando um efeito pleiotrépico o qual poderia explicar,
pelo menos em parte, os indmeros efeitos bioldgicos da molécula (132) e a multiplicidade de
alvos moleculares (120). Os alvos moleculares do resveratrol podem ser didaticamente divididos
em duas classes: a primeira classe é a das biomoléculas cuja atividade, estrutura e/ou estabilidade
sdo alteradas com a ligacao direta do resveratrol, e a segunda € a das biomoléculas cujo perfil de
expressao ou atividade é alterado por um mecanismo indireto, muitas vezes desconhecido (130).

Os estudos que investigam os mecanismos moleculares dos efeitos do resveratrol
demonstram a interacdo da molécula com enzimas hidrolases (133), redutase (134),
metaloproteinases de matriz (135), reguladores de transcri¢do, como a sirtuina (SIRT1) (136) e 0
NRF2 (137), GTPases (138), cinases (139), lipoxigenases (140), ciclooxigenases (141),
fosfodiesterases (142) e enzimas antioxidantes (143). Importante ressaltar que o efeito do
resveratrol no desbalanco oxidativo depende do seu status redox, podendo agir como um
antioxidante ou um pré-oxidante, dependendo da concentracdo de resveratrol e do tipo de célula.
Em relacdo ao efeito antioxidante, o resveratrol pode tanto aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes como pode agir como um scavenger de radicais livres (120, 143).

O resveratrol foi demonstrado por possuir atividade inibidora em vias importantes na
inflamacédo (130) como a do NF-kB, através da modulagao negativa da atividade das IKK (144),
da JAK/STAT (145), das vias de sinalizacdo PI3K/Akt (146) e da via das MAPKs (147). Além
destes, sdo descritos efeitos na sinalizacdo de alvo de rapamicina em mamiferos (MTOR) (148),
modulacdo de miRNA (149), proteina cinase ativada por AMP (AMPK) (150), inibicdo do
citocromo P450 (151) e de moléculas de adesdo (VCAM-1 e ICAM-1) (152).

Em resumo, é indiscutivel o efeito bioldgico importante do resveratrol, o qual ocorre por
meio de varios mecanismos, evidenciando que este polifenol pode ser um agente terapéutico
promissor (153). Entretanto, tais mecanismos podem se apresentar de formas distintas
dependendo do tipo de ceélula, da dose e o esquema de dosagem, bem como de quaisquer

moléculas coadministradas (130).
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1.2.3. Efeitos bioldgicos

O resveratrol ganhou aten¢do, ndo apenas das industrias farmacéuticas, mas também das
industrias de cosméticos e suplemento alimenticios. Atualmente, o resveratrol € amplamente
distribuido como um nutracéutico de venda livre por seus supostos efeitos benéficos na saude
humana (154). Durante o processo de investigacdo e aprovagdo de um novo medicamento, a
comprovacao da resposta bioldgica deve se basear em trés pilares: os estudos mecanisticos (in
vitro), os estudos em animais e 0s ensaios clinicos, que assegurem a eficacia e a seguranca da
molécula. Dessa forma, o interesse crescente resultou em uma série de estudos in vitro e em
animais demonstrando eficacia profilatica e terapéutica do resveratrol em diversas doengas (155).

Nos ultimos 25 anos, os efeitos benéficos relatados do resveratrol incluem, atividade em
doengas como o cancer (156), a diabetes (157), doencas cardiovasculares (158) e
neurodegenerativas (159), ligadas por sua importante atividade anti-inflamatéria (160) e/ou
antioxidante (143). Em adicdo, o resveratrol apresenta propriedades antienvelhecimento (161),
com o prolongamento da vida Gtil em varias espécies e a capacidade de mimetizar os efeitos da
restricdo calorica (162) e aumento da biogénese mitocondrial (163). Em resumo, os estudos
sugerem atividades simultdneas e multifacetadas do resveratrol em diferentes alvos moleculares
(164). Entretanto, a forma como o resveratrol exerce suas fungdes bioldgicas permanece por ser
totalmente elucidada (165). Além disso, a multiplicidade de alvos do resveratrol é encarada como
um desafio na comunidade cientifica, uma vez que a molécula interage com baixa afinidade em
diversas vias, em contraste com as moléculas projetadas para modular com alta afinidade um alvo
especifico, dificultando a sua utilizagdo como farmaco (155).

Em relacdo aos efeitos do resveratrol em ensaios clinicos, apesar do grande interesse e
esforgo, os dados ainda ndo refletem os achados promissores encontrados em estudos com
animais, mas ainda assim sdo significativos (166). Essa divergéncia entre laboratério e clinica
pode ser atribuida, em parte, a pequena quantidade de estudos clinicos publicados, utilizando
baixo nimero de participantes (155). Também é reconhecido na comunidade cientifica, a
resisténcia da industria farmacéutica em promover o resveratrol, assim como outros compostos de
origem natural, por ndo serem tdo lucrativos quanto moléculas préprias (166-168). Além disso,
muitos pesquisadores defendem que um dos principais motivos da contradicdo entre os efeitos
fisioldgicos do resveratrol em organismos modelo e humanos seja devido a discrepancias nos

protocolos de dosagem, de metodologias estatisticas e de pesquisas inadequadas (169). Segundo
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Tome-Carneiro e cols., os dados disponiveis na literatura apresentam condicgdes de analise irreais,
as quais sustentam muitos efeitos e mecanismos dificeis de serem confirmados em ensaios com
humanos (166).

Com relacdo a dosagem, observamos grande diferenca quando se comparam estudos in
vitro com estudos em humanos, visto que as concentracdes utilizadas in vitro sdo inatingiveis em
estudos clinicos em humanos, ndo existindo ainda um consenso sobre qual dose pode ser ideal
(154). Em muitos casos, além das diferentes dosagens de resveratrol, compostos sinérgicos, o0s
quais podem estar presentes na matriz usada para administrar o resveratrol e a duracdo da
suplementacdo poderiam influenciar os resultados, mas as contribuicdes relativas desses fatores
sdo desconhecidas (168). Por fim, as diferencas entre os estudos em animais e humanos, também
pode ser um viés das respostas fisiologicas entre as diferentes espécies ou pode simplesmente
refletir desenhos experimentais diferentes (167). Pesquisas futuras devem se concentrar em
traduzir as descobertas, in vitro e in vivo, em beneficios potenciais para a saude humana de forma
segura e eficaz (168, 170).

Atualmente, utilizando o banco de dados americano <www.clinicaltrials.gov> com a
palavra-chave “resveratrol” sdo encontradas um total de 151 estudos clinicos em diferentes
estagios. Os estudos ja completos contemplam o efeito do resveratrol em pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva crdnica, diabetes, tumor gastrointestinal, obesidade, endometriose, doenga
hepatica gordurosa ndo alcoodlica, hipertensdo, sindrome metabolica, doenca de Alzheimer,
cancer de colon, entre outros, alem de estudos em voluntarios saudaveis. Os ensaios clinicos
publicados com efeitos benéficos, incluem melhora em pacientes diabéticos (N = 19) (171),
cancer de mama (N = 39) (172), doenca de Alzheimer (N = 119) (173); aterosclerose (N = 44)
(174) e doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (N = 60) (175).

1.2.4. Tolerancia e efeitos adversos

Em ensaio com voluntarios, o resveratrol é geralmente administrado como composto puro
ou como um constituinte do vinho ou suco ou extrato de uva (176). Pelo menos uma parte da
populacdo obtém 1-2 mg/dia de resveratrol de fontes alimentares, quantidade considerada segura
para consumo continuo, segundo especialistas que participaram do Resveratrol2010 (a primeira
conferéncia internacional sobre resveratrol e salde) (167). Em um estudo com voluntérios

saudaveis, demonstrou-se que o resveratrol nas doses de 2,5 e 5 g/dia, durante 29 dias, causaram
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sintomas gastrointestinais de gravidade leve a moderada, e foi seguro quando administrado na
dose diaria de 1,0 g (177).

Baseado em ensaios em humanos, o resveratrol é bem tolerado quando administrado na
faixa de mg, seja em uma Unica dose de 25 mg (178) ou multiplas de até 600 mg/dia (179).
Mukherjee e cols. sugeriram que doses menores de resveratrol poderiam estar associadas a
beneficios para a saude, enquanto doses mais altas devastam células tumorais por meio de efeitos
préapoptdticos (119). No entanto, é importante ressaltar que a maioria dos estudos sobre a
seguranca farmacoldgica do resveratrol sdo realizados em populacdes saudaveis e que podem
variar em pacientes doentes (123). A compreensdo da dependéncia da dose do resveratrol
administrado pela via oral é mais complicada, uma vez que o resveratrol é metabolizado pela
microbiota intestinal (180), o que dificulta determinar quais efeitos € devido apenas ao resveratrol
ou aos e seus metabolitos (106). A atividade bioldgica exercida pelos metabolitos do resveratrol
ainda é debatida, sendo necessarios mais estudos para comprovar os possiveis efeitos biologicos
destes (108).

Apesar da boa toleréncia, o resveratrol pode interagir com varios citocromos P450 (CYP),
especialmente em altas doses, levando a um maior risco de interacbes medicamentosas, uma vez
gue é muito comum o uso de produtos naturais em pacientes que estdo tomando medicamentos
convencionais (181, 182). Interagbes com citocromos P450 podem levar a redugéo do clearance
metabolico das drogas, aumentando, assim, a biodisponibilidade e o risco de toxicidade dessas
drogas (106). E necessério, ainda, entender melhor a potencial toxicidade, os efeitos sobre a
salde, a biodisponibilidade e 0 metabolismo do resveratrol antes que as recomendacdes dietéticas

e de suplementos possam ser feitas (166).

1.2.5. Doengas pulmonares

O resveratrol tornou-se uma molécula farmacologicamente muito atraente em muitos
campos, inclusive na pesquisa das doencas pulmonares, demonstrando um papel protetor nas
doengas do sistema respiratério (106, 183). Os principais efeitos protetores do resveratrol nas
doencas do aparelho respiratério, inclui suas atividades anti-inflamatdria (147), antiapoptotica
(184), antioxidante (185), antifibrotica (186), anti-hipertensiva (187) e anticancerigena (188),

estudadas amplamente em modelos in vitro e in vivo nos ultimos anos.
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O resveratrol demonstrou um potente efeito benéfico no tratamento da asma, uma doenca
respiratéria cronica caracterizada pela obstrucdo ao fluxo aéreo reversivel, intensa resposta
inflamatdria e estresse oxidativo (189). Lee e cols., demonstraram em modelo animal de asma
que o resveratrol inibiu a inflamacdo, remodelamento (190) e o desenvolvimento da hiper-
reatividade das vias aéreas, eosinofilia e hipersecrecdo de muco (191). A atividade benéfica do
resveratrol também foi relatada em modelo de doenca pulmonar obstrutiva cronica induzida pela
exposicao a fumaca do cigarro combinada com injecdo intratraqueal de LPS em ratos, atraves da
reducdo da apoptose do reticulo endoplasmatico induzida por estresse em ceélulas epiteliais
alveolares (184), e na lesdo oxidativa do pulmdo induzida por fumaca de cigarro em
camundongos, via diminui¢do da atividade de NF-kB e aumento da expressdo e atividade da
heme oxigenase-1 (185).

A fibrose pulmonar, resultante de lesdo epitelial alveolar continua e reparo falho, acarreta
no acumulo de fibroblastos e deposicdo excessiva de matriz extracelular (183). Em modelo de
fibrose pulmonar induzida por bleomicina, o resveratrol melhorou a alteracdes patoldgicas da
fibrose, associado a ativacdo da SIRT1(192). A hipertensdo pulmonar, uma doenca fatal,
caracterizada por aumento de ambas resisténcia vascular e pressdo da artéria pulmonar
acompanhada de remodelamento vascular pulmonar, também apresentou melhoras apds o
tratamento com resveratrol via Akt (193), SIRT1 (194) e inibicdo das respostas anti-inflamatdria
(inibindo migracéo celular) e antioxidante (inibindo producdo de EROs) (195). Adicionalmente,
muitos estudos in vitro e in vivo relatam os efeitos do resveratrol contra diferentes tipos de cancer
pulmonar (196), incluindo a inducdo da apoptose (197), aumento da producdo de EROs (198),
parada do ciclo celular e senescéncia (199).

Em relacdo aos estudos utilizando o estimulo com LPS para induzir a lesdo pulmonar
aguda, os resultados demonstram, de maneira semelhante, que o tratamento com resveratrol
melhora a funcdo pulmonar e as altera¢Ges estruturais do pulméo, diminui o edema pulmonar, a
infiltracdo de neutrofilos e a expressdo e atividade da proteina MPO no tecido pulmonar, além de
reduzir os niveis das citocinas préinflamatdrias, como IL-1p e MIP-a, IL-6, TNF-o e 0 estresse
oxidativo. Estes efeitos anti-inflamatorios foram alcancados através da inibicdo da expressao
proteica de NLRP3, ASC, caspase-1, supressao da translocacdo nuclear da subunidade p65 (NF-
kB), diminuicdo a expresséo de TLR4, myd88 e NF-«kB e da p38 MAPK e aumento da expressdo
dos fatores de transcrigdo, SIRT1e NRF2 (200-205).
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1.2.6. Biodisponibilidade e metabolismo

Os potenciais beneficios para a saide do resveratrol dependem, em parte, da sua absorcao,
biodisponibilidade e metabolismo levando aos niveis suficientes da molécula ativa no(s) tecido(s)
alvo(s) (206). Apesar da alta absorcdo de resveratrol (pelo menos 70 %) observada em seres
humanos ap6s doses orais, apenas quantidades vestigiais do composto original foram encontradas
no plasma (178). Devido a sua caracteristica lipofilica, a quantidade de resveratrol no tecido ou a
subcelular pode ser maior do que o encontrado no plasma (167).

O metabolismo apo6s administracdo oral do resveratrol esté representado na figura 1.5., a
partir de dados extraidos de ensaios in vitro, ex vivo e in vivo. Em resumo, o resveratrol é
rapidamente absorvido, atingindo um pico de concentracdo plasmatica apds, aproximadamente,
30 min da ingestdo de doses baixas. Apds absor¢do pelos enterdcitos, ocorre a metabolizacdo em
glucuronido e sulfato conjugados, que sdo secretados de volta ao intestino onde podem ser
desconjugados e reabsorvidos ou excretados nas fezes (167). Uma vez no intestino, a absorcao do
resveratrol ocorre por difusdo passiva ou pela formacgdo de complexos com transportadores de
membrana. Apds alcancar a corrente sanguinea, o resveratrol é encontrado em trés formas
diferentes: glicuronideo, sulfato ou livre. Esta Gltima pode estar ligada a albumina e as
lipoproteinas (117), o que facilita sua entrada nas células (120). E importante ressaltar que a
composicdo dietética e a microbiota gastrointestinal podem alterar o metabolismo e a absorcéo
causando variagdo no metabolismo em diferentes ensaios (155).

Apesar da baixa biodisponibilidade, a eficacia in vivo do resveratrol pode ser explicada
pela recirculacdo entero-hepatica dos metabolitos do resveratrol, seguida de sua desconjugacao
no intestino delgado e sua reabsorcédo e/ou pela atividade de seus metabdlitos (117). Mais estudos
S30 necessarios para comparar as concentracdes maximas ou médias de resveratrol no plasma ou
tecido humano com as concentracBes necessarias para obter beneficio fisiolégico em modelos

animais e in vitro (168).

41



A- Administragdo oral de resveratrol (100%)

J- Distribuicdo sistémica e pico
plasmatico entre 30- 60 min/ Segundo
pico ap6s 6 h da admistracao

H- Glicuronidagdo e sulfataca
|- Captacdo hepatica

K- Excre¢do ~ 90 % 7-15 h
pos-administragao

Rim
~
. P Intestino
Circulagdo . .
E- Ligagdo ao LDL mesentéric B- Rapida absorcao
F- Ligagdo a albumina C- Acumulo nos enterdcitos
G- Presente na circulagdo mesentérica D- Glicuronidacdo e sulfatagdo

apo6s ~ 15 min ap6s administracdo

Figura 1.5. Destino in vivo do resveratrol apos administracéo oral. (A) administracdo oral do
resveratrol (100 %). (B) Réapida absor¢do devido a difusdo (pelo menos 70 % em humanos). (C)
Acuimulo nos enterdcitos (pelo menos 2 %). (D) O metabolismo nos enterdcitos resulta em
glicuroconjugados e sulfoconjugados do resveratrol, os quais sdo absorvidos em direcdo ao
espaco vascular ou excretados no lumen. (E) O resveratrol é encontrado na circulacdo
mesentérica (cerca de 21 %), ap6s alguns minutos, (F) ligado a albumina e (G) e a LDL. (H) Em
seguida, € captado pelo figado (1) onde ocorre a sulfatacdo e glucuronidacdo. (J) A distribuicdo
sistémica é caracterizada por um pico de concentragdo aos 30 minutos, com metabdlitos
tornando-se detectaveis 3 h ap6s a administracdo. Um segundo pico é observado apos,
aproximadamente, 6 h, sugerindo recirculacdo entérica de metabdlitos conjugados pela
reabsorcao apos hidrolise intestinal. (K) Excregdo renal da fracdo ndo absorvida representa 40 %
de resveratrol livre, 11 % de glicuronideo e 3 % de conjugados de sulfato. Traduzido e adaptado
de Amri e cols., 2011(111).

A baixa biodisponibilidade do resveratrol administrado pela via oral pode ser explicada
devido a absorcdo intestinal incompleta, eliminacdo através de transportadores ABC e intenso
metabolismo (206-208). Em combinagdo com sua baixa solubilidade e estabilidade limitada, a
aplicacdo do resveratrol continua sendo um grande desafio para a industria farmacéutica (106,

164, 209). Portanto, estratégias para aumentar a biodisponibilidade e direcionar o resveratrol para
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orgdos especificos tém recebido atencdo especial de pesquisadores da area (169). Os objetivos
incluem a sintetizacdo de derivados do resveratrol (210), alteracGes na estrutura da molécula e
desenvolvimento de sistemas adequados de entrega do composto entre outros (169, 211, 212).

Uma possivel abordagem para aumentar a biodisponibilidade do resveratrol é a
administracdo pela via intravenosa, com 0 objetivo de evitar o metabolismo de primeira
passagem, superando as limitagdes mecénicas da absorcdo gastrintestinal (169). O resveratrol
administrado pela via intravenosa em ratos aumentou a concentragdo de resveratrol e seus
metabolitos em relacdo a administracdo pela via oral (213), entretanto, ndo € uma escolha
clinicamente pratica se for necessaria a autoadministracdo de forma crénica (169). Uma estratégia
simples e largamente utilizada é a associagdo com outras moléculas que apresentam efeito
sinérgico (169). Por exemplo, a coadministracdo do resveratrol com a piperina, um polifenol
presente na pimenta preta, aumentou significativamente a concentracdo sérica maxima resveratrol
em ratos (214). Nessa mesma linha, a combinacdo de resveratrol com a quercitina, um flavonoide
natural, em um estudo cinético ex vivo, reduziu a taxa de sulfatacdo do resveratrol (215). Uma
abordagem ainda pouco investigada, at¢é o momento, para maximizar a biodisponibilidade do
resveratrol livre € a utilizacdo de pro-drogas (216).

Baseado no principio de que a diminuicdo do tamanho das particulas pode melhorar sua
taxa de dissolugéo e absorgédo, foi desenvolvido uma formulacdo micronizada, denominada
SRT501, a qual aumentou de 2 a 3 vezes a concentracdo plasmatica de resveratrol (217). Além
dessa estratégia, a utilizacdo de nanocapsulas contendo resveratrol também tem sido de ampla
utilidade (212), por exemplo, possibilitando o aumento da distribuicdo da molécula nos tecidos e
diminuicdo de dano gastrointestinal e aumentando as concentraces plasmaticas em comparacao
com o resveratrol livre (218). Mais exemplos do uso de nanotecnologia para melhorar a

biodisponibilidade do resveratrol é discutido no item 1.3.4.

1.3. Nanotecnologia
1.3.1. Aspectos gerais da nanotecnologia e nanomedicina

A nanotecnologia é uma ciéncia contemporanea e interdisciplinar, com aplicacdo em
diversas areas como engenharia, eletronica, cosmética, alimentos, medicina e farmacologia. No

contexto da biologia e da medicina, a nanotecnologia engloba os materiais, dispositivos e

sistemas cuja estrutura e fungdo séo relevantes para pequenas escalas de comprimento (219).
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Baseada na manipulacdo de materiais a serem projetados em nanoescala (1 a 1000 nm) (Figura
1.6), a nanotecnologia torna possivel a criagdo de materiais em tamanho nanométrico com
propriedades e fungdes fundamentalmente novas em particulas de até 100 nm (220-222). Por
exemplo, propriedades oOpticas diferenciadas, como as das nanoparticulas (20 nm) de ouro, de
platina, de prata e paladio que apresentam cores caracteristica vinho tinto, cinza amarelado, preto
e preto escuro, respectivamente (223). Apesar da aplicacdo da nanotecnologia ter recebido mais
visibilidade recentemente, a utilizacdo dos nanomateriais foi prevista ja em 1959 por Richard P.
Feynman (224, 225). Atualmente, a nanociéncia e a nanotecnologia sdo campos prioritarios para
inovacdo, sendo um elemento-chave para o desenvolvimento cientifico e econdbmico mundial
(226).

Atomo  Glicose Anticorpo Virus  Bactéria Célula Um ponto Bola de ténis
- ~
ERET \ - .
3 6 iy ' 2 J
I | I I l 1 I l l I Nanometro
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LAY,

Lipossomo Nanocadpsula Nanoparticulas
Polimérica lipidicas sélidas

Figura 1.6. Tamanhos relativos de nanoparticulas em comparacdo com estruturas
conhecidas. Adaptado e traduzido Tarafdar, J. & Adhikari, T., 2015 (227) e Khodabandehloo,
Hadi e cols., 2016 (228).

A nanotecnologia levou a abordagens inovadoras em muitas areas da biomedicina. A
nanomedicina, uma disciplina emergente, une nanotecnologia e a medicina para desenvolver
novas terapias e melhorar tratamentos existentes. O impacto da nanotecnologia na medicina pode
ser visto principalmente em métodos de diagnostico, técnicas de liberagdo de drogas e medicina
regenerativa (224, 229). A nanotecnologia oferece a possibilidade de projetar novos
medicamentos com maior especificidade celular, bem como novos sistemas de liberagdo de

farmacos que atuem seletivamente em alvos especificos e protejam o farmaco da degradagéo.
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Como consequéncia, utilizando nanossistemas, & possivel aumentar a eficacia terapéutica,
obtendo menores taxas de toxicidade (224, 230). Essa realidade j& é encontrada na terapia do
cancer, onde hd muitas aplicagdes clinicas baseadas em nanotecnologias, com um grande
desenvolvimento em sistemas de distribuicdo de farmacos (231).

A exploracdo de sistemas coloidais, ou seja, sistemas contendo componentes de tamanho
nanométrico, para pesquisa biomedica, foi iniciada ha mais de 50 anos. Um exemplo importante,
foram os esforcos realizados para reduzir a cardiotoxicidade das antraciclinas, via encapsulagédo
em vesiculas fosfolipidicas nanométricas (lipossomas), que comecaram no final dos anos 70 e em
1995 levou a aprovacdo do Doxil® pela Food and Drug Administration (FDA), o primeiro
farmaco nanoformulado aprovado pela agéncia americana (232, 233). Em seguida, em um estudo
conduzido por Northfelt para avaliar a eficAcia do Doxil®, observou-se que pacientes com
sarcoma de Kaposi relacionado a AIDS tratados com uma dose Unica de doxorrubicina
nanoformulada apresentaram maior quantidade da molécula nas lesGes, apo6s 72 h da
administracdo, apresentando quantidade de 5 a 11 x maiores em comparagdo com a doxorrubicina
na forma livre (234).

1.3.2. Sistemas nanocarreadores de farmacos

Os nanocarreadores possuem diametro na faixa entre 1 a 1000 nandmetros (nm), sendo
mais comum apresentar na faixa de 100 nm (235). O limite maximo e minimo de didmetro dos
nanocarreadores € determinado pela sua capacidade de atravessar barreiras biologicas e pela
capacidade de eliminacdo pelos rins, respectivamente (236). A utilizacdo de nanocarreadores para
administracdo de farmacos possibilita diversas vantagens terapéuticas, em compara¢do com as
formulacGes tradicionais, como a protecdo contra degradacdo enzimaética e imunodegradacéo,
protecdo de sequestro pelo sistema reticuloendotelial na corrente sanguinea, hidrdlise acida no
estdmago e da depuracgdo mucociliar nos pulmdes (237).

A nanoestruturacdo também é capaz de melhorar a estabilidade quimica da molécula,
permitir a dispersdo aquosa estdvel de agentes moleculares pouco sollveis, diminui¢do da
toxicidade sisttmica e o aumento eficacia (238). O controle do tamanho, forma e propriedades de
superficie possibilita vetorizar as nanoparticulas para orgaos, tecidos, células e compartimentos
subcelulares (239). Além da vetorizagdo, a nanoestruturacdo permite liberacdo controlada nos
sitios-alvo (240), levando uma acdo otimizada e sustentada do farmaco (241). Em adigéo a todas

as vantagens citadas, os sistemas nanocarreadores também permitem a entrega de mais de uma
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molécula, ou combinacgéo de terapia e diagndstico de forma simultanea (235), alem de possibilitar
a biocompatibilidade e a biodegradabilidade das nanoestruturas utilizadas (224).

A protecdo contra degradacdo enzimatica e o pH acido no trato digestivo, permite a
administracdo de nanoparticulas pela via oral, uma via de primeira escolha para administracao de
farmacos devido a facilidade de administracao e por ser menos invasiva (236, 242). Além da acéo
prolongada, os nanocarreadores permitem a manutencdo homogénea dos niveis do farmaco
dentro da janela terapéutica, evitando picos potencialmente perigosos na sua concentracdo apos a
administracdo, tornando possivel a estratégia de reducdo de doses, consequentemente,
diminuindo a toxicidade, os efeitos adversos e adesdo ao tratamento (235, 243).

Além das caracteristicas fisico-quimicas como tamanho e carga que permitem uma
melhor distribuicdo e vetorizacdo do farmaco, métodos alternativos foram desenvolvidos para
aumentar a efetividade do fornecimento de drogas usando a capacidade de direcionamento
passivo ou ativo. A forma de direcionamento passivo consiste na capacidade das nanoparticulas
de longa circulagdo penetrarem através de fenestragdes capilares em consequéncia do chamado
efeito de permeabilidade e retencdo melhorada (EPRM), um processo fisioldgico que aumenta o
espaco intercelular em tecidos submetidos a certas patologias, como cancer ou inflamacéo,
resultado da angiogénese desregulada e/ou aumento da expressdo e ativacdo de fatores de
permeabilidade vascular (224, 244). Por sua vez, a vetorizagdo ativa permite que uma area
especifica do corpo seja atingida a partir da ligacdo especifica de ligantes presente na superficie
das nanoparticulas com receptores na superficie da célula ou tecido. Os tipos de ligantes
utilizados incluem anticorpos, fragmentos de anticorpos ou peptideos, entre outros (224). Uma
vez no local, os mecanismos de ativacdo da liberacdo do farmaco podem ocorrer passivamente
(por exemplo, uma alteracdo de pH) ou ativada externamente (por exemplo, fotodegradacao)
(237).

Apesar da vasta quantidade de dados gerados nos Gltimos anos, ainda se faz necessario
expandir o conhecimento sobre 0os mecanismos de interacdo entre nanoparticulas e sistemas
vivos. As nanoparticulas podem se ligar e interagir com a matéria biolégica e mudar suas
caracteristicas de superficie, dependendo do ambiente em que estdo inseridas. Além disso podem
apresentar comportamento completamente diferente devido a pequenas diferengcas no
revestimento, carga ou tamanho da superficie. O uso terapéutico de nanomateriais na medicina
requer uma estrutura regulatoria que equilibre o beneficio terapéutico com o risco potencial de
dano (245).
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Diversos materiais e estruturas tém sido empregados como nanocarreadores para alvos
passivos ou ativos. Particulas metalicas, como 6xidos de ferro ou nanoparticulas de ouro, podem
ser modificadas na superficie para atuar como transportadores de farmacos. No entanto, os
materiais organicos sdo mais versateis e suas propriedades e desempenhos podem ser afinados
ajustando-se sua composi¢éo quimica, tamanho, forma, morfologia das estruturas e propriedades
da superficie (236). A biodegradabilidade e biocompatibilidade estdo entre os principais pre-
requisitos para a selecdo do material a ser utilizado na obtencdo de nanoformulacées (246).

As propriedades fisico-quimicas podem variar de acordo com o método de preparo ou
com a quantidade dos materiais utilizados. As propriedades fisico-quimicas mais importantes a
serem analisadas incluem o dimensionamento de particulas e polidispersividade, potencial zeta,
teor de farmaco e perfil de liberacdo de farmaco (246). As técnicas comumente utilizadas para a
caracterizacdo de nanoparticulas incluem cromatografia por exclusdo de tamanho, cromatografia
liquida, ultrafiltracdo-centrifugacdo, espalhamento dindmico e estatico de luz, mobilidade
eletroforética, potenciometria, espalhamento de raios-X a baixo angulo, microscopia de forca

atbmica e microscopia eletronica de varredura e transmisséo (247).

1.3.2.1. Tipos de nanocarreadores: nanocapsulas poliméricas

Os nanocarreadores podem ser classificados como sistemas baseados em polimeros ou
lipidios, os quais sdo capazes de serem carregados com drogas hidrofébicas e hidrofilicas (248).
Dentre os principais nanocarreadores aplicados a area farmacéutica pode-se destacar as micelas,
os lipossomos, as nanoparticulas lipidicas sélidas e os nanocarreadores poliméricos (224) (Figura
1.7). As nanoparticulas poliméricas apresentam vantagens distintas, incluindo maior capacidade
de direcionamento e armazenamento a longo prazo, além de alta eficiéncia de encapsulacdo em
comparagao aos outros nanocarreadores. As nanoparticulas também controlam as propriedades de
liberacdo do farmaco e melhoram a captacdo intracelular, levando assim a uma maior
especificidade e eficacia terapéutica de drogas encapsuladas (249). Além disso as nanoparticulas
utilizadas como transportadores de farmacos possuem maior estabilidade e longa vida util;
viabilidade de incorporagdo de substancias tanto hidrofilicas quanto hidrofdbicas; e viabilidade
de administracgéo por diferentes vias, incluindo via oral (250).
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Micelas Lipossomos ~ Nanoparticulas | Napoesferas Nanocapsulas
lipidicas sélidas

Nanocarreadores lipidicos Nanocapsulas poliméricas

Figura 1.7. Exemplos de nanocarreadores. Traduzido e adaptado de Jodo Conniot e cols., 2014
(241).

Os nanocarreadores poliméricos sdo compostos por polimeros naturais (proteinas e
polissacarideos), semissintéticos ou sintéticos, podendo ser divididos em nanoesferas ou
nanocapsulas. As nanoesferas sdo sistemas de matriz nos quais a droga € fisicamente e
uniformemente dispersa no polimero, enquanto as nanocapsulas séo o sistema no qual a droga é
confinada a uma cavidade cercada por uma membrana polimérica (248).

As nanocapsulas poliméricas, ou apenas nanocapsulas (251) sao definidas como sistemas
reservatorios vesiculares em nanoescala que exibem uma estrutura tipica de nucleo-casca na qual
um nucleo liquido interno (aquoso ou oleoso) é circundado por uma membrana de polimero
(252), a qual é estabilizada por surfactantes (253). As nanocapsulas possuem alta capacidade de
carga e baixa densidade e sdo consideradas veiculos ideais para o fornecimento de agentes
terapéuticos e de diagndstico (252, 254).

As nanocapsulas sao feitas de uma variedade de polimeros naturais (gelatina, albumina) e
sintéticos (polilactideos, polialquilcianoacrilatos) (220). Os polimeros aprovados pela FDA para
administracdo em humanos sdo o poli(&cido latico) (PLA), poli(acido glicolico) (PGA),
poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL) e poli (metacrilato de
metila) (PMMA) que sdo removidos do corpo através de vias metabolicas tradicionais (255). No
presente trabalho, utilizamos para compor as nanocéapsulas a PCL , um polimero biodegradavel,
biocompativel e semicristalino, considerado adequado para administracdo controlada de farmaco
devido a sua elevada permeabilidade e, ao mesmo tempo, isento de toxicidade (256), pois uma
vez dentro do corpo, pode ser metabolizado em subprodutos ndo toxicos (257).

As nanocépsulas sdo preparadas principalmente por duas tecnologias: a polimerizacéo

interfacial de monémeros (polimerizacdo em emulsdo) e nano-deposic¢éo interfacial de polimeros
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pré-formados (nanoprecipitacdo) (255, 258). Sendo este dltimo mais utilizado, devido a sua
reprodutibilidade, facil manuseio e seguranga por evitar a formagdo de mondmeros residuais
potencialmente tdxicos e reduzir a possibilidade de uma ligacdo covalente entre o polimero e a
substancia a ser carreada (246). A nanoprecipitacdo ou método de deslocamento do solvente, €
baseada na deposicdo interfacial de um polimero, ap6s o deslocamento de um solvente semi-polar
miscivel com &gua em uma solucdo lipofilica. A répida difusdo do solvente na fase aquosa
dimunui a tensdo interfacial entre as duas fases, levando ao aumento da area de superficie e a

formacéo de pequenas gotas de solvente organico, mesmo sem qualquer agitacdo mecanica (255).
1.3.3. Nanotecnologia aplicada a doencgas pulmonares

As condices clinicas que acometem o sistema respiratdrio incluem um amplo espectro de
doencas, acometendo individuos em todas as faixas etarias (259). O desenvolvimento de
nanocarreadores para aplicacdo pulmonar tem sido muito debatido pela comunidade cientifica nas
ultimas décadas (259, 260). Embora as pesquisas sobre o uso de nanoparticulas para aplicacao
pulmonar ainda estejam em fase inicial, os estudos realizados até 0 momento sugerem que o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada para tratamento sistémico ou local de
doencas que afetam o sistema respiratério pode ser promissor (261). O pulmdo é um alvo
interessante para a administracdo de medicamentos devido a administracdo ndo invasiva e segura
via inalacdo (259). Além administracdo direta, a entrega de medicamentos ao pulmao pode ser
realizada pelas vias intravenosas e orais, e a nanotecnologia esta sendo usada para viabilizar as
trés abordagens (262).

A nebulizacdo de nanomicelas de budesonida, no modelo de asma em ratos, apresentou
maior eficacia e prolongamento do efeito quando comparado a uma formulagdo comercial do
medicamento (263). O tratamento, também por via inalatéria, da infeccdo pulmonar crénica
induzida por Pseudomonas aeruginosa, utilizando uma nanaformulacdo lipossémica do
antibiotico amicacina, promoveu a liberacdo sustentada do medicamento, com eficicia
farmacologica superior comparado a forma livre (264). Estudos clinicos iniciais de Fase | e Fase
IT utilizando a nanoformulacdo da amicanica (Arikace™) demonstraram que a formulagdo ¢
segura e eficaz no tratamento da fibrose cisticas infectadas com Pseudomonas aeruginosa (265).
Em modelo de asma, um estudo utilizando nanocapsulas poliméricas contendo betametasona,
demonstrou o efeito benéfico prolongado da formulacdo em comparacdo a molécula livre apos o

tratamento pela via intravenosa, por 7 dias ap0s uma Unica administracdo da betametasona
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nanoencapsulada, enquanto que uma unica dose do esteroide na forma livre ndo apresentou
efeitos significativos (266). No tratamento da tuberculose causada por Mycobacterium
tuberculosis latente e resistente a multiplos farmacos utilizando nanocépsulas de econazol ou
moxifloxacina, Ahmad e colaborados demonstraram que apenas uma Unica dose oral, resultou em
concentracdes terapéuticas de droga no plasma por até 5 dias (econazol) ou 4 dias
(moxifloxacina), enquanto nos 6rgdos (pulmdes, figado e bago) foi de até 6 dias. Em
contrapartida, as drogas livres foram eliminadas dos mesmos 6Orgdos entre 12 e 24 h ap0s
administracdes diarias por semanas (267).

O pulmdo é um dos 6rgaos alvo mais comuns onde as células tumorais tendem a migrar
em pacientes com cancer. No entanto, muitas drogas tradicionais ou terapias ndo conseguem
tratar essas doengas completamente ou aliviar os sintomas de forma eficaz (260). Os estudos com
nanocarreadores estdo mais avancgados no tratamento do cancer pulmonar, mostrando um enorme
potencial na terapia e diagnéstico. Pesquisadores confirmaram que a quimioterapia por inalacao
baseada em nanotecnologia € vidvel e mais eficaz que a quimioterapia convencional, com
menores efeitos colaterais (268). A encapsulacdo dos quimioterapicos paclitaxel e docetaxel em
nanocapsulas poliméricas, apresentaram efeito sinérgico na eficacia da radiacdo em camundongos
(269). Em outro estudo, a formulacédo lipossomal de cisplatina, um agente citotoxico amplamente
utilizado e eficaz no tratamento de cancer, o qual apresenta reagdes adversas graves, demonstrou
auséncia de toxicidade quando administrado uma Unica vez (30 mg/kg), enquanto a mesma dose
da molécula livre apresentou nefrotoxicidade grave. Além disso, o tratamento com a formulacéo
de cisplatina apresentou efeito citotoxico em células tumorais, reduzindo o tamanho do tumor e
induzindo a apoptose das células tumorais (270).

Estudos utilizando a nanotecnologia para entrega de farmaco também foram realizados
em modelo de SDRA. Em 2011, Lim e cols. demonstraram que a nanoestruturacdo do peptideo
humano semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) com micelas fosfolipidicas (via subcutanea) exerceu
efetiva protecdo anti-inflamatdria, em contraste o GLP-1 livre ndo apresentou efeito anti-
inflamatdrio significativo (271). Recentemente, nosso grupo de pesquisa confirmou que a
nanoestrutura¢do do a-bisabolol (sesquiterpeno de origem natural) potencializa os efeitos anti-
inflamatdrios da molécula, modulando a via MAPK e aumenta a biodisponibilidade da molécula
no tecido pulmonar, ap6s uma unica dose pela via oral, em modelo de lesdo pulmonar aguda
induzida por LPS (85). Com relac&o ao resveratrol nanoestruturado, alguns trabalhos na literatura

tiveram sucesso ao avaliar o seu efeito em linhagens de células pulmonares demonstrando a
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melhora do estresse oxidativo (272) e eficacia quimioprotetiva da molécula nanoformulada em
comparacdo a livre (273, 274). Porém, ndo existem relatos utilizando o tratamento com
nanocapsulas contendo resveratrol para avaliar a melhora da inflamacdo e o aumento da

biodisponibilidade em modelos de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.

1.3.4. Nanotecnologia e resveratrol

Como descrito anteriormente, apesar do grande potencial farmacoldgico, o resveratrol
apresenta limitagdes farmacocinéticas e estruturais como baixa solubilidade aquosa, baixa
fotoestabilidade e extenso metabolismo de primeira passagem, que dificultam a sua aplicagédo
bioldgica (212). Nesse cenario, um grande nimero de estudos tem concentrado esforcos em
desenvolver alternativas que possam melhorar a biodisponibilidade do resveratrol, incluindo o
uso da nanotecnologia (106, 111). As formulacdes nanométricas de resveratrol geralmente
apresentam estabilidade e biodisponibilidade melhoradas e aumento da solubilidade com efeitos
colaterais minimos em comparagdo com o farmaco livre (169). Uma variedade de materiais,
formulacGes e tecnologias de encapsulamento foram examinados para melhorar a entrega do

resveratrol (275).

Teskac e cols. utilizaram nanoparticulas lipidicas solidas carregadas com resveratrol e
demonstraram através de fluorescéncia que as nanocapsulas atravessam a membrana celular de
queratindcitos e se distribuem no citosol sem apresentar citotoxicidade, aumentando a
solubilidade, estabilidade e entrega intracelular do resveratrol. Enquanto que o resveratrol em
solucdo foi ligeiramente citotoxico. Além disso, 0 mesmo estudo mostrou gque as nanocapsulas
contendo resveratrol aumentou a eficacia na diminuicdo da proliferacdo celular, apresentando
beneficios potenciais para a prevencao do cancer de pele (276). Outro estudo in vitro demonstrou
que encapsulacdo de resveratrol em nanocarreadores lipidicos protegeu a molécula da
fotodegragdo e aumentou a permeabilidade intestinal sem alterar a integridade das células (277).
A encapsulacdo do resveratrol em lipossomos também melhorou a estabilidade, evitando a
isomerizacdo da forma trans para a forma cis do resveratrol (278). A avaliacdo da administracao
pela via oral de nanocapsulas lipidicas solidas contendo resveratrol demonstrou um aumento 8
vezes maior da biodisponibilidade do resveratrol nanoencapasulado em comparagdo com a
molécula livre, em ratos saudaveis, além do aumento da estabilidade e liberagdo sustentada (279).

O efeito da incorporacgéo do resveratrol em nanoparticulas de gelatina foi investigado em células
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de cancer de pulmé&o. O estudo demonstrou que a formulacdo exibiu uma captacdo celular muito
répida e eficiente, e maior eficécia antiproliferativa do que o resveratrol livre, sem exibir resposta
toxica (280). Nanoparticulas isoladas de proteina de soja contendo resveratrol aumentou em mais
de duas vezes a solubilidade do resveratrol sem perder a sua atividade, demonstrada pela inibicéo
do NF-kB em ensaio in vitro (115). O resveratrol administrado em nanocapsulas poliméricas
apresentou superior efeito na redugdo da viabilidade das células tumorais e aumento de necrose
tecidual comparado com molécula livre, em modelo murino de melanoma (281). Resultados
benéficos com nanocépsulas poliméricas contendo resveratrol também foram promovidos em
modelo de doenca de Parkinson, no qual apenas a formulacdo, mas ndo a sua forma livre,
apresentaram neuroprotecdo significativa contra alteracbes comportamentais e neurogquimicas,
através da inibicdo de peroxidacdo lipidica e melhora no teste de reconhecimento social (282).

No presente trabalho, utilizamos nanocapsulas poliméricas contendo resveratrol
desenvolvidas pelo método de deposicdo interfacial de polimeros biodegradaveis, previamente
desenvolvidas e avaliadas em modelo de glioma e doenga de Alzheimer. A formulagdo (5 mg/kg)
apresentou um efeito antiglioma, tanto in vitro quanto in vivo, diminuindo a viabilidade celular
em maior magnitude do que a molécula livre (283) e aumentou a biodistribuicdo tecidual no
cérebro, figado e rim, em comparacdo com férmula livre (218), assim como apresentou efeitos
anti-inflamatorios e neuroprotetores em modelo experimental da doenca de Alzheimer, no qual a

molécula livre ndo apresentou efeito (284).
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2. Justificativa

A SDRA é uma sindrome caracterizada por edema pulmonar e inflamacéo aguda (79) e
apesar dos avancos sobre a compreensao dos mecanismos moleculares e fisiopatoldgicos, assim
como aperfeicoamento das estratégias ventilatdrias e dos cuidados paliativos, a mortalidade dos
pacientes com SDRA permanece inaceitavelmente alta, sem terapia eficaz (285). A inducdo da
lesdo pulmonar por LPS é um modelo experimental muito Util apresentando semelhancas
importantes com a sindrome em humanos (79), principalmente da SDRA resultante da
pneumonia (bacteriana) e sepse, classificadas como as principais causas da sindrome.

O resveratrol em sua forma livre foi previamente investigado no modelo de leséo
pulmonar aguda quanto ao seu efeito anti-inflamatério. No entanto, fica claro que nestes ensaios
foram utilizadas vias de administracdo com menor taxa de metabolismo, como a via
intraperitoneal (200-202). A administracdo oral de resveratrol, em estudos prévios, resultou no
aumento da dose e do regime da molécula, por exemplo, trés dias seguidos (203, 204). No
presente trabalho, demonstramos pela primeira vez a viabilidade de administrar por via oral uma
dose Unica e baixa de nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo resveratrol para
prevenir a inflamacdo pulmonar de maneira robusta. A nanoestruturacdo do resveratrol, além de
evitar o metabolismo intestinal da molécula, também permite a protecdo contra possiveis danos
gastrointestinais e aumento da biodistribuigéo (218).

Adicionalmente, destacamos que, a validacdo do efeito do resveratrol nanoencapsulado
em baixas doses pela via oral permite considerar sua aplicacdo no tratamento de doencas
pulmonares cronicas, como por exemplo, a asma ou a doenca pulmonar obstrutiva crénica. A via
oral apresenta inUmeras vantagens por ser uma via menos invasiva, segura, de féacil

administracdo com maior adesdo do paciente, sendo considerada uma via de escolha ideal (286).

3. Hipdtese

A hipotese do presente trabalho € de que as vantagens associadas com a nanoestruturacéo
do resveratrol em nanocépsulas poliméricas poderiam reduzir a inflamacdo pulmonar aguda
induzida pelo LPS, através do aumento da biodistribui¢cdo da molécula no local da inflamagdo em

camundongos tratados pela via oral, em baixas doses.
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4. Objetivos

4.1 Objetivos gerais

Investigar o efeito farmacologico preventivo e terapéutico o resveratrol na forma livre ou
nanocapsulas poliméricas contendo resveratrol na lesdo pulmonar aguda induzida por

lipopolissacarideo.

4.2. Objetivos especificos/metas:

Avaliar os efeitos do pré- e pds-tratamento do resveratrol livre ou nanoencapsulado:

¢ Na cinética de tempo do efeito anti-inflamatério;

e Na fungdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas;
e No actmulo de leucécitos para o pulmao;

¢ No dano histoldgico ao tecido pulmonar;

e Na producdo de citocinas no tecido pulmonar;

e No estresse oxidativo no tecido pulmonar;

e Nas proteinas envolvidas na sinalizacéo celular;

¢ Na biodistribuicao do resveratrol no tecido pulmonar na condi¢do de pds-tratamento.

54



5. Materiais e métodos
5.1. Preparo das nanocapsulas contendo resveratrol

As nanocépsulas contendo resveratrol (resveratrol-NC), representadas na Figura 5.1.,
foram preparadas por deposicédo interfacial de polimero pré-formado (nanoprecipitacdo) como
descrito anteriormente (284), em colaboracdo com o Laboratorio de Sistemas Nanoestruturados
para a Administracdo de Farmacos (SNAF) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS). O trans-resveratrol (0,010 g), o polimero poli (E-caprolactona)
(0,100 ), o triglicérido caprico/caprilico (0,33 mL) e o monoestearato de sorbitano (0,038 g)
foram dissolvidos em acetona (27 mL) a 40 °C sob agitacdo magnética constante (fase organica).
Num baldo separado, adicionou-se o polissorbato 80, um tensoativo hidrofilico (0,038 g), a 53
mL de agua (MilliQ®) (fase aquosa). Ap6s a mistura das solucbes sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 10 min, o 6leo disperso na mistura solvente/ndo-solvente e o polimero
depositaram-se ao redor da goticula formada. Em seguida a acetona foi evaporada sob pressdo
reduzida e as suspensbes foram concentradas e ajustadas para 10 mL de volume final. As
nanocapsulas brancas (NC-brancas) foram preparadas como descrito, porém, sem adicionar o

trans-resveratrol.
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Figura 5.1. Representacdo grafica de nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico

carregadas com trans-resveratrol.
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5.2 Caracterizacdo fisico-quimica das nanocépsulas contendo resveratrol

Foi avaliado o pH das formula¢Ges com o potenciémetro B-474 (Micronal, Brasil). Em
seguida as amostras diluidas com dgua MilliQ® ou com uma solucdo aquosa de NaCl 0,01 mol/L
foram utilizadas para determinar os diametros médios (média Z), polidispersividade e potencial
zeta usando um modelo Zetasizer® nano-ZS ZEN 3600 (Nanoseries, Malvern, REINO UNIDO)
a 25 °C. As medicdes foram realizadas utilizando 3 lotes diferentes para cada formulacdo em
triplicata. Os célculos dos indices de tamanho e polidispersividade foram obtidos utilizando o
programa (Dispersion Technology Software - DTS Nano - Versdo 5.02, Malvern). O conteudo de
resveratrol (concentracdo total) nas formulacdes (100 ul) foi determinado apés a dissolucédo do
resveratrol-NC em acetonitrila (10 ml) e filtracdo (Millipore 0,45 pm) por cromatografia liquida
de alta resolugéo (HPLC) a 306 nm. O sistema utilizado continha um detector UV-Vis, bomba e
auto-injetor S200 Perkin-Elmer (PerkinElmer Instruments, Norwalk, CT) e uma coluna Shim-
pack CLC-C8 (M) (150 mm, 4,6 mm, 5 um, Shimadzu Corporation, Japao) com uma coluna de
guarda. A fase mdvel foi preparada usando agua Milli-Q® e acetonitrila (60:40 v / v) com um pH
de 3,0 £ 0,5 corrigido com &cido ortofosforico a 10% (v / v) ( Merck, Darmstadt, Alemanha). O
fluxo isocratico da fase movel foi de 1,2 ml / min e o tempo de retencéo do trans-resveratrol foi
de 3,45 min (218).

5.3. Animais

Foram utilizados camundongos machos A/J (5 a 7 animais por grupo), pesando entre 18-
20 g, provenientes do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelo da Fundagdo Oswaldo
Cruz. Os animais foram mantidos em ciclo de 12 h/12 h, claro/escuro, sob condicGes de
temperatura entre 25-28 °C, com acesso a alimento e a dgua ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais envolvendo animais neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no uso
de Animais do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA — nimero de licenca L-006/2016).
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5.4. Procedimento de induc¢éo da inflamacéo pulmonar aguda

Os camundongos A/J foram anestesiados com aerossol de isoflurano e fluxo constante de
0, (3,5 Kgflcm?) (BRASMED, Brasil) e instilados pela via intranasal de 25 pg LPS em 25 pL de
salina. No grupo controle o LPS foi substituido por salina estéril.

5.5. Intervencéo terapéutica

Neste trabalho foram utilizados dois regimes de tratamento utilizando a via oral: o pré-
tratamento, realizado 1, 4, 6, 12 e 24 h antes da indug&o da inflamagdo com LPS (Figura 5.2), e 0
pos-tratamento, realizado 6 h ap6s a exposicdo local com o agente inflamatorio (Figura 5.3).
Utilizamos os grupos i) salina ndo-tratado (recebeu apenas salina intranasal); ii) LPS ndo-tratado
(recebeu apenas LPS intranasal); iii) NC-brancas (exposto ao LPS e tratado com nanocéapsulas
preparadas sem resveratrol); dexametasona (exposto ao LPS e tratado com o farmaco de escolha,
dexametasona), resveratrol (exposto ao LPS e tratado com a molécula em sua forma livre); e
resveratrol-NC (exposto ao LPS e tratado com a nanocapsulas contendo resveratrol). Para o
tratamento com resveratrol-NC escolhemos doses abaixo das utilizadas na literatura. Dessa forma
estabelecemos as doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg para os tratamentos com resveratrol-NC ou livre. As
NC-brancas foram sempre administradas com a quantidade equivalente a maior dose do
resveratrol-NC utilizada no ensaio. Para a administracdo da molécula na forma livre, utilizamos o
trans-resveratrol (Biosynth), mesma matéria-prima utilizada para o preparo das formulacGes, o
qual foi solubilizado em etanol absoluto (10 mg/mL) e redisperso em solucéo salina até uma
concentracdo final de 1 mg/mL (10 % de etanol) imediatamente antes da administracdo. A dose
de dexametasona utilizada foi de 5 mg/kg em todos os ensaios, baseado na literatura (287). As

analises foram realizadas 24 h apés o desafio LPS.
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Figura 5.2. Representacdo do protocolo de pré-tratamento.
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Figura 5.3. Representacao do protocolo de pés-tratamento.

5.6. Avaliacdo da funcédo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas

Apds anestesia com pentobarbital sodico (60 mg/kg i.p.) os camundongos foram
traqueostomizados e canulados via tragueal em uma cama aquecida a 37°C na camara do
pletismografo e a canula traqueal foi acoplada ao pneumotacografo utilizando o sistema de
pletismografia barométrica invasiva de corpo inteiro (Sistema Buxco, UK). Apo6s a administracdo
de blogueador neuromuscular (Brometo de Pancurbnio - 1 mg/kg, i.m.) os animais foram
mantidos sob ventilagdo mecénica com fluxo, volume e corrente constantes. Atraves do programa

BioSystem XA foram processados o0s sinais de fluxo e pressdo, permitindo o registro da
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elastancia pulmonar (cmH,O/mL). Para avaliacdo da hiper-reatividade, apds um periodo de
estabilizacdo, as vias aéreas receberam, PBS e concentragdes crescentes do agente
broncoconstritor metacolina (3, 9 e 27 mg/mL) por um periodo de 5 min para cada concentragéo.
O resultado esta representado pela area sob a curva obtida a partir dos valores médios da

exposicao a metacolina nas concentragdes de 3, 9 e 27 mg/ml.

5.7. Avaliacdo de migracao de leucocitos para o pulméo: lavado broncoalveolar e perfuséo
pulmonar

Para a acessar a migracdo dos leucdcitos nas vias aéreas pulmonar foi realizado o lavado
broncoalveolar a partir da insercdo de uma agulha (40 mm x 12 mm) conectada a uma seringa de
1 mL em uma pequena incisdo na traqueia anteriormente exposta. Foram realizadas trés lavagens
com 0,5 mL de solucdo salina contendo EDTA (10 mM). O lavado broncoalveolar foi mantido
em refrigeracdo e, em seguida, centrifugado a 240 xg por 5 min a 4 °C. O precitado foi
ressuspendido em 250 puLL da mesma solugdo utilizada no lavado e posteriormente, diluiu-se uma
aliquota desta suspensao de células em liquido de Tiirk (10 x) para a contagem das células totais.
O numero total de leucdcitos foi contato em uma cémara de Neubauer, com auxilio de
microscopio de luz (objetiva de 20 x). A analise diferencial das subpopulac6es de leucdcitos foi
realizada em citoesfregacos, centrifugados a uma rotacdo de 18.06 xg, por 5 min (citocentrifuga
Shandon) e posteriormente corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa. A avaliacao foi feita
em microscopio de luz com objetiva de imersdo em 6leo (objetiva de 100 x).

Apds a recuperacdo do lavado broncoalveolar foi realizada a perfusdo dos pulmdes pela
via intracardiaca, na qual inseriu-se um escalpe no ventriculo direito do coracdo por onde foi
introduzida a solugdo salina contendo EDTA (20 mM). A artéria aorta abdominal foi cortada para
a liberacdo do sangue retido durante a perfusdo. O I6bulo esquerdo do pulméo foi destinado a
histologia e o direito foi dividido em trés fragmentos, separados em trés diferentes tubos
eppendorf para as analises posteriores. Os tubos contendo os tecidos foram submetidos ao

congelamento em nitrogénio liquido e armazenados até o uso a temperatura de - 20 ou - 80 °C.
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5.8. Quantificacao de proteinas no tecido pulmonar

A quantificacdo de proteina no tecido pulmonar foi realizada pelo método de BCA (acido
bicinconico) (288) a fon cobre (I) (Cu**) em meio alcalino, e do Cu* interagir com o BCA
formando um complexo estavel, solivel em &gua, de coloracdo purpura com a intensidade da cor
diretamente proporcional a concentragdo de proteinas. Em uma placa de 96 pocos foram
pipetados, em duplicata, 25 pL da curva padrdo com BSA (do inglés, bovine serum albumin,
proteina albumina do soro bovino) (1500, 1250, 750, 500, 250 ¢ 125 mg/mL) e 25 pL de agua
destilada nos pogos controles. Foi utilizado 5 pL. do homogenato de tecido pulmonar em 20 pL de
agua destilada. Em seguida, foram adicionados em cada poco 200 pL da solugdo BCA (kit Sigma
Aldrich) e solucéo de sulfato de Cobre (I1), na proporc¢éo de 50:1. A placa foi mantida em estufa
a 60 °C por 15 min. A anélise espectrofotométrica foi realizada em leitor de placas SpectraMax
M5 (Molecular Devices) em comprimento de onda de 540 nm. A concentracdo de proteinas foi
determinada através de calculo realizado a partir da equacéo da reta obtida com a curva padrdo de
BSA.

5.9. Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase

Amostras de pulmdo foram homogeneizados em 1 mL de solugdo de Hank’s e
centrifugados a 1950 xg por 10 min a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 0,5 mL de
solucdo hipoténica de NaCl (0,2 %) (chogue osmético), em seguida, adicionado 0,5 mL de
solucdo hipertdnica de NaCl (1,6 %) e centrifugado a 1950 xg por 10 min a 4 °C. Ressuspendeu-
se 0 precipitado em 1 mL de HTAB (brometo de cetildimetiletilamonénio) e centrifugou-se
novamente a 1700 xg por 15 min a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi novamente centrifugado
a 15300 xg por 15 min a 4 °C. Em uma placa de 96 pogos foi adicionado 50 uL. da amostra, 50 puL
da solugdo de HTAB, 50 uL de orto-dianisidina (0,68 mg/ mL) e mantido a 37°C por 15 min.
Finalmente, foi entdo acrescentado a cada pogo 50 puL de H,O, (0,006 %) protegido da luz. Apds
10 min, a reacdo foi parada com adicdo de 50 uL de azida sodica (1 %). A analise foi feita por
absorbancia em leitora de placa SpectraMax M5 (Molecular Devices) em comprimento de onda
de 460 nm e o resultado expresso em U (unidade enzimatica) por mg de proteina, quantificada
conforme item 5.8.(289).
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5.10. Andlise histopatolégica semiquantitativa da inflamacao no tecido pulmonar

Apés a perfusdo, o pulmdo esquerdo foi fixado com paraformaldeido tamponado,
incluidos em parafina, seccionados longitudinalmente em micrétomo com cortes de 4 pum de
espessura e submetidos a coloragdo com Hematoxilina-Eosina (H&E). Para tal, os cortes
desparafinados e hidratado, e em seguida corados com hematoxilina por um 1 min. As amostras
foram entdo lavadas em &gua corrente por 5 min, diferenciadas em alcool-acido por 1 min,
lavadas em agua destilada por 3 min, mergulhadas em alcool 70% por 2 min, e em seguida,
coradas com eosina por 2 min. Por fim, as laminas foram mergulhadas em alcool 95% por 6
segundos, desidratadas, clarificadas e montadas. Em seguida os tecidos foram escaneados e
analisados atraves do programa Pannoramic Viewer. Esta coloragdo permitiu a analise de dano
pulmonar, segundo os critérios de foco inflamatorio (processo inflamatorio localizado de forma
difusa no parénquima pulmonar), infiltrado de células inflamatdrias no espaco aéreo, congestao
alveolar, espessura da parede alveolar, avaliando-se o dano pulmonar através de um sistema de
classificacdo numérica (290) que varia de 0 a 4 (escore) para cada pardmetro (total= 16), de

acordo com a Tabela 5.1.

Classificacao Escore
Sem dano 0
Dano leve 1
Dano moderado 2
Dano grave 3
Alteracoes muito graves 4

Tabela 5.1. Critérios para analise semiquantitativa por escore.

5.11. Quantificagéo de citocinas no tecido pulmonar

Os niveis das citocinas IL-6, TNF-o, KC, MCP-1, MIP-1, MIP-2, RANTES e IL-10
foram quantificados no homogenato de tecido pulmonar através da técnica de ELISA. Para a
quantificacdo desses mediadores o tecido pulmonar foi descongelado e homogeneizado, em gelo,
em 1 mL de solucdo de PBS (1 x) contendo Triton X-100 (0,1 %) e inibidores de protease

(Complete®, Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Sui¢a). Em seguida foram centrifugados a 13000
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xg por 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi recolhido e utilizado para avaliagdo das citocinas. Em
placa de ELISA, foram adicionados 100 puL/pogo do anticorpo de captura diluido em tampao PBS
1 %, por um periodo de incubacdo de 18 h a temperatura ambiente para fixagdo. Na sequéncia, 0s
pogos foram lavados quatro vezes com tampao “Coat Buffer” (timerosal, KPO4 1M; e Tween 20
0,005 %) (290 uL/pogo) e o bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS-BSA 1 % (250
ul/pogo), permanecendo em contato com o anticorpo de captura durante 1 h em temperatura
ambiente. Apds esta incubacdo, outra lavagem foi realizada, seguida da adicdo das amostras e dos
padroes diluidos em “Assay Buffer” 1 %. Apos o periodo de incubagdo (overnight) a placa foi
lavada com tampao “Assay wash” (timerosal; NaPO4 1M; KCI 2,7 M e Tween 20 0,005 %) (290
puL/ poco). Em seguida, adicionou-se o anticorpo de deteccdo (biotilinado) (100 pg/mL),
permanecendo incubado por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi novamente
lavada com 0 mesmo tampéo, seguido pela fase de incubacdo durante 1 h a temperatura ambiente
com a mistura estreptavidina diluida no tampao “Assay Buffer” 1 %. Apds a tltima lavagem com
tampao “Assay Wash” foi adicionado o substrato (K-blue ®) para o desenvolvimento da reagédo
colorimétrica (aproximadamente de 5 a 30 min), que foi interrompida, apés a adicdo de H,SO,
(0,19 N). A analise espectrofotométrica foi realizada em leitor de placas SpectraMax M5
(Molecular Devices) em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados obtidos foram expressos

em quantidade de citocina (pg) por mg de proteina, determinada conforme item 5.8.

5.12. Anélises de estresse oxidativo

Os fragmentos do tecido pulmonar foram descongelados e homogeneizados com o auxilio
de um homogeneizador de tecidos (IKA T10 basic) em 500 uL de tampao fosfato de potassio +
EDTA (KPE) (pH 7,5) e em seguida as amostras foram centrifugadas a 600 xg por 10 min, a 4

°C, o sobrenadante recolhido para as anélises bioquimicas.

5.12.1. Medicao dos niveis de malondialdeido

A concentragéo de malondialdeido (MDA) como biomarcador de peroxidagdo lipidica foi
determinada pelo método TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico) descrito por

Draper e cols. (291). Amostras de tecido pulmonar (100 puL) foram misturadas em 100 pL de
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acido tricloroacético a 10 % e centrifugadas por 15 min a 3600 g a 4 °C. Subsequentemente, 0
sobrenadante foi coletado e 150 pl de acido tiobarbitarico (TBA) foram adicionados. As amostras
foram aquecidas em placa quente a seco a 95 °C durante 10 min. Os niveis de MDA foram
determinados por absorbancia em comprimento de onda de 532 nm (SpectraMax M5 - Molecular

Devices) e expressos como nM/mg de proteina.

5.12.2. Quantificacdo da atividade da enzima superoxido dismutase

O método utilizado para determinar a atividade de superdxido dismutase (SOD) foi
descrito por Bannister e Calabrese (292). A determinacdo da atividade é feita através da inibicéo
do produto de auto-peroxidacdo de adrenalina durante a auto-oxidacdo. Para a mensuracdo da
atividade de SOD as amostras do tecido pulmonar foram dispostas em trés volumes diferentes (1
pL, 2 uL e 3 pL). Depois foi adicionado 197 puL de tampao glicina (pH 10.2), 2 uL de catalase e 4
uL de epinefrina e a leitura foi feita imediatamente em espectrofotdmetro (SpectraMax M5 —
Molecular Devices) a 480 nm. Como controle, avaliamos a livre oxidacdo da epinefrina sem as

amostras. Apos a leitura, os valores foram expressos em U/mg proteina.

5.12.3. Quantificac¢éo da atividade da enzima Catalase

A atividade da enzima catalase foi determinada pela taxa de decaimento do peréxido de
hidrogénio em concentracdes conhecidas, a partir do primeiro minuto de reacdo (1 min). Para
esse ensaio, foi preparado uma mistura contendo 25 mL de agua destilada e 40 uL de peroxido de
hidrogénio. Posteriormente, foi adicionado 1 pL de amostra para 99 uL do mix. A leitura das
amostras foi feita em espectrofotometro (SpectraMax M5 — Molecular Devices) em absorbancia

de 240 nm, utilizando-se placa UV. Os valores foram expressos por U/mg de proteina.

5.13. Western blotting

A analise molecular das proteinas foi realizada por Western blotting. Inicialmente, o
tecido foi homogeneizado com em tampdo RIPA (Tris — 6,25 mg/mL; NaCl — 8,76 mg/mL;
EDTA — 0,37 mg/mL; Deoxicolato 0,01 mg/mL; SDS 1 mg/mL e Triton x-100 — 1:100 v/v) com
0S respectivos inibidores de proteases e fosfatases (1:100) (Thermo Scientific, EUA). Em
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seguida, as amostras foram centrifugadas a 2700 xg por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi
recolhido e foi feita a dosagem de proteinas totais pelo método de BCA conforme descrito no
item 5.8. Adicionou-se o B-mercaptoetanol até uma concentracdo final de 5 % e depois 0s
homogenatos foram desnaturados durante 5 min a 100 °C e mantidos a -20 °C até a corrida das
amostras em gel. Para isso, quantidades iguais de proteina (40 ug) foram separadas em gel SDS-
PAGE (8 ou 12 %) em uma Cuba Bio-Rad e posteriormente eletrotransferidas através de um
sistema de transferéncia semiumida (Bio-Rad, Transblot SD, Hercules, CA, EUA) para uma
membrana de nitrocelulose. Na sequéncia, a membrana de nitrocelulose foi incubada, sob
agitacdo, com uma solucao bloqueadora (5 % de albumina bovina com 0,1% Tween 20®) por no
minimo 1 h. Em seguida as membranas foram incubadas com anticorpos primarios especificos
para as proteinas-alvo p-ERK1/2 e ERK1/2 (diluicdo 1:1000; Cell Signalling), pp38 e p38
(diluicdo 1:1000; Cell Signalling), p-JNK e JNK (diluicdo 1:1000; Invitrogen) p-AKT e
AKT(1:1000; Cell Signaling), Sirt-1 (1:5000; Cell Signaling), NFR2 (diluicdo 1:1000; Sigma-
Aldrich) e Beta-actina (1:1000; Cell Signaling) durante a noite. A seguir, as membranas foram
lavadas e incubadas por 1 h com anticorpo secundéario (coelho, rato ou cabra) acoplado a enzima
peroxidase e a deteccdo foi feita pelo método de quimioluminescéncia (ECL) com deteccdo em
filmes de raio-X (Kodak, Perkin Elmer Life Sciences, EUA). Por fim, os filmes foram
digitalizados e as bandas foram quantificadas através do programa Image J e os valores
densitométricos obtidos para as proteinas fosforiladas e total dos tratamentos foram normalizados
para o0s respectivos controles que ndo foram expostos ao LPS (barra de controle; 100 %). Os
dados sdo apresentados como a razdo entre a proteina fosforilada e a proteina total, ou pela beta-

actina. A proteina beta-actina foi utilizada como proteina constitutiva.

5.14. Quantificagao de resveratrol no tecido pulmonar

Para determinar os niveis de resveratrol no tecido pulmonar, foi realizada uma anélise de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa em colaboragdo com o
Laboratorio de Sistemas Nanoestruturados para a Administracdo de Farmacos (SNAF) da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) conforme
previamente descrito (284). Os animais foram submetidos ao pds-tratamento com resveratrol
livre ou nanoformulado, 6 h apds instilagdo com LPS. Apos 24 h da indugdo da inflamacdo, os

camundongos foram mortos por superdosagem de anestésico (pentobarbital de sodio, 500 mg/kg,
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i.p.) e perfundidos com solucéo salina, os tecidos pulmonares foram rapidamente removidos e
pesados. Em seguida, foi adicionado 3 mL de acetonitrila para extrair o resveratrol. Os
homogeneizados foram centrifugados a 3000 xg por 10 min, o sobrenadante foi filtrado (0,45
uM; Merck Millipore) e injetado (20 uL) no HPLC. O sistema consistia de um detector UV-Vis,
uma bomba e um auto-injetor S200 (PerkinElmer), uma coluna de guarda e uma coluna Nova-
Pak C18 (150 mm, 4,9 mm, 4 um; Waters). A fase mdvel consistiu em acetonitrila/agua (40:60,
v/v) ajustada para um pH aparente de 3,0 £ 0,5 com 10 % (v/v) de &cido acético, com fluxo
isocratico de 1.2 mL/min. O resveratrol foi detectado a 306 nm com um tempo de retencdo de
3,45 min. O metodo de HPLC foi validado para considerar a linearidade, variabilidade inter e
intra-dia, seletividade, exatiddo, limite de quantificacdo e recuperacdo de acordo com ICH
(International Conference on Harmonisation) (293). Curvas de calibracdo linear para resveratrol
dissolvido em acetonitrila foram obtidas na faixa de 2,5 ¢ 17,5 ug/mL, (r >0,9999). O limite de
quantificagdo foi de 2,00 pg/mL. A area sob o pico foi calculada usando integracdo numérica. A
quantidade de resveratrol foi quantificada através da determinacdo da &rea sobre a curva e
integracdo numérica deste valor com a curva padrio e expressa em pg do composto/grama de

tecido.

5.14. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdao da média (EPM) de pelo
menos 5 animais por grupo. Apoés verificagdo da normalidade, a analise estatistica foi realizada
por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida por um teste post hoc de Newman-Keuls
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

Valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos para ambos os testes.
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6. Resultados

6.1. Caracterizacdo fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas

As nanocépsulas contendo resveratrol apresentaram coloragdo branca opalescente e um
aspecto homogéneo, sem a formacéo de precipitado ou separacdo de fases (294). O diametro das
particulas foi de 241 £ 7 nm, apresentando um indice de polidispersdo de 0,16 + 0,03 e
distribuicdo monomodal sem a presenca de populagdes. As formulagdes também apresentaram
um potencial zeta negativo de -14,1 + 2,3 mV com pH de 5,2 £ 0,3, proximo a neutralidade.
Resultados semelhantes foram observados para as formulagfes de NC-brancas. Os teores de
resveratrol apresentados foram préximos aos valores tedricos (1 mg/ml), com uma elevada taxa
de encapsulacdo de 99,8 %. Nas analises da estabilidade fisica observou-se uma insignificante
variacdo da luz retroespalhada durante a andlise ao longo da cubeta, demonstrando que as
formulagBes ndo apresentam tendéncia a fendmenos de instabilidade fisico-quimica como
sedimentacdo das particulas, floculacdo ou coalescéncia. Os valores das caracteristicas fisico-

quimica das formulag6es estdo resumidos na Tabela 6.1 abaixo.

Paréametro Resveratrol-NC NC-brancas
distribuicdo monomodal monomodal
diametro das particulas 241 +7 nm 238+ 6 nm
polidispersao 0,16 £ 0,03 0,14+ 0,01
potencial zeta -141+23mV -15,8 +3,0 mV
pH 52+0,3 54+0,4
taxa de encapsulacao 99,89 + 1,3% -
teor 1 mg/ml -

Tabela 6.1. Valores da caracterizagdo fisico-quimica das formulagdes (resveratrol-NC e

NC-brancas).
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6.2. Protocolo de pré-tratamento

6.2.1. Analise da migracao leucocitaria em diferentes tempos

Para investigar a melhor condicdo para o tratamento de camundongos em nosso modelo,
0s animais receberam resveratrol livre ou resveratrol-NC (5 mg/kg) por via oral nos tempos de 1
h, 4 h, 6 h, 12 h ou 24 h antes do estimulo com LPS. Vinte e quatro horas apds o estimulo com
LPS, foi realizada a avaliacdo da migracdo de leucdcitos totais para o fluido broncoalveolar que
revelou um aumento expressivo do numero de leucocitos totais no fluido broncoalveolar, o qual
ndo foi alterado no pré-tratamento com resveratrol livre em todos os tempos avaliados (Figura
6.1). Por outro lado, o pré-tratamento com o resveratrol-NC reduziu o acumulo de leucdcitos no
fluido broncoalveolar nos tempos de 1, 4, 6 ou 12 h antes do estimulo com LPS. O tratamento
com NC-brancas, em volume equivalente a dose de 5 mg/kg, néo alterou o influxo de leucdcitos
estimulados pelo LPS. Com esses resultados, estabelecemos o pré-tratamento de 4 h como o

padréo para 0s ensaios seguintes.
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Figura 6.1. Efeito do pré-tratamento com resveratrol-NC na migracgdo leucocitaria para os
pulmdes em diferentes tempos. Os animais foram pré-tratados por via oral com resveratrol (5
mg/kg), resveratrol-NC (5 mg/kg) ou NC-brancas nos tempos de 1, 4, 6, 12 ou 24 h antes da
instilacdo com LPS (25 pg/ 25 pL). Os leucécitos presentes na cavidade broncoalveolar foram
recuperados pelo método de LBA 24 h apds. Os dados séo expressos como a média * erro padrao
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da média (EPM) (n = 5-7, por grupo). +++ P <0,001 comparado com 0 grupo n&o-tratado
(salina); * P< 0,05 e *** P <0,001 comparado ao grupo LPS néo-tratado.

6.2.2. Avaliacdo da hiper-reatividade das vias aéreas

Para medir as alteracdes da hiper-responsividade das vias aéreas, avaliamos a elastancia
pulmonar apds uso do broncoconstritor metacolina. Como mostrado na Figura 6.2, 0s
camundongos estimulados com LPS tiveram um aumento da hiper-reatividade das vias aéreas em
comparagao com o controle negativo que recebeu apenas salina. Camundongos pré-tratados com
resveratrol livre nas doses de 2,5 e 5 mg/kg ndo apresentaram alteracdo na exacerbacdo da
reatividade das vias aéreas, apenas a maior dose de 10 mg/kg reduziu, significativamente, quando
comparado com o grupo LPS. Por outro lado, o resveratrol-NC, em todas as doses, melhorou
significativamente a hiper-responsividade das vias aéreas em compara¢do ao grupo LPS ndo-
tratado. A droga de referéncia, dexametasona (5 mg/kg), também inibiu a resposta exacerbada a
metacolina. Nenhuma mudanca foi observada em camundongos tratados as NC-brancas quando

comparado ao grupo LPS néo-tratado.
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Figura 6.2. Efeito do pré-tratamento com resveratrol-NC na hiper-responsividade das vias
aéreas. Camundongos A/J foram pré-tratados por via oral com NC-brancas, dexametasona (5
mg/kg), resveratrol livre ou resveratrol-NC (2,5, 5 ou 10 mg/kg). Apds 4 h, os camundongos
foram instilados por via intranasal com LPS (25 pg/25 pL) ou solugdo salina. A hiper-
responsividade das vias aéreas foi medida por alteraces na elastancia pulmonar induzidas por
metacolina 24 h ap0s a instilacdo de LPS. Os dados sdo expressos como a média £ EPM (n = 5-
7, por grupo ). ++ P <0,01 comparado com o grupo salina ndo-tratado; * P <0,05, ** P <0,01 e
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*** P <0,001 comparado ao grupo LPS néo-tratado; ASC, area sob a curva obtida a partir dos
valores médios da exposi¢do a metacolina nas concentracdes de 3, 9 e 27 mg/mL.

6.2.3. Quantificacdo do influxo leucocitario para o pulméo

Como apresentado na Figura 6.3A, o resveratrol-NC preveniu o acimulo de leucdcitos
totais induzidos por LPS no fluido broncoalveolar quando administrado pela via oral nas doses de
2,5, 5 e 10 mg/kg. Este infiltrado inflamatdrio foi marcadamente dominado por neutréfilos, como
mostrado pelas analises de células diferenciais e pela atividade da enzima mieloperoxidase em
amostras de tecido pulmonar, 0s quais apresentam niveis basais ap0s o tratamento com
resveratrol-NC (Figura 6.3B e C, respectivamente). Em contraste, o resveratrol livre ou as NC-
brancas, ndo preveniram as alteracGes celulares induzidas por LPS em todos os parametros
avaliados. Por outro lado, o composto de referéncia, dexametasona (5 mg/kg, via oral) inibiu as

alteracdes causadas pelo estimulo com LPS.
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Figura 6.3. Efeito do pré-tratamento com resveratrol-NC na migracdo de células
inflamatdrias para o espaco broncoalveolar e atividade da MPO. (A) leucdcitos totais, (B)
neutrofilos e (C) atividade da mieloperoxidase. Os animais foram pré-tratados por via oral com
NC-brancas, dexametasona (5 mg/kg), resveratrol livre ou resveratrol-NC nas doses de 2,5, 5 ou
10 mg/kg, 4 h antes do desafio com LPS (25 pg/25 pL) ou salina, intranasalmente. As células
foram coletadas por lavado broncoalveolar e os pulmdes foram perfundidos para avaliar a
atividade da mieloperoxidase 24 h ap6s a provocacdo com LPS. Os dados sdo expressos como a
média + EPM (n = 5-7, por grupo). ++ P <0,01 e +++ P <0,001 comparado com 0 grupo que
recebeu apenas salina; *** P <0,001 comparado ao grupo LPS nédo-tratado.

6.2.4. Analise histopatol6gica

Em adicdo ao perfil de migracdo leucocitéria, avaliamos as caracteristicas patologicas
associadas a les@o pulmonar induzida por LPS em cortes histologicos corados com H&E, usando
um sistema de pontuacdo semiquantitativa (escore). Como representado na Figura 6.4 A-a, 0

pulméo de um animal normal ndo apresenta dano tecidual. Ao contrario, o pulméo endotoxemico
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apresenta focos inflamatdrios difusos (Figura 6.4 A-b). A quantidade de focos inflamatérios foi
pontuada na avaliagdo (1 ponto por foco). Em maior detalhe do foco inflamat6rio podemos
observar a migracdo celular nas vias aéreas (bronquiolos), congestdo alveolar e espessamento dos
septos alveolares e auséncia desses parametros no animal saudavel (Figura 6.4 A-d e -c,
respectivamente). Cada um desses parametros foi avaliado numericamente, seguindo o critério da
tabela 5.1. A andlise foi realizada por avaliacdo duplo-cega. De acordo com esses critérios, o LPS
causou alteragdes patoldgicas pulmonares extensas, em compara¢do com camundongos saudaveis
(Figura 6.4B -b e -a, respectivamente), as quais foram completamente prevenidas nos
camundongos pre-tratados por via oral com resveratrol-NC (2,5, 5 ou 10 mg/kg) (Figura 6.4B -d,
-f e -h, respectivamente), enquanto nenhuma melhora significativa foi observada no tratamento
com resveratrol livre (2,5, 5 ou 10 mg/kg) (Figura 6.4B -c, -e e -g, respectivamente) ou com as
NC-brancas (Figura 6.4B -i). O tratamento prévio com dexametasona (5 mg/kg, via oral) também
reverteu, claramente, as alteracdes patoldgicas avaliadas (Figura 6.4B -j). O escore do dano

pulmonar esté representado graficamente na Figura 6.4C.

71



Salina + LPS ndo-tratado

+ LPS ndo-tratado

72



By
o

Resveratrol

(mg/kg) (mglkg)
o 154 +++ 1 N&o-tratado
2 Bl Nio-tratado + LPS
2w Bl Resweratrol + LPS
409) S 104 I Resweratrol-NC + LPS
= § B NC-brancas + LPS
2 Ml Dexametasona + LPS
© 54 ek Kk Ak falela
o Kk k
JOHE®
Dose (mg/kg) - 2,5 5 10 5

Figura 6.4. Efeito do pré-tratamento com resveratrol-NC no dano histoldgico pulmonar. Os
animais foram pré-tratados por via oral com NC-brancas, dexametasona (Dexa) (5 mg/kg),
resveratrol ou resveratrol-NC nas doses de 2,5, 5 ou 10 mg/kg e 4 h ap6s, desafiados com LPS
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(25 pg/25 pl) ou solugdo salina pela via intranasal. Cortes seriados do tecido pulmonar foram
incluidos em parafina por métodos de rotina e corados com H&E. (A e B) Imagens microscépicas
representativas de cortes de tecido pulmonar corados. (C) Andlise histoldgica da inflamacéo

pulmonar por um sistema de pontuacdo semiquantitativo. = foco inflamatério;* = congestdo
alveolar; migracdo celular nas vias aéreas; espessamento de septo alveolar; br = bronquiolos. Os
dados sdo expressos como a media £ EPM (n = 5-7, por grupo). +++ P <0,001 comparado com o0
grupo salina e *** P <0,001 comparado ao grupo LPS néo-tratado.

6.2.5. Avaliagdo dos niveis de citocinas no tecido pulmonar

Apols 24 h de estimulo com LPS, como demonstrado na Figura 6.5, houve o aumento
significativo das citocinas IL-6, TNF-a, KC, MCP-1, MIP-1a, MIP-2 e RANTES (Figura 6.5A-
G, respectivamente), as quais foram inibidas pelo tratamento com resveratrol-NC nas doses de
2,5, 5 e 10 mg/kg (com excecédo da dose de 5 mg/kg para citocina TNF-a). O tratamento com o
resveratrol livre (2,5-10 mg/kg) ou NC-brancas ndo alterou os niveis pulmonares das citocinas,
exceto a dose de resveratrol livre 2,5 mg/kg para citocina TNF-a O pré-tratamento com a
dexametasona (5 mg/kg) reduziu os niveis de todas as citocinas pro-inflamatérias avaliadas. O
nivel reduzido da citocina anti-inflamatéria 1L-10 (Figura 6.5H), ap6s estimulo com LPS, foi

reestabelecido apenas nos animais tratados com dexametasona.
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Figura 6.5. Efeito do pré-tratamento com resveratrol-NC nos niveis de citocinas no tecido
pulmonar. (A) IL-6, (B) TNF-a, (C) KC, (D) MCP-1, (E) MIP-1a, (F) MIP-2, (G) RANTES e
(H) IL-10. Os animais foram pré-tratados por via oral com NC-brancas, dexametasona (5 mg/kg),
resveratrol livre ou resveratrol-NC nas doses de 2,5, 5 ou 10 mg/kg, 4 h antes do desafio com
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LPS (25 ug/25 uL) ou salina, intranasalmente. Os pulmdes foram perfundidos e coletados para
medir os niveis das citocinas. Os dados sdo expressos como a média + EPM (n = 5-7, por grupo).
+ P <0,05; ++ P <0,01 e +++ P <0,001 comparado com 0 grupo que recebeu apenas salina. * P
<0,05; ** P <0,01 e *** P <0,001 comparado ao grupo LPS néo-tratado.

6.2.6. Analise do estresse oxidativo

Optamos por dar continuidade ao estudo utilizando a dose 5 mg/kg, visto que as trés doses
avaliadas apresentam o mesmo perfil de resposta. Como demonstrado na Figura 6.6, a instilacéo
intranasal com LPS desencadeou o aumento dos niveis de MDA no tecido pulmonar e da
atividade da enzima SOD (Figura 6.6A e B, respectivamente). O pré-tratamento com o
resveratrol livre ndo preveniu o aumento dos niveis MDA, assim como ndo preveniu a atividade
da enzima SOD. Por outro lado, o resveratrol-NC apresentou um efeito significativo na reducéo

destes parametros quando comparados ao grupo LPS néo-tratado.
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Figura 6.6. Efeito do pré-tratamento com resveratrol-NC no estresse oxidativo. Os animais
foram pré-tratados por via oral resveratrol livre ou resveratrol-NC na dose de 5 mg/kg e, 4 h ap6s,
desafiados com LPS (25 pg/25 pL) ou solugdo salina pela via intranasal. Amostras pulmonares
foram coletados para medir os niveis de malondialdeido (MDA) da atividade da superdxido
dismutase (SOD). Os dados sdo expressos como a média + EPM (n = 4-7, por grupo). + P <0,05
comparado com o grupo que recebeu apenas salina e * P <0,05 comparado ao grupo LPS néo-
tratado.
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6.2.7. Avaliagdo dos mecanismos de sinalizacio

A andlise das proteinas investigadas pela técnica de western blotting revelou um aumento
significativo nos niveis de fosforilacdo das proteinas proinflamatdrias Akt e ERK (Figura 6.7A e
C, respectivamente) 24 h apds provocagdo com LPS. Apenas o tratamento com resveratrol-NC (5
mg/kg) foi capaz de inibir a fosforilacdo de ambas proteinas comparado ao grupo LPS ndo-
tratado, enquanto nenhuma alteracéo foi observada no tratamento com resveratrol livre. Nenhuma
alteracdo foi observada nos niveis de fosforilacao das proteinas p38 e JNK, bem como néo houve
diferenca significativa na expressdo da proteina SIRT1 entre os grupos estudados neste estudo
(Figura 6.7 E, G e |, respectivamente). A quantificacdo densitométrica das proteinas, bem como

imagens representativas das bandas estdo representadas na figura abaixo (Figura 6.7 B, D, F, He

J)
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Figura 6.7. Efeito do pré-tratamento com resveratrol-NC na sinalizagdo molecular. Os
animais foram pré-tratados com resveratrol ou resveratrol-NC (5 mg/kg) 4 h antes do desafio com
LPS. Os pulmdes foram coletados para analisar a expressao proteica 24 h apo6s a instilagdo de
LPS. Imagens representativas de Western blotting dos niveis de fosforilacdo de (A) Akt, (C) ERK
12, (E) p38 e (G) JNK e expresséo de (I) SIRT1. Os valores densitométricos obtidos para as

proteinas fosforiladas e total dos tratamentos foram normalizados para 0s respectivos controles
que ndo foram expostos ao LPS (barra de controle; 100 %). Os dados sdo expressos como uma
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razdo das percentagens normalizadas de proteina fosforilada e total ou da proteina por beta-
actina. Barras representam a média £ EPM (n = 5-7, por grupo). + P <0,05 e ++ P <0,01 em
comparacdo com o grupo salina; * P <0,05 e ** P <0,01 em compara¢do ao grupo LPS n&o-
tratado.

6.3. Protocolo de pos-tratamento

6.3.1. Avaliagdo da hiper-reatividade pulmonar e infiltracéo leucocitaria

Avaliamos o efeito do pos-tratamento com resveratrol-NC administrado apds seis horas
com LPS. Vinte quatro horas apds a instilacdo de LPS, observamos o aumento da hiper-
responsividade das vias aéreas no parametro de elastancia pulmonar foi reduzido apenas apds o
tratamento com resveratrol-NC, sem alteracGes no grupo tratado com o resveratrol livre (Figura
6.8A). Em paralelo, o aumento do influxo de leucdcitos totais para o fluido broncoalveolar, foi
completamente suprimido ap6s o tratamento com resveratrol-NC (5 mg/kg) (Figura 6.8B). A
reposta leucocitaria, marcada pela presenca majoritaria de neutréfilos no fluido broncoalveolar e
no tecido pulmonar, demonstrado pelo aumento da atividade da enzima MPO, foram ambas
completamente inibidas apos o tratamento com resveratrol-NC, sem alteracdes significativas nos
animais tratados com resveratrol livre (Figura 6.8C e D, respectivamente). O tratamento com as
NC-brancas ndo apresentou efeito nos parametros avaliados. Por outro lado, a dexametasona

inibiu a hiper-responsividade e a resposta leucocitaria induzida pelo LPS.
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Figura 6.8. Efeito do pos-tratamento com resveratrol-NC na hiper-reatividade pulmonar,
migracdo leucocitaria e atividade de MPO. (A) Hiper-responsividade das vias aéreas, (B)
células totais, (C) neutrdfilos e (D) atividade da mieloperoxidase. Os animais foram tratados por
via oral com NC-brancas, dexametasona, resveratrol ou resveratrol-NC (5 mg/kg), 6 h ap6s
exposicdo intranasal com LPS (25 pg/25 uL) ou salina. Apo6s 24 h, a hiper-responsividade das
vias aéreas foi medida por alteracbes na elastancia pulmonar ap6s a aerossolizacdo com
metacolina, seguido da contagem das células do lavado broncoalveolar e da avaliagdo da
atividade da mieloperoxidase. Os dados sdo expressos como a média + EPM (n = 5-7, por
grupo). +++ P <0,01 comparado com o grupo salina; * P <0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001 em
comparacdo com o grupo LPS ndo-tratado; ASC = area sob a curva obtida a partir dos valores
médios da exposicdo a metacolina nas concentracdes de 3, 9 e 27 mg/mL.
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6.3.2. Analise histopatol6gica

A avaliacdo semiquantitativa dos danos teciduais, realizada como descrito anteriormente,
revelaram um intenso infiltrado inflamatorio, espessamento da parede alveolar e hemorragia
alveolar nos animais estimulados com LPS comparado com 0s animais saudaveis (6.9B e A,
respectivamente). Neste cenario, o pds-tratamento com resveratrol livre (5 mg/kg) ou NC-brancas
ndo inibiu as alteracBGes histologicas induzidas pelo LPS (6.9C e E, respectivamente). Em
contrapartida, o pés-tratamento com o resveratrol-NC ou dexametasona, na mesma dose, reduziu
claramente os danos estruturais no pulmdo, segundo os critérios avaliados (6.9D e F,

respectivamente). O escore do dano pulmonar esta representado graficamente no Figura 6.9G.
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Figura 6.9. Efeito do pos-tratamento com resveratrol-NC no dano tecidual. Os animais
foram tratados por via oral com NC-brancas, dexametasona (5 mg/kg), resveratrol livre (5 mg/kg)
ou resveratrol-NC (5 mg/kg), seis h apds exposigdo intranasal com LPS (25 pg/25 pL) ou salina.
Apos 24 h do estimulo com LPS, cortes seriados de amostras pulmonar foram incluidos em
parafina por métodos de rotina e corados com H&E. (A-F) Imagens representativas da analise
microscopica de cortes de tecido corados. (G) Analise semiquantitativa do dano por escore
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expressos como a média + EPM (n = 5-7, por grupo). +++ P <0,001 comparado com 0 grupo que
recebeu apenas salina; *** P> 0,001 em comparac¢do com o grupo LPS néo-tratado.

6.3.3. Avaliacdo dos niveis de citocinas no tecido pulmonar

O aumento significativo dos niveis teciduais das citocinas pré-inflamatorias, relacionadas
a resposta de LPS, IL-6, TNF-a, KC, MCP-1, MIP-1-a, MIP-2 e RANTES (Figura 6.10A-G,
respectivamente) foi, notoriamente, reduzido ap6s o pés-tratamento com resveratrol-NC (5
mg/kg), mas ndo com resveratrol livre na mesma dose. As NC-brancas ndo apresentaram efeito
na reducdo dos niveis das citocinas mensuradas. Em contrapartida, a droga de referéncia
dexametasona (5 mg/kg) reduziu os niveis desses mediadores. Nesse ensaio, 0s niveis teciduais
da citocina anti-inflamatoria 1L-10 ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos (Figura
6.10H).
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Figura 6.10. Efeito do pés-tratamento com resveratrol-NC nos niveis de citocinas teciduais.
Os animais tratados por via oral com NC-brancas, dexametasona, resveratrol ou resveratrol-NC

(5 mg/kg) 6 h apods o estimulo com LPS (25 pg/25 pL) ou salina. Amostras pulmonares foram
utilizadas para medir os niveis das citocinas (A) IL-6, (B) TNF-a, (C) KC, (D) MCP-1, (E) MIP-
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la, (F) MIP-2, (G) RANTES e (H) IL-10. Os dados s&o expressos como a média £ EPM (n = 5-
7, por grupo). ++ P <0,01; +++ P <0,001 comparado com o grupo salina; * P <0,05; ** P> 0,01 e
*** P> (0,001 em comparacao ao grupo LPS néo-tratado.

6.3.4. Anélise do estresse oxidativo

O processo inflamatério desencadeado pelo LPS levou ao aumento dos niveis do
biomarcador de peroxidacéo lipidica, MDA, e inibiu a atividade da enzima catalase no tecido
pulmonar, significativamente, quando comparado ao do grupo salina ndo tratado (Figura 6.11A e
B, respectivamente). Essa resposta foi revertida pelo pos-tratamento com ambos, resveratrol livre

ou resveratrol-NC (5 mg/kg).
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Figura 6.11. Efeito do pds-tratamento com resveratrol-NC no estresse oxidativo. Os animais
foram instilados com LPS (via intranasal) e, ap6s 6 h, foram realizados os tratamentos por via
oral com resveratrol livre ou resveratrol-NC (5 mg/kg). Os pulmdes foram coletados para medir
0s niveis de MDA e a atividade da catalase 24 h ap6s a instilagio com LPS. Os dados sdo
expressos como a media + EPM (n = 5-7, por grupo) LPS. ++ P <0,01 e +++ P <0,001
comparado com salina; ** P <0,01 *** e P <0,001, comparado ao grupo LPS ndo-tratado.
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6.3.5. Avaliagdo dos mecanismos de sinalizacio

O aumento dos niveis de fosforilagdo das proteinas Akt, ERK e p38 induzido pelo LPS foi
reduzido apds o pos-tratamento com o resveratrol-NC, mas ndo com o resveratrol livre, na dose
de 5 mg/kg (Figura 6.12A, C e E, respectivamente). O estimulo com LPS também reduziu a
expressdo do fator de transcricdo, NRF2, a qual foi recuperada quando os animais foram pds-
tratados com o resveratrol-NC (5 mg/kg), porém nenhuma alteracdo foi observada ap6s o
tratamento com resveratrol na mesma dose (Figura 6.12G). A quantificacdo densitométrica das

proteinas estdo representadas nos graficos (Figura 6.12B, D, F e H).
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Figura 6.12. Efeito do poés-tratamento com resveratrol-NC sinalizacdo molecular. Os
animais foram instilados com LPS e apds 6h, foram realizados os tratamentos por via oral com
resveratrol livre ou resveratrol-NC (5 mg/kg). Os pulmdes foram perfundidos e coletados para
analise de expressdo de proteina de 24 h apos a provocacdo com LPS. Analise de Western
blotting representativa do estado de fosforilacdo de (A) Akt, (C) ERK1/2, (E) p38 e expressao de
(G) NRF2. Os valores densitometricos obtidos para as proteinas fosforiladas e total foram
normalizados para os respectivos controles que ndo foram expostos ao LPS (barra de controle;
100 %). Os dados sdo expressos como uma razdo das percentagens normalizadas de proteina
fosforilada e total ou da proteina por beta-actina. Barras representam a média + EPM (n = 5-7,
por grupo). ++ P <0,01 e +++ P <0,001 em comparagdo com o grupo salina; ** P <0,01 e *** P
<0,001 em comparagao ao grupo LPS ndo-tratado;
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6.3.6. Quantificacéo do resveratrol no tecido pulmonar

A quantidade de resveratrol no tecido pulmonar nos diferentes grupos, determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), é apresentada na Figura 6.13 N&o foram
observados niveis detectaveis de resveratrol quando os animais foram tratados com 2,5 ou 5
mg/kg da molécula livre, e uma quantidade muito pequena foi verificada na dose mais alta ap6s o
tratamento com a molécula livre (10 mg/kg). Por outro lado, nos animais tratados com o
resveratrol-NC, foi possivel recuperar uma quantidade significativamente maior da molécula em
comparagcdo com 0s animais que receberam o resveratrol na forma livre. Observamos também,
que a quantidade de resveratrol detectada pelo HPLC nas amostras de tecido pulmonar de

animais tratados com resveratrol-NC foi maior com o aumento da dose.
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Figura 6.13. Quantificagdo do resveratrol no tecido pulmonar. Os animais foram instilados
com LPS intranasalmente e, ap6s 6 h, o tratamento oral com o resveratrol livre ou resveratrol-NC
(2,5, 5, 10 mg/kg) foi realizado. Os valores representam a média + EPM da quantidade de
resveratrol no tecido pulmonar expressa em pg do composto por g de tecido 24 h apos o estimulo
com LPS (n= 5-7, por grupo). ** P<0,01 e *** P <0,001 em comparacdo com as respectivas
doses de resveratrol livre.
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7. Discussao

A proposta deste trabalho foi utilizar nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico
contendo resveratrol visando otimizar os efeitos desse fitocomposto através da administracéo pela
via oral, em Unica dose, no modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS. A utilizacdo de
nanocarreadores para a entrega de farmacos € um conceito bem estabelecido. As propriedades
inerentes ao tamanho das particulas em nanoescala apresentam vantagens como liberagdo
controlada e o direcionamento do principio ativo, a protecdo contra degradacdo, o aumento da
solubilidade e da estabilidade, a diminuicao da toxicidade sistémica e o aumento da eficacia (237,
253). A nanomedicina ja é aprovada para uso clinico nos EUA e na Europa, especialmente no
tratamento do cancer (258, 295).

O interesse nos efeitos benéficos do resveratrol a sade humana é crescente ndo apenas
nas indastrias farmacéuticas, mas também na area de cosméticos e alimentos, sendo
comercializado tanto na forma pura quanto em combina¢fes nativas ou artificiais com outros
polifendis (296). Indmeros estudos pre-clinicos, nos Gltimos anos, comprovam o potencial
farmacoldgico do resveratrol em diversas doengas, demonstrando sua capacidade de interagir
com diversas enzimas e vias de sinalizacdo, caracterizando o seu efeito pleiotropico. No entanto,
a baixa biodisponibilidade do resveratrol, estabilidade limitada, baixa solubilidade e extenso
metabolismo limitam sua utilizacdo na clinica, demonstrando a necessidade urgente de estratégias
que possam melhorar sua aplicagéo.

Uma abordagem promissora para contornar a baixa biodisponibilidade e a toxicidade
sistémica de fitocompostos € a utilizacdo de sistemas nanocarreadores para entrega de farmacos
(297), os quais podem alterar positivamente a farmacocinética da molécula. As principais
vantagens do uso da nanotecnologia para entrega de farmacos incluem a especificidade de alvo, a
reducdo da toxidade, manutencdo do efeito biolégico, seguranca e biocompatibilidade (298). A
nanoestruturacdo do resveratrol j& foi adotada como estratégia para aumentar sua
biodisponibilidade (212), na maioria dos casos, com sucesso. Entretanto, nenhum trabalho
utilizou as nanoparticulas poliméricas contendo resveratrol para avaliar o efeito farmacologico no
modelo de lesdo pulmonar aguda, apenas com a molécula em sua forma livre. Nesse cenaério,
devido a farmacocinética desfavoravel, estudos com o resveratrol na sua forma livre no
tratamento da lesdo pulmonar aguda, via de regra, fazem uso de vias de administracdo com menor

metabolismo, como a via intraperitoneal, utilizam doses maiores e/ou mais intervencdes
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terapéuticas para alcancar um efeito bioldgico efetivo. Tal diversidade metodologica dificulta
comparagdes sobre a eficiéncia do resveratrol no modelo. Por exemplo, encontramos a utilizagio
da dose 0,3 mg/kg (200) ou 30 mg/kg (201), coadministrada com o LPS pela via i.p.,
apresentando um efeito significativo de melhora da doenca. Com relacdo ao tratamento pela via
oral, encontramos a dose 5 ou 45 mg/kg, administrada por 3 dias seguidos antes do estimulo
intratraqueal do LPS, apresentando efeito anti-inflamatério (203). Em comum, os trabalhos que
investigam o efeito do tratamento com resveratrol livre na lesdo pulmonar aguda, apresentam
eficacia inferior em comparacgédo ao efeito visto com as nanocapsulas contendo resveratrol neste
trabalho.

No presente estudo, utilizamos nanocapsulas poliméricas contendo resveratrol, preparadas
pelo método de nanoprecipitagdo. Desde o seu desenvolvimento por Fessi (1989) (299), a técnica
de nanoprecipitacdo tem sido usada para o encapsulamento de drogas, principalmente, as
hidrofébicas em ambas nanocédpsulas ou nanoesferas (300). As vantagens da técnica incluem a
simplicidade, obtencdo espontanea das nanoparticulas, facilidade de escalabilidade, boa
reproducdo, utilizacdo de baixas quantidades de solventes tdxicos e obtencdo de tamanhos de
particulas submicrométricas, sem a necessidade de uso de grande quantidade de energia (300,
301). O polimero de escolha para o desenvolvimento das nanocapsulas foi a poli(e-caprolactona),
que apresenta uma biodegradacdo lenta quando comparado a outros polimeros, sendo
considerado adequado para administracdo controlada de medicamentos devido a alta
permeabilidade a muitos farmacos, excelente biocompatibilidade e capacidade de ser totalmente
excretado do organismo uma vez bioabsorvido (302). As nanocépsulas contendo resveratrol
utilizadas neste trabalho, foram previamente desenvolvidas e estudadas em um modelo
experimental de Doenga de Alzheimer em ratos por Frozza e cols. Além de apresentarem boa
estabilidade e alta capacidade de encapsulamento, a administracdo pela via intraperitoneal das
nanocapsulas aumentou a biodistribuicdo tecidual o resveratrol, bem como apresentou efeitos
anti-inflamatorios e neuroprotetores (284).

Nos nossos ensaios utilizamos a via oral para avaliar o efeito do resveratrol, a qual
permite a administracdo Unica, assim como pode ser aplicado em protocolos de tratamentos que
necessitem multiplas administracdes. A escolha do tratamento pela via oral é considerada uma
das mais comuns para administracdo de medicamentos, apesar de que caracteristicas como, a
baixa solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de muitos farmacos, levarem a reducgédo dos

niveis terapéuticos através do trato gastrintestinal (303). O epitélio intestinal humano é composto
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de vilosidades que aumentam a area de absorcéo total da superficie no trato gastrointestinal, onde
estdo presentes os enterdcitos (absortivos) e células caliciformes (secretoras de muco), formando
regides linfoides, conhecidas como placas de Peyer, as quais sdo cobertas com células M
especializadas para amostragem de antigenos (303). A maioria dos farmacos administrados por
via oral é absorvida pela veia porta através dos enterdcitos intestinais, e apds metabolizacdo no
figado, entra na circulacdo sistémica, reduzindo a biodisponibilidade do medicamento. No
entanto, quando altamente lipofilicos ou entregues em nanossistemas como as nanoparticulas
(lipidicas ou poliméricas), os farmacos alcancam o sistema linfatico intestinal pelas placas Peyer,
até alcancarem a circulacdo sisttmica sem sofrer metabolismo de primeira passagem (304). De
acordo com a literatura, as nanoparticulas poliméricas de tamanho menor (100-200 nm) sdo
absorvidas pelas células M dos fragmentos de Peyer, as quais apresentam um papel importante na
liberacdo de farmacos, uma vez que sdo relativamente menos protegidas pelo muco e possuem
alta capacidade de transcitose (303, 304). Dessa forma, as nanoparticulas utilizadas nos nossos
ensaios, apresentam caracteristicas que permitem a sua absorcao intestinal e distribuicéo tecidual.

Como controle das nanocéapsulas, utilizamos nanocépsulas brancas ou NC-brancas,
preparadas tal qual as nanocapsulas contendo resveratrol, porém sem adicdo desse. Em todos os
ensaios realizados observamos que os animais tratados com as NC-brancas ndo apresentaram
diferengas com relacdo a resposta desencadeada pela provocacdo com LPS, sendo consideradas
inertes nos parametros avaliados, estando de acordo com estudos realizados previamente (284).
Além disso, nosso grupo demonstrou, em trabalhos anteriores, que a administracdo destes
nanocarreadores em quantidades superiores as utilizadas aqui ndo alterou parametros
inflamatorios quando tratados por via oral (85). Os resultados reforcam a biocompatibilidade e
seguranca na utilizacdo de polimeros biodegradaveis no desenvolvimento de nanocarreadores
farmacoldgicos. A toxicidade das nanocapsulas preparadas da mesma forma as utilizadas nesse
trabalho, foram investigadas previamente (302). Foi observado que a administracdo de apenas
uma dose, ou de forma subcronica (28 dias) com o volume de até 3 mL de nanocépsulas, pela via
intravenosa, ndo induziu mortalidade ou alteracbes permanentes no peso corporal durante os
experimentos, entretanto, observou-se reacdo granulomatosa de corpo estranho no figado e no
baco nos tratamentos agudo e subcrénico. Em nivel de comparagéo, o volume maximo utilizado
neste trabalho foi de 300 uL por animal. Estudos sobre a toxicidade das nanocapsulas poliméricas
ainda sdo escassos, necessitando de mais pesquisas sobre o efeito cronico da administracdo em

animais.
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A dexametasona foi utilizada como um controle positivo, nos nossos ensaios, para
promover um efeito anti-inflamatorio e para validar a funcionalidade do nosso modelo. A
dexametasona é amplamente utilizada na literatura cientifica como um controle positivo
experimental em diferentes doses e vias de administracdo (305-310). A aplicacdo clinica de
corticoides em pacientes com SDRA ¢ questionavel, apresentando dados inconclusivos (311).
Com relacdo a prevencdo da SDRA em pacientes com sepse, Weigelt e cols. mostraram que a
metilprednisolona administrada na dose de 30 mg/kg, por via intravenosa a cada 6 horas por 48
horas, ndo preveniu a SDRA em pacientes de alto risco. Este estudo também demonstrou uma
maior incidéncia de complicagdes infecciosas com o uso de corticosteroides (312).

Além de infeccBes secundéarias, o uso de corticosteroides esta associado a inimeros
efeitos adversos, como hiperglicemia, retencdo de liquidos, desequilibrio eletrolitico, pancreatite,
aumento da taxa de infeccdo, fraqueza neuromuscular, sangramento gastrointestinal (Gl), entre
outros que limitam o uso na clinica (311). Devido a etiologia heterogénea da SDRA, 0s esteroides
podem ter efeitos benéficos apenas algumas etiologias, por exemplo, pneumonia, mas ndo para a
SDRA associada a influenza HIN1 (313). Isso pode resultar em uma decisdo complicada na
pratica, ja que a etiologia da SDRA nem sempre é facil de determinar. Dessa forma, além da
dexametasona ter sido usada em nosso estudo como um controle positivo, o resveratrol pode ter
vantagens sobre a dexametasona na clinica, como a auséncia de efeitos adversos causados pelo
uso de corticosteroides, a possibilidade de atuar em varios estagios da SDRA e em condicdes de
resisténcia ao corticoide.

Com o objetivo de comprovar nossa hipétese, camundongos A/J receberam pela via oral
2,5, 5 ou 10 mg/kg da nanoformulacdo do resveratrol (resveratrol-NC), de maneira prévia ou
posterior a inducdo do modelo experimental da SDRA por LPS. As doses foram escolhidas para
serem menores do que aquelas utilizadas na literatura (que variam em uma média de 50 mg/kg),
para atestar o beneficio da diminuicdo de dose associado ao uso dos nanocarreadores. Em
resumo, 0S nossos achados demonstraram que tanto o pré- quanto o poés-tratamento com
resveratrol-NC melhoraram as principais caracteristicas da SDRA: acimulo de neutréfilos para o
espaco broncoalveolar, liberacdo de citocinas, dano histolégico, estresse oxidativo, inibi¢cdo da
ativacdo de vias pro-inflamatdrias e inducdo da resposta génica antioxidante. Além disso a
nanoestruturacao permitiu que o resveratrol exercesse seus efeitos farmacoldgicos mesmo quando
administrado pela via oral em baixas doses, pelo fato de possibilitar 0 aumento da quantidade de

resveratrol no tecido alvo. A eficacia inferior do resveratrol livre, nas nossas condicdes, sugere
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que a nanoestruturacdo do resveratrol em nanocapsulas poliméricas € uma estratégia efetiva para
melhorar o efeito do resveratrol no tratamento da lesdo pulmonar aguda.

Utilizando nanoparticulas lipidicas sélidas carregadas com resveratrol, foi demonstrado
que a liberacdo do resveratrol das nanocapsulas in vitro ocorreu em duas etapas, a primeira etapa
com uma liberacdo répida inicial, nas primeiras 4 h (com uma média de 34,66 = 5,82 % de
resveratrol liberado) seguido de uma liberacdo sustentada, ao longo de 24 h atingindo 80,48 +
12,20 % de resveratrol liberado (314). As nanocapsulas poliméricas sdo consideradas um sistema
vesicular reservatorio, o qual possibilita a liberacdo sustentada do principio ativo. Esta bem
estabelecido que a liberacdo do farmaco das nanocépsulas € impulsionada por varios fatores que
levam a biodegradacao do polimero, como altera¢des no pH, estado redox e conteido idnico nos
tecidos e nas células. Tais alteraces levam a difusdo do farmaco para fora da matriz, até alcancar
0 ambiente e produzir o efeito biologico. Esse processo pode ocorrer em alguns segundo, horas
ou até durante os dias (203, 257, 315). Uma vez imerso no meio de liberacdo, os sistemas
poliméricos de entrega de farmacos para liberacdo controlada, apresentam uma rapida e curta
liberagdo do farmaco, conhecido como “burst release” seguida por um perfil estavel de plato
(316).

Considerando que existe um tempo minimo necessario para a liberagdo do principio
ativo, realizamos um ensaio para elucidar o tempo necesséario para que ocorra o efeito anti-
inflamatorio do resveratrol nanoestruturado na prevencdo da migracéo leucocitaria no modelo de
SDRA (40). Inicialmente, escolnemos o protocolo de pré-tratamento, por ser uma abordagem
bem difundida no estudo de novos compostos com potencial farmacoldgico.

O tratamento com resveratrol-NC, na dose de 5 mg/kg, apresentou inibicdo da migragéo
de células inflamatdrias quando tratados 1, 4, 6 ou 12 h antes da instilacdo com LPS. Entretanto,
0 pré-tratamento de 24 h ndo foi capaz de inibir a resposta pulmonar leucocitaria. Observamos
que com 1 h de tratamento ocorreu a inibicdo da resposta leucocitaria em cerca de 26 % e que
entre 4-12 h essa inibicdo foi de, aproximadamente, 80 %, sugerindo que, nas nossas condicdes, 0
conteddo das nanocapsulas necessita de um periodo de tempo maior que 1 h para alcancar um
efeito farmacoldgico superior a 50 % de inibicdo. Esse resultado comprova o papel de
reservatorio das nanocapsulas e sua capacidade de liberar o principio ativo de forma sustentada.
Em contrapartida, a auséncia de efeito no preé-tratamento de 24 h indica que o resveratrol possa
ter sido liberado e metabolizado antes de alcancar quantidades locais suficientes para evitar a

infiltracdo de células inflamatorias. Nessas mesmas condicdes, o resveratrol na sua forma livre (5
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mg/kg) ndo preveniu a infiltracdo de leucocitos em nenhum dos tempos avaliados, indicando o
papel fundamental das nanocéapsulas para o efeito anti-inflamatorio do resveratrol administrado
por via oral. Com base nesses resultados, escolnemos o pré-tratamento de 4 h antes da instilacdo
do LPS, considerando um tempo tecnicamente viavel para as subsequentes analises.

A SDRA ¢ uma lesdo pulmonar multifatorial caracterizada por intensa inflamacao,
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, acumulo de leucdcitos, edema pulmonar e
comprometimento da mecénica pulmonar e, apesar dos mais 50 anos de pesquisas, até o
momento, ndo possui estratégia terapéutica eficiente, apresentando alta taxa de mortalidade
(317). A instilacdo das vias aéreas com LPS bacteriano ¢ um modelo bem estabelecido para
simular a SDRA experimentalmente (75, 318), promovendo intensa inflamacdo pulmonar através
da ativacdo do receptor TLR4 presente nas células do sistema imune, desencadeando a liberacéo
de mediadores pré-inflamatorios, acimulo de leucdcitos no pulméo, lesdo epitelial/endotelial e
edema pulmonar (79). Segundo Martin e cols., idealmente, os modelos animais de LPA devem
reproduzir 0os mecanismos e as consequéncias da SDRA, observados em seres humanos,
incluindo aumento na permeabilidade microvascular e no epitélio alveolar, influxo de neutréfilos
nos espacos alveolares e exsudatos alveolares ricos em proteina na fase aguda (72).

Em nossos ensaios, camundongos A/J estimulados intranasalmente com LPS exibiram
uma resposta exacerbada apds a exposi¢do a metacolina no parametro de elastancia, indicando a
hiper-reatividade das vias aéreas. O pré-tratamento com resveratrol-NC inibiu a resposta
exacerbada das vias aéreas em todas as doses testadas (2,5, 5 e 10 mg/kg), enquanto a molécula
na forma livre demonstrou efeito somente com a dose mais alta (10 mg/kg). Os mostram que a
nanoestruturacdo do resveratrol permitiu o efeito do resveratrol em uma dose 4 vezes menor em
comparacdo com sua forma livre.

Na SDRA, além da resposta inflamatoria, € comum ocorrer 0 aumento da elastancia
pulmonar (inversamente proporcional a complacéncia) de todo o sistema respiratorio (230). A
elastancia capta a rigidez elastica dos pulmdes, podendo ser definida como a medida do trabalho
que tem que ser exercido pelos musculos da inspiracdo para expandir os pulmdes (319). A
abordagem classica para determinar a mecéanica pulmonar e a responsividade das vias areas em
camundongos € a medicdo da resisténcia pulmonar e a complacéncia dindmica, em resposta a
broncoconstritores ndo-especificos. Além da elastancia pulmonar aumentada, a hiper-reatividade
das vias aéreas (AHR) contribui para as complicacdes da SDRA (320, 321). O aumento da AHR

a agentes broncoconstritores inespecificos pode ser desencadeado pelo LPS via ativagdo do
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receptor TLR4 em modelos animais e pode contribuir para 0 aumento da AHR também em
pacientes com asma e SDRA (322).

Em paralelo ao aumento da AHR também observamos o aumento expressivo nos
leucdcitos totais no lavado brocoalveolar, majoritariamente de neutrofilos, tanto no espaco
broncoalveolar quanto no tecido, demonstrado através da maior atividade da enzima MPO. A
MPO, uma proteina heme presente em seus granulos azurofilos dos neutréfilos, tem papel
importante na producdo de espécies reativas de oxigénio, produzindo acido hipocloroso a partir
de perdxido de hidrogénio na presenca de ions cloreto (76, 323). A atividade da MPO do tecido
correlaciona-se significativamente com o namero de neutrofilos presentes no tecido inflamado
(324), sendo, portanto, frequentemente utilizado para estimar o acumulo de neutréfilos no tecido
(325). O acumulo e ativacdo de neutrdfilos nos pulmdes, em resposta a macrofagos alveolares
ativados €, via de regra, observado experimentalmente e em pacientes com SDRA, estando
associada a gravidade da doenca (40, 326).

Além da melhora da AHR, o pré-tratamento com resveratrol-NC, mas ndo a forma livre,
aboliu o nimero de células totais, neutrdfilos e atividade de MPO a niveis basais, apresentando
um efeito importante na inibicdo da migracdo de leucdcitos. O efeito do resveratrol da lesdo
pulmonar aguda foi anteriormente obtido com o pré-tratamento por 3 dias consecutivos com
resveratrol livre (5 ou 45 mg/kg) (203), porém com menor eficicia quando comparado aos n0ssos
resultados com a molécula nanoestruturada. Nossos resultados comprovam que a
nanoencapsulacdo do resveratrol € capaz de inibir tanto o processo inflamatorio quanto as
alteracdes na mecanica pulmonar induzida pelo LPS.

A ativacdo de neutrdfilos sequestrados na circulagdo pulmonar durante o processo
inflamatorio resulta na liberacéo de moléculas citotoxicas, incluindo enzimas granulares, radicais
livres, espécies reativas de oxigénio, mediadores lipidicos e citocinas, induzindo a ruptura e
disfuncdo endotelial, responsaveis pelas principais manifestacfes clinicas da sindrome (40, 327,
328). Para verificar o dano histolégico causado pelo excesso da migracao e ativacdo neutrofilica,
avaliamos pelo sistema de escore semiquantitativo cortes histoldgicos de amostras pulmonares
corados com H&E. Observamos que apenas o tratamento com resveratrol-NC, em todas as doses
testadas, melhorou os danos causados pelo LPS no tecido pulmonar, enquanto nenhuma alteragéo
foi vista nos tratamentos com a molécula livre, estando de acordo com os resultados da inibigéo
da migracéo celular e melhora da hiper-reatividade. Adicionalmente, 0 mesmo padrdo de resposta

foi obtido na andlise das citocinas pré-inflamatorias, onde o pré-tratamento com resveratrol-NC,
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mas ndo a molécula livre, reduziu os niveis de IL-6, TNF-a, KC, MCP-1, MIP-1a, MIP-2 e
RANTES.

As citocinas pré-inflamatdrias desempenham papel importante durante a SDRA com
niveis elevados nos pulmdes dos pacientes e estdo intimamente associadas a presenca de
leucdcitos, principalmente neutrofilos, no local inflamado. IL-6 e TNF-a sdo importantes
mediadores sistémicos da fase aguda de inflamag&o, com niveis aumentados associados a piora
da condicdo clinica (329), enquanto que as quimiocinas MIP-2, KC, RANTES, MIP-1 e MCP-1
estdo associadas a acdo quimiotatica de neutrofilos e mondcitos (320, 330-332). Os niveis mais
baixos desses mediadores encontrados apos o tratamento com resveratrol-NC tém importante
papel na resolucdo da inflamacdo, além de confirmar os resultados de migracdo leucocitéria.
Dados prévios da literatura mostraram o efeito do resveratrol na reducdo do mRNA da MIP-1a
(204), nos niveis de I1L-6 (200) e MIP-2 (333) e reducdo do dano histoldgico durante a inflamacao
pulmonar induzida por LPS (203, 204, 333).

NOs demonstramos que o aumento do estresse oxidativo no pulmdo endotoxémico,
indicado pelos niveis maiores de MDA, foi prevenido pelo tratamento apenas com resveratrol-
NC, mas ndo pelo tratamento com a molécula livre. Um estudo publicado recente, mostrou que
30 mg/kg de resveratrol livre (i.p) administrado 1 h apo6s a lesdo pulmonar aguda induzida por
sepse inibiu 0 aumento dos niveis de MDA, aumentada nos animais doentes (333). Em adicdo, o
pré-tratamento com resveratrol-NC, mas ndo com o resveratrol livre, inibiu significativamente a
atividade da SOD no tecido pulmonar. Diferente do que observamos, geralmente o resveratrol
leva a inducdo da SOD, uma enzima antioxidante (333). Tal discrepancia pode ser o reflexo da
melhora da inflamacéo e das condic¢des oxidativas pelo resveratrol, diminuindo a necessidade de
ativacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A diminui¢do dos niveis da SOD ap06s o tratamento
com resveratrol foi visto anteriormente (334).

Existem muitas evidéncias experimentais demonstrando o papel de oxidantes e lesGes
oxidativas na patogénese da SDRA. Por exemplo, pacientes com SDRA apresentam niveis
aumentados de H,O, no condensado do ar exalado (63, 335). O desbalanco oxidativo produz
espécies reativas de oxigénio e leva a peroxidacdo lipidica descontrolada, gerando produtos
aldeidicos, tais como 0 MDA, referidos como substancias que reagem ao cido tiobarbitdrico. A
peroxidacdo lipidica descontrolada pode causar lesdo e morte celular por meio de danos as
membranas celulares a biomoléculas como o DNA (336). No contexto do aumento do estresse

oxidativo, a célula ativa um sistema de defesa end6geno baseado na atividade de enzimas
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antioxidantes como a SOD, que degenera superoxidos em oxigénio e peroxido, evitando danos
graves as celulas (337). Os efeitos antioxidantes do resveratrol sdo relacionados ao anéis
fendlicos, a dupla ligacdo conjugada e o potencial de deslocalizagdo eletrbnica na molécula
estrutural (338). O resveratrol pode atuar de forma antioxidante por neutralizar espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio através de mecanismos de transferéncia de atomos de hidrogénio e
transferéncia eletronica sequencial de perda de prétons ou aumentando a expressdo génica de
varias enzimas antioxidantes, como heme oxigenase 1, catalase, glutationa peroxidase e SOD, por
meio da regulacdo de varias vias de sinalizacao, incluindo a SIRT1, o fator 2 relacionado ao fator
eritroide-2 nuclear (NRF2) e o NF-xB (338).

Os efeitos benéficos do resveratrol estdo fortemente relacionados a sua capacidade de
modulacdo simultanea envolvendo mdaltiplos alvos moleculares (130). Uma série de estudos
anteriores demonstrou que o resveratrol pode inibir a sinalizacdo do NF-kB, MAPKs e PI3K/Akt
(339) como mecanismo para a diminuicdo da producédo de citocinas e da prevencao de infiltracao
de leucdcitos (145, 146, 340). Considerando o efeito anti-inflamatério do pré-tratamento com o
resveratrol-NC, procuramos confirmar os possiveis mecanismos moleculares associados a este
efeito no modelo utilizado no presente estudo. A avaliacdo de proteinas por western blotting
revelou uma reducdo significativa nas formas fosforiladas das proteinas pré-inflamatorias Akt
Ser473 e ERK1/2, sem alteracdes na fosforilacdo das proteinas p38MAPK e JNK e na expressao
da SIRT1.

A via de sinalizacdo da ERK foi a primeira cascata das MAP cinases a ser caracterizada,
sendo um mediador vital de varios destinos celulares, incluindo crescimento, proliferacdo e
sobrevivéncia. Existem duas isoformas de ERK que s&o ubiquamente expressas, ERK1 e ERK2,
e estas sdo frequentemente referidas como p42/p44 MAP cinases (341). A inibi¢do dessa via é
descrita como mecanismo para melhora de diferentes modelos da lesdo pulmonar aguda (342,
343). A proteina cinase B (PKB ou Akt) desempenha um papel no metabolismo, crescimento,
proliferacdo e sobrevivéncia das células (344). Sua ativacdo é controlada por um processo de
vérias etapas que envolve a fosfoinositida-3-cinase (PI3K). E descrito que a fosforilagio da
proteina Akt no residuo Ser473 leva & ativacdo da via PI3K/Akt (339), a qual, quando inibida
pode suprimir a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a (345). A
inibicdo da via PI3K/Akt também esta envolvida com a melhora da lesdo pulmonar aguda (346-
348). Com base nisso, propomos que o efeito anti-inflamatorio observado no pre-tratamento com

resveratrol-NC esté relacionado com a regulacéo negativa das vias PI3K/Akt e ERK1/2.
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O resveratrol é conhecido como um potente ativador do gene da proteina desacetilase
SIRT1, que medeia a atividade antiproliferativa e anti-inflamatoria, através da alteragdo da
expressdo génica e modulacdo de inimeras vias metabdlicas (349). Entretanto, ndo foi possivel
observar alteracdes na expressdo da SIRT1 no nosso modelo. A diferenca encontrada em nossos
resultados pode ser explicada pela discrepancia entre os protocolos. Por exemplo, Li e cols.
descobriram que animais injetados intraperitonealmente com 10 mg/kg de LPS tiveram uma
reducdo na expressdo de SIRT-1, que aumentou ap6s 15 ou 30 mg/kg de resveratrol em duas
administracdes (apds 6 e apos 12 horas de inje¢cdo com LPS). Neste estudo, os animais foram
mortos apos 18 h de injecdo de LPS (202). Também usando o modelo inducédo por LPS (3 mg/kg
- intratraqueal) para induzir inflamagdo pulmonar aguda, Jiang e cols. observaram que a injecao
intraperitoneal de resveratrol (30 mg/kg), imediatamente antes do LPS, reduziu a inflamacdo e
aumentou a expressdo de SIRT-1. Neste ensaio, 0s animais foram mortos apds 6 h de injecdo de
LPS (201). Outro estudo, investigando o efeito do resveratrol livre em um modelo de rato com
Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica mostrou que o tratamento com resveratrol (50 mg/kg), via
oral por 20 dias levou ao aumento da expressdo de SIRT1 em ratos em comparagdo com animais
doentes ndo tratados (350). Com base nas diferencas metodoldgicas, podemos sugerir que em
nosso protocolo o tempo utilizado para avaliar a expressao de SIRT-1 pode ter sido um fator
determinante para avaliar as diferencas entre 0s grupos, visto que o resveratrol pode ativar
diretamente a SIRT1 (136). Além disso, a dose menor e/ou a Unica antes da estimula¢do com LPS
podem ser outra variavel importante a ser considerada. Pretendemos avaliar a expressao precoce
de SIRT-1 em nosso modelo, bem como o efeito de sua inibicdo em ensaios futuros.

E recorrente a utilizagio do tratamento preventivo ou concomitante a inducdo da doenca
nos ensaios de avaliagdo de compostos no tratamento da SDRA em modelo animal, como prova
de conceito. Entretanto, a intervencdo terapéutica se torna clinicamente mais relevante apds o
estabelecimento da doenca. Visando a melhor compreensao da resolucdo da SDRA, investigamos
o efeito do resveratrol-NC apds o estabelecimento da inflamacéo induzida pelo LPS. Escolhemos
tratar os animais 6 h apos a instilacdo com LPS, considerando dados da literatura que confirmam
0 estabelecimento da inflamagdo nesse periodo (351, 352). Optamos por continuar no pés-
tratamento com a dose intermediaria de 5 mg/kg, uma vez que ndo houve diferenca significativa
entre as doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg nos ensaios anteriores, e buscando reduzir o nimero de

animais nos ensaios. A escolha da dose intermediaria se deu pela quantidade administrada da
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formulacdo, a qual é muito reduzida na dose de 2,5 mg/kg, podendo apresentar variacbes no
tratamento.

De maneira surpreendente, o pos-tratamento com resveratrol-NC reverteu todas as
alteracdes induzidas pelo LPS. O tratamento com resveratrol-NC, 6 h apds a inducdo da leséo
com LPS, reduziu a hiper-reatividade das vias aéreas ap0s o estimulo local com metacolina,
assim como inibiu o acumulo de neutréfilos no lavado broncoalveolar e no tecido pulmonar,
reduzindo os danos teciduais e a producédo de citocinas pré-inflamatdrias. O resveratrol livre, nas
mesmas condic¢des, assim como as NC-brancas nao apresentaram efeito nos parametros
avaliados. Entretanto, observamos que para a resposta oxidativa, ambos os tratamentos com o
resveratrol livre ou nanoestruturado diminuiram os niveis de MDA e reestabeleceram a atividade
da catalase.

Com relacdo aos mecanismos moleculares adjacentes ao efeito do resveratrol no pos-
tratamento, confirmamos a inibicao das vias ERK e Akt/PI3K. Adicionalmente, nas condicdes de
pos-tratamento, conseguimos observar uma diminuicdo na fosforilacdo proteina p38 MAPK, nédo
observada na condicdo de pré-tratamento, apenas nos animais tratados com resveratrol-NC e ndo
no tratamento com a molécula livre. A inibicdo da via p38 MAPK leva a reducdo da producéo de
TNF-o induzida por LPS em camundongos e estd associada a uma diminui¢do no recrutamento
de neutréfilos e na liberacdo de TNF-o no lavado broncoalveolar em camundongos apos a
administracdo intratraqueal de LPS (365).

Adicionalmente, somente o tratamento com resveratrol-NC levou ao aumento da
expressao do NRF2, um fator de transcricdo que responde ao estresse celular direcionando varios
programas de transcri¢do. Por exemplo, 0 NRF2 pode reduzir os niveis de espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio, controlando diretamente a formagdo enzimética de tais moléculas ou pela
sua capacidade de induzir a expressdo de enzimas antioxidantes, como a catalase (366). A
catalase, junto a SOD e glutationa peroxidase, sdo consideradas a primeira linha de defesa
antioxidante (367). O aumento da expressao do NRF2 pode ser, pelo menos em parte, 0
mecanismo pelo qual o resveratrol inibe o estresse oxidativo nosso modelo, corroborado pelo
aumento dos niveis de catalase ap6s o tratamento com o resveratrol. Resultado semelhante foi
reportado com o tratamento i.p. de 30 mg/kg de resveratrol em modelo de lesdo pulmonar aguda
induzida por sepse (333).

Os resultados encontrados com o tratamento apés 6 h do inicio da instalacdo da

inflamacdo podem apresentar conflitos com os dados do pré-tratamento em 1 h antes da
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inflamacéo, no qual o tratamento nao apresentou efeito 25 h apds. Nesse sentido, cabe ressaltar as
diferentes condi¢des nas quais se encontram os animais no momento do tratamento. No caso dos
animais tratados 6 h apds a inducdo com LPS, hd uma grande relevancia da presenca do processo
inflamatdrio, o qual apresenta um tropismo para as nanoparticulas. Tais condicGes, ausentes nos
animais saudaveis (no caso do pré-tratamento) sugerem a importancia dos elementos da
inflamag&o no tempo e na biodistribuigdo das nanoparticulas.

De forma geral, o resveratrol, quando em nanocépsulas, apresentou tanto efeito
preventivo quando terapéutico no tratamento da inflamacdo pulmonar induzida por LPS. A
dualidade desse efeito sugere que o resveratrol possua diferentes mecanismos anti-inflamatérios
no nosso modelo. Enquanto no pré-tratamento observamos o que demonstra ser um blogueio do
inicio do processo inflamatdrio inibindo toda a cascata, o pos-tratamento, demonstra uma
capacidade do resveratrol de atuar no clearence da inflamacao.

Com relacgdo ao efeito preventivo é possivel levantar a hipotese de que o resveratrol possa
atuar no bloqueio do receptor Toll-4, visto que ja foi previamente demonstrado que o tratamento
com resveratrol por 3 dias antes do estimulo com LPS (5 ou 45 mg/kg) diminuiu a expressdo de
Toll-4 em camundongos (203). Esse efeito também foi encontrado em modelo de faringite em
coelhos (368). Adicionalmente, Yusuf e cols., utilizando modelo de carcinoma de pele em
camundongos, observaram que o efeito protetivo do resveratrol estd associado ao receptor Toll-4,
visto que em animais deficientes para o receptor foi constatada a perda do efeito do resveratrol,
observado em animais selvagens (369). Resultados in vitro corroboram esses achados. Utilizando
linhagem de macréfagos murinos RAW264.7 foi demonstrado que o tratamento com resveratrol e
LPS diminuiu a expressdo do receptor Toll-4 (370); em outro estudo, utilizando células Ba/F3
(pro-celulas B), foi observado que resveratrol inibiu a oligomerizacdo das subunidades do
receptor Toll-4 (371). O papel do receptor Toll-4 devera ser investigado a fundo nos ensaios
futuros.

Por outro lado, o resveratrol apresentou um efeito igualmente benéfico quando
administrado apo6s o estabelecimento da inflamacdo, sendo capaz de realizar o clearence dos
neutréfilos no tecido pulmonar. No processo de resolugdo da inflamacdo, a principal
caracteristica histologica é a deplecdo de neutréfilos dos locais inflamados, através de etapas
programadas que ocorrem de forma simultanea (353). Dessa forma, a eliminagédo dos neutrofilos
presentes no local da inflamacdo pode ocorrer pela cessacdo da migracdo dos leucdcitos da

corrente sanguinea, regulacdo das quimiocinas e citocinas, inibicdo das vias de sinalizacdo
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associadas a sobrevivéncia de leucdcitos, assim como, pela inducéo de apoptose dos leucocitos e
a subsequente remocao destes pelo processo de eferocitose com auxilio dos macrofagos, através
da fagocitose (354). De acordo com a literatura, a capacidade do resveratrol de induzir a apoptose
em células cancerigenas é extensamente difundida (355-361). Ja em relacdo aos neutrofilos, foi
descrito que apés estimulo estressor o tratamento com resveratrol induziu a morte celular de
neutréfilos humanos isolados do plasma (362). Em adi¢do aos efeitos apoptéticos, o tratamento
com resveratrol foi capaz de induzir o processo eferocitose em células RAW264.7 apoptéticas
(363), em celulas HaCaT (queratindcitos) e em timacitos (364). Em conjunto, essas informacdes
nos permite sugerir uma acdo apoptética adicionada a inducdo da eferocitose nos nossos ensaios,
como um possivel mecanismo de acdo do resveratrol na resolucdo da inflamacdo aguda
pulmonar. A possivel inducdo da apoptose e eferocitose pelo resveratrol no nosso modelo
deverdo ser avaliados com detalhes em sequéncia.

A melhora significativa da resposta inflamatéria pulmonar com o resveratrol
nanoencapsulado, e o reduzido ou inexistente efeito quando administrado na forma livre, sugere
que nanoestruturacdo do resveratrol possibilitou o aumento da biodisponibilidade oral da
molécula no tecido-alvo associado a protecdo do farmaco, permitindo um aumento das
concentracgdes locais e consequente efeito farmacoldgico. A fim de investigar o possivel aumento
da biodisponibilidade e a vetorizacdo passiva do resveratrol, quantificamos a molécula no tecido
pulmonar através da técnica de HPLC. Utilizando as mesmas condi¢Bes do pds-tratamento,
encontramos quantidades superiores de resveratrol no tecido pulmonar quando os animais
receberam as nanocapsulas contendo resveratrol em comparacdo aos animais que foram tratados
com a molécula livre, nas mesmas doses. Observamos também que quantidades maiores foram
alcancadas com o aumento da dose do resveratrol-NC. Nos grupos que foram tratados com a
molécula livre nas doses 2,5 e 5 mg/kg ndo foi possivel obter niveis detectaveis de resveratrol,
apenas na dose de 10 mg/kg, porém, inferior aquela observada nos animais tratados com
resveratrol-NC em uma dose 4 vezes menor (2,5 mg/kg).

Os resultados obtidos por HPLC comprovam nossa hipotese de que a utilizacdo de um
nanocarreador polimérico pode promover a vetorizacdo passiva do resveratrol para o tecido
inflamado e aumentar a quantidade deste no tecido pulmonar. Esse resultado deve-se as
caracteristicas da protecdo proporcionada pelas nanocépsulas, resultando numa maior quantidade
de farmaco absorvido ap6s administracdo pela via oral, maior circulagcdo na corrente sanguinea e

melhor distribuicdo aos tecidos. A nanoencapsulacdo pode permitir um aumento na meia-vida de
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farmacos lipofilicos, como o resveratrol, através da liberacao gradual e sustentada. Além disso, é
descrito que a presenca de polissorbato 80, utilizado como estabilizante, pode atrasar a
opsonizacdo e aumentar o tempo da permanéncia das nanocapsulas no sangue antes de serem
absorvidas pelas células do sistema fagocitico mononuclear (302).

Outro ponto, é que a presenca robusta do resveratrol no tecido pulmonar nos animais
tratados com resveratrol-NC pode ser explicado pelo efeito de retencdo e permeabilidade
melhorado (EPRM) que ocorre durante o processo inflamatério ou em tumores. Esse efeito leva
ao direcionamento das particulas para tecidos inflamados, como resultado da angiogénese
desregulada e/ou aumento da expressdo e ativacdo de fatores de permeabilidade vascular. As
fenestracdes entre as células endoteliais podem variar de 300 nm a 4700 nm em tamanho (244), e
permitem uma maior retencdo de nanoparticulas e, consequentemente, um maior efeito do
principio ativo. Em condicdes inflamatorias, o efeito EPRM também se desenvolve, com a
permeabilidade vascular induzida pela contracdo das células inflamatdrias que revestem os
capilares (244, 372). Outro fator importante ¢ a diminuicdo do pH no local da inflamagéo,
resultado da producdo e liberagdo de acidos pelas células ou uma baixa remocao de CO; (373).
Alteracbes no pH pode causar inchaco do polimero e liberacdo da molécula no local da
inflamacéo (374).

No entanto, é importante ressaltar que a quantificacdo do resveratrol realizada por HPLC
é uma avaliacdo indireta e ndo indica necessariamente a presenca nas nanocapsulas neste tecido.
O aumento da presenca do resveratrol no tecido pulmonar pode ser resultado maior tempo de
circulacdo do resveratrol no organismo. Da mesma forma, o efeito, claramente inferior, da
molécula livre pode ser explicado pela sua auséncia no tecido pulmonar, devido ao metabolismo
que a molécula sofreu apds administracdo oral. A possivel migracdo e liberacdo local das
nanocapsulas para o pulmdo deverdo ser confirmados com maior precisao a partir de ensaios
utilizando a marcacdo radioativa ou fluorescente das nanocapsulas em ensaios de bio-imagem.
Dessa forma, os mecanismos envolvidos no direcionamento das nanoparticulas ndo estdo
totalmente elucidados e serdo objetivos de proximas investigagoes.

Os efeitos farmacoldgicos do resveratrol sdo inquestionaveis diante dos dados cientificos
gue demonstram seu efeito nos estudos publicados pela comunidade cientifica nos ultimos anos.
Entretanto, as caracteristicas estruturais e quimicas da molécula séo fatores limitantes para a sua
utilizacdo farmacoldgica, a qual necessita de modificacdes e estratégias para alcancar um efeito

farmacolodgico eficiente. NOs demostramos que a nanoestruturagcdo do resveratrol, utilizando
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nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico, possibilitou, os efeitos farmacoldgicos do
resveratrol em uma unica administracdo pela via oral, utilizando doses consideradas baixas em

comparacdo com a literatura, obtendo sucesso no tratamento do modelo experimental da SDRA.
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8. Conclusbtes

e As nanocapsulas poliméricas contendo resveratrol, apresentaram variacdes de poténcia em
diferentes tempos de pré-tratamento, necessitando de um periodo de 4 h para prevenir a
inflamacdo pulmonar aguda induzida pelo LPS; enquanto que o resveratrol livre nédo
apresentou efeito benéfico em nenhum tempo ou dose avaliados (Figura 8.1);

e Ambos os regimes de tratamentos profilatico e terapéutico utilizando as nanocépsulas
contendo resveratrol, mas ndo com a molécula livre foram capazes de melhorar o0s
parametros de fungdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas, migracao leucocitaria,
dano histoldgico, producédo de citocinas pro-inflamatdrias e o estresse oxidativo no tecido
pulmonar (Tabela 8.1);

e O tratamento com resveratrol nanoencapsulado modulou negativamente as vias
moleculares relacionadas ao processo inflamatério induzido por LPS, enquanto nenhum
efeito foi observado no tratamento com o resveratrol livre;

e A nanoestruturacdo do resveratrol promoveu o aumento da biodisponibilidade do

resveratrol no tecido pulmonar.

LPS

RSV

RSV-LNCs \/
Z j“‘
Figura 8.1. Representacdo grafica da comparacéo entre o tratamento da leséo pulmonar
aguda induzida por LPS. Resveratrol-NC (a direita) e o resveratrol livre (RSV) (a esquerda).
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Resveratrol Resveratrol-NC

Parametro inflamatorio Pré Pos Pré P6s
Hiper-reatividade - - + +
Acumulo de leucocitos - - + +
Dano histoldgico - - + +
Estresse oxidativo - + + +
Producdo de citocinas pro-inflamatdrias - - + +
Inibigéo de vias moleculares - - + +
Aumento da biodistribuicao - +

Tabela 8.1. Resumo dos dados obtidos no pré- e poés-tratamento com ambos resveratrol
livre ou nanoencapsulado. Na primeira coluna, 0s objetivos propostos no presente trabalho. Na
segunda e terceira coluna, os tratamentos com resveratrol livre e nanoencapsulado (resveratrol-
NC) respectivamente, subdivididos nos protocolos de pré- e pos-tratamento. O sinal de negativo
(-) representa falta de efeito com relacdo ao parametro; o sinal positivo (+) representa efeito
benéfico do tratamento com relacdo ao parametro.

Em conjunto, os dados obtidos nesse trabalho demonstram que a nanoestruturagéo do
resveratrol em nanocépsulas poliméricas potencializa o efeito anti-inflamatério do fitocomposto
no modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS, de forma equivalente para os tratamentos
profilatico e terapéutico. Utilizando as mesmas condicdes, o resveratrol em sua forma livre
apresentou efeito reduzido ou inexistente na prevencao e na resolucdo da inflamacéo. Além disso,
0 uso do nanocarreador para entrega do resveratrol promoveu um aumento da quantidade do
resveratrol no local da inflamacgdo, ndo observado com a molécula livre e, consequentemente,
uma maior poténcia ap0s a administracdo de doses baixas pela via oral, apresentando-se como
uma alternativa interessante para o tratamento da SDRA no futuro. A Figura 8.2 é uma
representacdo grafica dos efeitos benéeficos alcangados no tratamento da inflamagdo pulmonar

aguda utilizando o resveratrol nanoencapsulado.
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Figura 8.2. Resumo dos efeitos benéficos do resveratrol-NC na inflamacgdo pulmonar aguda.

O simbolo em vermelho indica a prevencdo/ inibicdo, enquanto o simbolo em verde indica
melhora/aumento.

106



9. Perspectivas

O nosso trabalho abre como perspectivas:

e Investigar o papel do receptor Toll-4 no efeito preventivo do resveratrol-NC;
e Estudar o efeito das nanocépsulas contendo resveratrol na resolucdo da inflamacéo,

quanto a apoptose e esferocitose;

e Analisar o destino das nanocépsulas apds a administragdo oral, utilizando nanocapsulas

ligadas a sondas fluorescentes.

e Avaliar o efeito das nanocépsulas contendo resveratrol em modelos de doencas

respiratorias resistentes aos esteroides, como a asma resistente;

e Investigar o efeito das nanocapsulas contendo resveratrol em modelos de doencas

respiratorias crénicas como a doenca pulmonar obstrutiva cronica e a silicose.
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