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RESUMO

O Diclofenaco € uma droga anti-inflamatdria n&do esteroide (AINE), utilizada no
tratamento de afeccbes inflamatérias musculoesqueléticas, incluindo as doengas
autoimunes como a Artrite Reumatoide (AR). Na sinovite crénica da AR os macréfagos
exercem papel central na inflamacgao e a inducido de apoptose destas células pode vir a
representar um papel central no tratamento. Neste trabalho, utilizou-se de uma
formulacdo de diclofenaco carregada em nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC-DIC),
avaliando-se o papel desta formulagao na indugao de apoptose em macrofagos. A LNC
foi formada a partir de um nucleo organogel, revestido com uma parede polimérica poly(e-
caprolactona) e estabilizada com polyssorbato 80, obtendo diametro D[4,3] de 243nm
para DIC e 319nm para LNC-DIC. Dessa forma foram utilizadas as formulagcdes
Diclofenaco (DIC), LNC-DIC e apenas LNC em macréfagos humanos (THP-1) e Murinos
(J774). A 1IC50% para toxicidade em macréfagos para as formulagdes foi 646uM para
DIC e 144,5uM para LNC-DIC em THP-1 e 251,7uM para DIC e 24,35uM para LNC-DIC
em J774. A formulagcdo LNC-DIC reduziu acentuadamente o potencial de membrana
mitocondrial em relagdo a DIC (-44,65+3,36 e 21,79+£2,19, p<0,0001, respectivamente)
em THP-1, além de J774 (-5,6510,88 e -26,59+7,21, p<0,0001). Também houve maior
producdo de ROS intracelular para LNC-DIC em relagdo a DIC na linhagem THP-1
(27,24+0,90 e 36,88+2,49, p=0,0002). A formulagcdo LNC-DIC aumentou o percentual de
células com caspase-3 ativa comparada a DIC (53,08+6,23 e 81,70+9,09, p=0,0007) e a
atividade de caspase-3 nas concentra¢gdes estudadas. Além disso, LNC-DIC induziu
maior percentual de células Anexina V+ comparada a DIC (6,26+0,34 e 12,68+0,22,
p=0,0001). Quando avaliado o indice de dano ao DNA pelo ensaio cometa, ndo houve
diferengca entre as formulagdes testadas DIC e LNC-DIC (44,24+2,65 e 53,3314,16,
p=0,586). Tomados em conjunto, esses resultados demonstram que a formulagdo
nanoencapsulada LNC-DIC tem acao indutora de apoptose, de forma independente do
dano ao DNA, possivelmente relacionada a produg¢ao de ROS intracelular e/ou estresse
do reticulo endoplasmatico, abrindo assim a possibilidade de um tratamento eficaz e
barato para a AR, através do uso de Nanocapsulas de Nucleo Lipidico carregado com
Diclofenaco.

Palavra Chave: Diclofenaco, Nanocapsulas, Macréfago, Apoptose, Inflamagéo, ROS.



ABSTRACT

Diclofenac is a nonsteroidal anti-inflammatory drug, used to treat inflammatory muscle
skeletal diseases, including the autoimmune diseases as Rheumatoid Arthritis (RA). In
chronic synovitis of Rheumatoid Arthritis the macrophages play a central role in
inflammation and the induction of apoptosis in those cells can represent a central paper
in the treatment. For this work was used a formula of Diclofenac carried in nanocapsules
of lipid core (LNC-DIC), validating the paper of this formula in apoptosis induction in
macrophages. The LNC was formed parting from a organogel core, coated with a
polymeric poly (e-caprolactona) wall and stabilized with Polyssorbato 80, obtaining a
diameter D [4,3] of 243nm for DIC and 319nm for LNC-DIC. By that way were used the
formulas Diclofenac (DIC), LNC-DIC and only LNC in human macrophages (THP-1) and
murines (J774). The IC50% for toxicity in macrophages for the formulations was 646uM
for DIC, 144,5uM for LNC-DIC in THP-1, 251,7uM for DIC and 24,35uM for LNC-DIC in
J774. The formula LNC-DIC reduced strongly the mitochondrial membrane potential
related to DIC (-44,65+3,36 e 21,79+£2,19, p<0,0001, respectively) in THP-1, besides the
J774 (-5,65+0,88 e -26,59+7,21, p<0,0001).There was also a ROS intracellular bigger
production when compared with DIC in THP-1 lineage (27,24+0,90 e 36,88+2,49,
p=0,0002). The LNC-DIC formulation increased the percentage of cells with activated
caspasa 3 when compared with DIC (53,08+6,23 e 81,70+9,09, p=0,0007) and the
caspasa 3 activity in the studied concentration. Besides this, LNC-DIC induced higher
percentage of Annexin V+ cells compared to DIC (6,26+0,34 e 12,68+0,22, p=0,0001).
When was validated the DNA damage index using comet test, there was not any
difference between the tested DIC and LNC-DIC (44,24+2,65 e 53,33%+4,16, p=0,586).
Taking together, those results show that nanoencapsulated formulation LNC-DIC has an
apoptosis inductor action, independent of DNA damage. Possibly related to intracellular
ROS production and endoplasmic reticule stress, opening the possibilities for a functional
and ship treatment for RA, through the use of nanocapsules of lipid core carried with
Diclofenac.

Key Words: Diclofenac, Nano capsules, Macrophages, Apoptosis, Inflammation, ROS.
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Membrana sinovial inflamada na Artrite Reumatoide. CEA — células
endoteliais ativadas com aumento de permeabilidade. FibS —
Fibroblastos sinoviais. M@S - Macrofagos Sinoviais. MS —
Membrana sinovial. ES — Espaco sinovial. CA — Capsula sinovial. A
figura representa o direcionamento passivo de nanoparticulas (NP)
através do endotélio ativado.

Sistema Carreador Nanoparticulados — Lipossoma.

Representacdo esquematica de Nanocapsulas e nanoesferas
poliméricas: A: farmaco dissolvido no nucleo oleoso das
nanocapsulas; B: farmaco adsorvido a parede polimérica das
nanocapsulas; C: farmaco que pode estar retido ou adsorvido na
matriz polimérica das nanoesferas.

Classificagao de cometas em Niveis de danos

Teste de viabilidade celular e determinacao IC50% pelo método de
MTT em células J774 numa concentracdo de 1x10°/pogo, foi
utilizou-se meio e DMSO como controle negativo, Staurosporine
2,5uM controle positivo. O experimento foi feito em dois tempos (A=
24 horas e B= 48 horas) com quatro concentragdes (1uM, 10uM,
100uM e 1000uM). A: Com 24 horas houve diferenga significativa
entre as formulacdes, IC50% de DIC 306,6uM (r-=0,84) e LNC-DIC
118uM (r’=0,94). B: 48 horas houve uma diminui¢do no IC50% de
arznbas as formulagées, DIC 251,7uM (r*=0,94) e LNC-DIC 24,35uM
(r°=0,94).

Teste de viabilidade celular e determinacao IC50% pelo método de
MTT em células THP-1 numa concentracdo de 1x10°/poco, utilizou-
se meio e DMSO como controle negativo, Stau. 2,5uM controle
positivo. O experimento foi feito em dois tempos (A= 24 horas e B=
48 horas) com quatro concentragbes (1pM, 10uM, 100uM e
1000uM). A: Em 24 horas houve diferenca significativa entre as
formulagées, IC50% de DIC 877,2uM (r?=0,87) e LNC-DIC 460,4uM
(r*=0,88). B: 48 horas houve uma diminuigéo no IC50% de ambas
as formulagdes, DIC 646,2uM (r?=0,63) e LNC-DIC 144,5uM
(r*=0,30).

Percentual de Potencial de Membrana Mitocondrial por DiOCs, as
células foram plaqueadas numa concentracdo de 1x10°/pogo e
foram tratadas com LNC, LNC-DIC e DIC em concentragdes
distintas. A: Células J774 tratadas por 24 horas com ambas as
formulag¢des, em concentragdes de 65uM (-1,51+2,42, -15,38+1,88;
p=0,0005 (***) e 130uM (-5,65+0,88, -26,59+7,21; p<0,0001 (****). A
LNC quando comparada ao controle negativo teve diferente
significativa. (p<0,0001 (****). B: Células THP-1 tratadas por 48
horas com ambas as formula¢des, em concentragdes de 75uM
(23,71+2,98, -40,47+4,31; p<0,0001 (****) e 150uM (21,794£2,19, -
44,65+3,36; p<0,0001 (***). Nao ouve diferenca significativa entre
controle negativo e LNC (p=0,054).

Percentual de producdo de ROS intracelular para células J774 e
THP-1, as células foram plagueadas na concentracido de
1x10°%/pogo e tratadas com LNC, LNC-DIC e DIC. A: Células J774
tratadas por 24 horas quando comparadas na mesma concentragao
nas diferentes formulagdes n&o apresentaram resultados
significativos, 65uM (49,55+11,83, 42,77+6,47; p=0,987) e 130uM
(54,40+18,44, 52,8048,11; p=0,997), houve diferenca estatistica em
trés grupos quando comparados com controle negativo: DIC 130uM
(p=0,037 (*), LNC (p=0,022 (*) e LNC-DIC 130uM (p=0,043 (*). B:
Células THP-1 tratadas por 48 horas apresentaram diferenca
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FIGURA 13:

FIGURA 14:

FIGURA 15:

estatistica quando comparadas nas mesmas concentracbes em
ambas formulacdes, 75uM (14,14+2,69, 30,33+3,90; p<0,0001 (****)
e 150uM (27,24+0,90, 36,88+2,49; p=0,0002 (***).

Determinacao de gates para atividade de caspase-3 por citometria.
A: Distribuicdo da populagdo de células THP-1 quando suas
caracteristicas morfologicas de tamanho e granulosidade, estando
em destaque a populacdo selecionada para avaliacdo. B:
Histograma representativo do deslocamento dos controles quando
a atividade de Caspase-3, onde o pico cinca sao células sem
marcacéao (S.M), a linha pontilhada € o controle negativo e a linha
continua é o controle positivo (Stau. 5uM). C: Percentual de células
com caspase-3 ativa no controle negativo. D: Percentual de células
com caspase-3 ativa no controle positivo (Stau. S5uM).

Percentual de células THP-1 com caspase-3 ativa. Foi avaliada a
atividade da proteina apés 48 horas de tratamento com ambas
formulagbes em duas concentragbes (75uM e 150uM). A: Aumento
significativo de células com caspase-3 ativa quando comparada
ambas formulagdes, 75uM (40,85+4,37, 84,80+6,16; p<0,0001 (****) e
150uM (53,0816,23, 81,70+9,09; p=0,0007 (***), LNC quando
comparado com controle negativo, apresentou resultados significativo
(p=0,0012). B: Intensidade media de florescéncia das células
analisadas.

Selecdo de gates dos controles para Anexina V+ por citometria. A:
Histograma representativo do deslocamento dos controles quando
a presenca de Anexina V, onde o pico cinca séo células S.M, a linha
pontilhada € o controle negativo e a linha continua € o controle
positivo (Stau. 5uM), o grafico representa o percentual de Anexina
V + nos grupos controles. B: Percentual de células Anexina V+ no
controle negativo. C: Percentual de células Anexina V+ ativa no
controle positivo (Stau. SuM).

Células THP-1 Anexina V+ determinadas por citometria de fluxo apos
tratamento com ambas formula¢des em duas concentragdes (75uM e
150uM) por 48 horas. A: Histograma representativo do
deslocamento de ambas formulagdes testadas na concentracéo de
75uM, o grafico representa o percentual de células Anexina V+,
demostrando diferenga significativa entres as formulacdes
(5,72+0,16, 15,87+0,52; p<0,0001 (**). B: Histograma
representativo do deslocamento de ambas formulagdes testadas na
concentracao de 150uM, o grafico representa o percentual de
células Anexina V+, demostrando diferencga significativa entres as
formulagdes (6,26+0,34, 12,68+0,22; p<0,0001 (****).

indice de Dano em células THP-1 apds 48 horas de tratamento com
ambas formulacbes. Ao compara DIC/LNC-DIC nas mesmas
concentragdes, ndo houve resultado significativo 75uM (p=0,9984)
e 150uM (p=0,5860). Ambas formula¢des tiveram resultados
significativos nas duas concentragées quando comparados com
controle negativo (p<0,0001).

Percentual de niveis de danos em células THP-1, apdés 48 de
tratamento. O unico grupo que apresentou danos significativo de
nivel 4 foi o controle positivo (DOXO), os grupos tratados com as
formulagdes apresentaram aumento no dano de nivel 1, tendo o
grupo LNC-DIC 150uM uma tendéncia ao dano de nivel 2, LNC nao
apresentou dano significativo quanto comparado ao controle
negativo.

Avaliagéo de periodo do tratamento das formula¢des sobre danos
ao DNA. A: grupo controle negativo, tratado com meio. Onde se
observou a predominancia de cometas de nivel 0 e 1. B: Controle
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da nanoformulacdo (LNC), cometa de nivel 0 e 1. C: Controle
negativo (DOXO), cometa de nivel 4. D e E: Tratamento com DIC
(D 75uM e E 150uM), cometa de nivel 1. F e G: Tratamento com
LNC-DIC (F 75uM e G 150uM), cometa de nivel 1, com tendéncia
para o nivel 2 na maior concentracao (G).
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1. INTRODUCAO

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doencga Inflamatéria crénica incapacitante, pois
pode resultar em prejuizos nas fungdes, incluindo dor musculoesquelética, rigidez nas
articulacdes, perda da amplitude de movimentos, fraqueza muscular e lesbes articulares.
A incapacidade causa limitagdes nas atividades e restricdes na participagao do individuo
(CONCEICAOQ, J. S. et al., 2015).

A AR uma doenga autoimune de grande prevaléncia acometendo 1% da
populagcdo mundial, com altos custos de tratamento e grande impacto social, afeta mais
mulheres do que homens que aumenta com a idade, na América Latina é estimada em
de 0,4% (CONCEICAO, C. S. D. et al., 2015; ROGERS et al., 2015).

Estudos anteriores demonstraram que macrofagos sinoviais s&o resistentes a
apoptose na sinovite cronica da AR com baixa expresséo da proteina antiapdptotica FLIP
(CATRINA et al., 2005). Alguns autores tem discutido que a apoptose de células
sinoviais pode representar uma importante ferramenta terapéutica na AR (FIRESTEIN;
YEO; ZVAIFLER, 1995; LIU; POPE, 2003; POPE, 2002a).

Para o tratamento da AR s&o utilizados Anti-inflamatérios n&o Esteroides (AINE)
(MOTA et al., 2012). O Diclofenaco (DIC) é um AINE de maior prescricdo em todo o
mundo. Segundo GELLER et al. (2012) o DIC esta entre os 10 medicamentos mais
comercializados no mundo, sendo utilizado por mais de um bilhdo de pacientes. E
indicado para tratamento de dor e inflamagdo, em uma ampla gama de doengas e
condicdes, incluindo disturbios osteomuscular, articular e periarticulares, além de outras
condigdes dolorosas e inflamatorias (cdlicas renais, gota aguda, dismenorreia, etc).
(GELLER et al., 2012).

Porém de acordo com MOTA et al. (2013), o DIC possui muitos efeitos colaterais,
principalmente para pacientes de AR, que utilizam o medicamento por longo periodo
como coadjuvante ao tratamento imunossupressor. Os AINE s&o medicamentos que
apresentam risco aumentado de efeitos adversos sobre o trato gastrintestinal e
cardiovasculares (GELLER et al., 2012). Portanto, como poderiamos utilizar esses
medicamentos diminuindo seus efeitos colaterais e melhorando sua eficiéncia em reduzir
a inflamagao?

Sistemas coloidais poliméricos tém sido propostos como vetores de farmacos no
sentindo de modificar a sua farmacocinética, incluindo alteracbes no seu perfil de

distribui¢ado tissular, podendo ainda aumentar a biodisponibilidade de muitas substancias
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ativas (SCHAFFAZICK et al., 2002), aumentando sua eficacia terapéutica e diminuir seus
efeitos colaterais.

A nanotecnologia na area da ciéncia da saude tem sido focada no
desenvolvimento de novos produtos para terapéutica e diagndstico. Tendo recebido
atengao consideravel ao longo dos ultimos 30 anos pelo seu Sistema de distribuigao de
drogas (OLIVEIRA et al., 2012a).

Farmacos em sistema “Drug Delivery” nanoparticulados sdo capazes de
concentrar-se nos tecidos inflamados em funcdes de sua distribuicdo manomeétrica,
capazes de transpor apenas o endotélio inflamado (MORALES, 2009). Considerando
que as nanocapsulas de nucleo lipidico permitem maior concentragao das drogas nos
sitios inflamatério, bem como maior concentracéo intracelular e menor numero de efeitos
colaterais, pretende-se avaliar neste trabalho se o DIC carregado em nanocapsulas de

nucleo lipidico, tem maior capacidade indutora de apoptose em macrofagos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Artrite Reumatoide

A AR é uma doenca crénica inflamatoéria autoimune caracterizada por hiperplasia
sinovial, recrutamento de células inflamatérias e deposicao intra-articular de fibrina,
acarretando a destruicdo da arquitetura articular e consequentemente a secregao de
proteases de células sinoviais (GOES; COELHO; OLIVEIRA, 2014). A inflamacgao se
apresenta como sinovite clinica promovendo destruigao articular e causando dor crénica
nas articulagbes, aumento de volume e rigidez, além de sintomas sistémicos como

cansago, perda de peso e anemia, entre outros (OLIVEIRA et al., 2014).

De acordo com FERNANDES et al. (2011) a AR leva a deformidade e a
incapacidade, em virtude de erosdes Osseas e da cartilagem articular. A maioria dos
pacientes apresentam um curso clinico instavel, com periodo de melhoras e
exacerbacodes. A doenca inicia-se entre 20-60 anos com pico de incidéncia aos 45 anos.
Frequentemente, os pacientes afetados desenvolvem incapacidade para realizar suas
atividades, tanto da vida diaria como profissional, acometendo adultos em fase produtiva
€ uma doenga de importancia socioecondmica, ja que 50% dos pacientes sao
considerados incapazes para o trabalho apds 10 anos de doencga, assim tendo impacto
significativo para a sociedade (FERNANDES et al., 2011; LOUZADA-JUNIOR et al.,
2007).

Além disso, pacientes com AR apresentam alta probabilidade de apresentar
comorbidades como insuficiéncia cardiaca, doenga pulmonar crénica, deméncia, doenca
ulcerosa péptica. E interessante notar que mais da metade das mortes prematuras em
pessoas com AR decorrem de doengas cardiovasculares (AVINA-ZUBIETA et al., 2008;
PINCUS; SOKKA; WOLFE, 2001).

A doenca possui distribuigdo universal, acometendo todas as ragas, sendo mais
frequentes em mulheres do que em homem na proporc¢éo 3:1 (FERNANDES et al., 2011).
Entretanto, um estudo realizado no Amazonas mostrou que esta propor¢cao € bem maior
no Estado, ficando em torno de 9:1 (BOECHAT, 2010) . Esta condigdo acomete cerca de
0,5%-1% da populagdo mundial adulta, tendo sua prevaléncia aproximada de 0,46% na
populacao brasileira (FILIPPIN et al., 2008).

O diagndéstico precoce e o inicio imediato do tratamento s&o fundamentais para o
controle da atividade da doencga, ajudando assim a prevenir incapacidade funcional e

les&o articular irreversivel, melhorando a qualidade de vida dos pacientes (LOUZADA-
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JUNIOR et al., 2007). Porém no Brasil assim como nos paises desenvolvidos, os custos
relacionados a AR sado elevados. Os gastos com os pacientes assumem maior
repercussao nos paises em desenvolvimento, nos quais os recursos financeiros para a

saude sdo menos robustos (MOTA et al., 2011).

2.2 Fisiopatologia da Artrite Reumatoide

O evento inicial da doenga é o processo inflamatério principalmente na membrana
sinovial com infiltrado celular (BRENOL et al., 2007), ocorrendo uma resposta celular e
humoral que contribui para o desenvolvimento da sinovite, ou inflamag&o da membrana
sinovial. Assim causando hiperplasia da sinévia, devido migragdo de Linfécitos T e B,
Plasmacitos, Células Dendriticas, macrofagos assim como de fibroblastos sinoviais que
produzem citocinas pré-inflamatérias, causando a ativagdo de outras células (VIEIRA,
2014).

A ativacdo de células T dependentes de antigenos, desencadeia uma resposta
Imunologica essencialmente do tipo T helper 1 (Th1). Levando a multiplos efeitos, tais
como: ativacgao e proliferacao de células endoteliais e sinoviais, recrutamento e ativagao
de células pro-inflamatdrias, secregéo de citocinas e proteases a partir de macréfagos e
células sinoviais e a producdo de autoanticorpos (BRENOL et al., 2007; MARQUES et
al., 2010).

A formacdo de complexos imunes formados por autoanticorpos dirigidos contra
auto antigenos como peptideos citrulinados, ativam macréfagos através de receptores
Fc gama (Fatores Reumatoides e autoanticorpos antiproteinas citrulinadas), conduzindo
assim a liberac&o de citocinas tais como: Interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-15, Interferon-y
(INF-y) e Fator de Necrose Tumoral (TNF). Algumas dessas citocinas tem a capacidade
de ativar células residentes para produgdo de enzimas proteoliticas (colagenases e
metaloproteinases), que mediam a destruicdo da cartilagem (VIEIRA, 2014). A perda
progressiva de cartilagem, leva a redugcdo do espago articular — este evento é
responsavel pela deformidades articulares e perda de fungao articular.

O local inflamado pode adquirir uma estrutura similar ao de tecidos linfoides
terciarios, com predominio de linfocitos TCP4*. A hiperplasia das células sinoviais, o
infiltrado linfocitico e a neoangiogénese levam a formagao do “pannus” (tecido sinovial
proliferado), que atinge o osso subcutaneo e, em seguida, a cartilagem articular, com
distribuicdo progressiva (BRENOL et al., 2007). Segundo FILIPPIN et al (2008) o pannus

cresce de modo semelhante a tumores benignos e invade a cartilagem, ativa as células



22
locais, que ajudam na degradacédo dessa cartilagem e do osso, resultando numa

destruicdo e conseguinte erosio.

2.3 Morte celular e sinovite cronica na Artrite Reumatoide

O processo de morte celular pode ser classificado de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, sendo as principais: Apoptose, Autofagia,
Necrose, Senescéncia e Piroptose (GRIVICICH et al., 2007). Insultos metabdlicos,
téxicos e inflamatorios resultam em lesdes celulares, e a principal caracteristica destes
insultos é a ativacdo de morte, que normalmente €& por apoptose e / ou necrose
(GUICCIARDI et al., 2013).

A morte celular por necrose causa ruptura da membrana celular de modo que o
material intracelular é liberado para o meio extracelular, causando assim resposta
inflamatorias, devido a ativagédo de células do sistema imunolégico, podendo promover
o crescimento de tumores no local da inflamagdo (OUYANG et al., 2012). Ja a morte
programa, também conhecida como apoptose se caracteriza pela formagéo de corpos
apoptoticos, encolhimento celular, fragmentagdo nuclear, condensagao da cromatina e
fragmentagdo do DNA cromossomico. Possui duas vias de ativac&o: extrinsecas
(receptores de morte) e a intrinseca (mitocondrial) (SU et al., 2015). A apoptose
mitocondrial pode ser ativada por varios estimulos intracelulares, tais como, danos ao
DNA, privacéo de fator de crescimento, estresse oxidativo. A juncdo de pro-caspase-9,
Fator de ativacdo de proteases apoptoticas (APAF-1) e citocromo-c forma o
apoptossomo, que torna a caspase-9 ativa e consequentemente as caspases-7 e 3
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007).

A apoptose de células sinoviais na AR foi inicialmente estudada em 1995, quando
pesquisadores mostraram que a indugdo de apoptose na membrana sinovial pode
regular a producéo de citocinas inflamatorias, sugerindo que este mecanismo representa
uma importante ferramenta terapéutica para AR. A redugao experimental da populacéo
de macrofagos promove melhora da artrite induzida pelo colageno em camundongos
DBA1/J. O mecanismo de resisténcias das células sinoviais a apoptose nao é
completamente esclarecido, porém acredita-se que a alta expressdo da proteina
antiapoptotica FLIP tenha um papel central neste fenbmeno. Por estas razdes, varios
autores tém considerado a indugcdo de apoptose em macréfagos sinoviais uma

importante estratégia para terapias futuras. Tomados em conjunto, estas informagdes
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evidencia o potencial de pesquisa para novas terapias que promovam apoptose de
macrofagos ndo s6 para AR como para o cancer. Assim sendo, o presente trabalho
avaliou experimentalmente o efeito indutor de apoptose deste sistema carreador

inovador — as LNC — carregadas com DIC sobre duas linhagens de macréfagos.

2.4 Macréfago na Artrite Reumatoide

Os macréfagos s&o numerosos na membrana sinovial (MS), sendo uma das
principais células residentes na articulacdo inflamada, essas células participam de
muitos eventos da inflamacao, tais como, secre¢cdo de citocinas pro-inflamatdrias,
estimulacdo e recrutamento de leucécitos, proliferagdo de fibroblastos e secreg¢ao de
proteases. Sua posicdo em toda a camada de revestimento e sub-revestimento na jun¢ao
cartilagem-pannus, facilita seu papel mediando a destruicdo da cartilagem (KENNEDY
et al., 2011).

Em adicdo a esse papel atribuido a esse tipo celular, descobriu-se que os
monaocitos/macrofagos s&o a origem da erosao 6ssea patoldgica na AR, pois apresentam
excessiva diferenciagdo em osteoclastos, agravando ainda mais os danos causados pela
doenca (DAVIGNON et al., 2012).

Com base nesses achados sobre os macrofagos sinoviais (M@S) na AR, LI; HSU,
MOUNTZ (2012) proporéo que a causa central da AR é os fatores quem inicialmente,
levar a um aumento subclinica de macrofagos patogénicos, causando desequilibrio local
onde uma retroalimentagdo patogénica € mantida. Assim estas células passaram a ser
estudadas durante a doencga, observando seu respectivo aumento no numero de células
durante a doencga ativa e sua redugao significativa apos tratamento eficaz (UDALOVA,;
MANTOVANI; FELDMANN, 2016).

Portanto, a supresséo inicial dos macrofagos pode ser uma das abordagens
terapéutica mais importante na AR, colocando essa célula como alvo terapéutico por
apresentam correlagao entre infiltragdo de MJS e progressao radiologica, eficacia no
tratamento da doencga apos regulagdo negativa do sistema fagocito mononuclear e
eficacia com terapias dirigidas a citocinas produzidas predominantemente por
macrofagos (KINNE et al., 2000).

As terapias direcionadas aos macrofagos podem ser, realizadas por bloqueio dos
fatores que promovem o desenvolvimento de macréfagos inflamatérios ou visando

diretamente macréfagos patogénicos com agentes indutor de apoptose, assim
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restabelecendo o equilibrio funcional no ambiente inflamatorio (LI; HSU; MOUNTZ,
2012).

2.5 Diagnéstico e Tratamento

A AR, mesmo sendo uma patologia tratada em ambulatorios, é uma doenga de
longa duragao e alto custo no seu gerenciamento e monitoramento, fazendo o custo do
tratamento um importante componente dos provedores de cuidado da saude
(MONTEIRO; ZANINI, 2008). Os custos relacionados a doenga sdo elevados, que
decorre tanto de fatores diretos (gastos com diversos medicamentos, alguns de alto
custo) ou indiretos (perda de produtibilidade pessoal, pagamento de aposentadoria por
invalidez, etc) (MOTA et al., 2012).

A Sociedade Brasileira de Reumatologia, através de sua Comissao de Artrite
Reumatoide, sintetiza recomendacdes para o manejo da AR no Brasil, com enfoque no
diagndstico e avaliagdo inicial da doenga (MOTA et al., 2011). O diagndstico da AR é
estabelecido considerando-se achados clinicos e exames complementares. Nenhum
teste isolado, seja laboratorial, de imagem ou histopatoldgico, confirma o diagnostico
(MOTA et al., 2013).

No estagio inicial da doenga é dificil realizar um diagndstico, pois as queixas
iniciais sdo graduais e subitas, e os sintomas podem diminuir, assim retardando uma
procura médica pelos pacientes (CHECHI, CASTRO e SANTOS, 2011).

Os médicos normalmente solicitam provas de atividade inflamatéria (Velocidade
de Hemossedimentagéo - VHS e Proteina C Reativa - PCR), fator reumatoide (presente
em 80% dos pacientes, ndo excluindo e nem identificando a doenga), analise de liquido
sinovial, exames radiolégicos e no exame fisico (CHECHI, CASTRO e SANTOS, 2011).
Contudo a American College of Rheumatology definiu critérios para o diagnostico da AR,
tais como: rigidez matinal; artrite em trés ou mais areas articulares; artrite nas
articulacbes da mao; artrite sistémica por pelo menos seis semanas; noédulos
reumatoides; Fator reumatoide sérico; alteragdes radioldgicas, sendo necessario a
presencga de quatro critérios para classificar um pacientes (BADER, 2012).

E inegavel que a compreensdo da fisiopatogénica da AR, de seus métodos
diagndsticos e do manejo terapéutico sofreram consideraveis avangos nos ultimos anos,
destacando-se a importancia dada ao periodo inicial da doenga, a chamada AR inicial
(primeiros 12 meses de sintomas da doenga) reconhecidamente uma “janela de
oportunidades terapéutica” (MOTA et al., 2013).
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Os pacientes diagnosticados com AR devem iniciar o tratamento o mais
previamente possivel, com o objetivo de reduzir a atividade inflamatéria da doencga e até
mesmo a remissao dos sintomas (ALMEIDA; ALMEIDA; BERTOLO, 2014). Tratamentos
farmacologicos s&o a principal terapia para pacientes com AR ativa, objetivando induzir
a remissao clinica e inibir a progressado de danos articulares estruturais e funcionais
(BADER, 2012).

O tratamento inclui drogas AINE e Glicocorticoides (CGs) em baixa dosagem ou
intra-articular e, principalmente, DMCD e agentes imunobiologicos (GOELDNER et al.,
2011). O objetivo de controlar e prevenir a lesédo articular, diminuindo a perda de fungao
articular e diminuir a dor, melhorando a qualidade de vida dos pacientes, pois a remissao
completa raramente € alcangada (LAURINDO et al., 2004). Portanto, as DMCD séao o
nucleo do tratamento porque retardam a progressao da doenca e taxa de progressao
radiografica (GABRIEL; TUGWELL; DRUMMOND, 2002; MONTEIRO; ZANINI, 2008).
Entretanto existe um nicho de pacientes que, mesmo com associacbes de DMCD
convencionais nao apresentam boas respostas, precisando assim de outros
medicamentos para melhorar os sintomas (BERTOLO et al., 2014).

Isso fez o tratamento para doengas reumatologias mudar bastante nos ultimos 10
a 15 anos, com as terapias chamadas Imunobiologicos, sendo denominadas assim por
ser moléculas orgénicas de alto peso molecular de origem biolégica, em geral, os
substratos utilizados s&o as imunoglobulinas ou anticorpos. Porém uma maior eficacia e
com maior especificidade justifica o custo alto (BERTOLO et al., 2014).

No controle da dor e de processo inflamatorio articular, sdo usados os AINE em
doses baixas de CGs. Estes podem ser utilizados de forma intermitente, particularmente
em pacientes com doengas de dificil controle ou enquanto se aguarda a agdo das DMCD,

considerando que s&o drogas de acgéao lenta (LAURINDO et al., 2004).

2.6 Importancia do Diclofenaco no Tratamento da Artrite Reumatoide

A AR foi originalmente tratada com AINE, como a aspirina e outros salicilados, os
quais atuam como anti-inflamatérios inibindo a atividade das enzimas Ciclooxigenase
(COX) e, consequentemente, reduzem a produgédo de eicosanoides pro-inflamatérios
mediadores importantes da resposta inflamatéria aguda e crbnica. A despeito de sua
pouca efetividade, no que diz respeito a redugdo do dano radiolégico, continuam a ser

utilizados no tratamento da AR para alivio dos sintomas da inflamagédo, mas em
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associagdgo com DMCD e imunobiolégicos (MOTTRAM, 2003). Entretanto, o uso
prolongado destas medicagdes esta associado a complicagdes cardiovasculares e
gastrointestinais, assim como perda progressiva de fungdo renal (POUNTOS et al.,
2011). Diversos mecanismos sdo propostos para explicar a toxicidade digestiva dos
AINE (MULLER et al., 2004).

O uso dos medicamentos AINE aumenta o risco de Ulcera Péptica (UP) e erosdes
gastroduodenais, que tém como complicagdes a hemorragia digestiva e a morte. O risco
de complicagdes gastrintestinais é de 4 a 5 vezes menor na populagao que n&do consome
AINE (CHARRUA, 2010).

Segundo BITTENCOURT (2011), outros estudos concluiram que o risco de
hepatotoxicidade induzida por AINE €& muito pequena, sendo a incidéncia de lesdo no
figado de 1,7 por 100.000 individuos expostos, sendo sua taxa maior em pessoas acima
de 75 anos. Entretanto, quando considerados apenas os AINE aprovados e em uso no
mercado, o DIC é a droga associada ao maior risco de dano hepatico (BITTENCOURT,
2011). Além disso, outros autores observaram o aumento de risco cardiovascular
associados ao Rofecoxib e DIC, destacando-se que mesmo pessoas saudaveis tém risco
maior de doencgas cardiovasculares quando tomam AINE em particular o DIC
(SCHJERNING OLSEN et al., 2013).

De acordo com KATZUNG (2007) , todos os AINE podem ser encontrados no
liquido sinovial apdés administragdo repetida. Os farmacos com meia-vida curta
permanecem nas articulagdes por mais tempo do que o previsto por sua meia-vida,
enquanto os farmacos com meia-vida mais longas desaparecem do liquido sinovial em
uma faixa proporcional a sua meia-vida. O DIC € um AINE com a meia vida de apenas
1,1 h, sendo bastante utilizado na AR por concentra-se na membrana sinovial.

O DIC é derivado do acido fenilacético, o acetato de 3-(2,6 dicloroanilino)-fenil,
sendo normalmente encontrado como sais de sédio e potassio (MINETTO, 2009). E uma
droga AINE muito usada na terapia clinica, porque inibe a COX, enzima envolvida na
sintese de eicosanoides pro-inflamatorios, relacionados a inflamacao (ALBANO et al.,
2013), portanto, largamente prescrito para o tratamento coadjuvante da AR, da
osteoartrite, de lesbes musculoesqueléticas e analgesia pods-cirurgica (EMAMI;
GHASSAMI; TALARI, 2007). Entretanto, o uso do DIC tem sido restringido no presente
em raz&o de sua toxicidade hepatica, gastrica, renal e cardiovascular (MCGETTIGAN;
HENRY, 2013). Por este motivo, o desenvolvimento de formulagées com melhor indice

terapéutico tais como nanoparticula de DIC baseadas em PGLA e LNCs tem obtido
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grande interesse na literatura (COOPER; HARIRFOROOSH, 2014; OLIVEIRA et al.,
2012b).

A toxicidade do DIC é bastante estudada em ensaios celulares in vitro.
Encontramos na literaturas diversos trabalhos com diferentes linhagens células (Quadro
1), onde demostrou-se o efeitos apoptoticos do farmaco sobe linhagens distintas
(AMANULLAH et al., 2016; CECERE et al., 2010; FREDRIKSSON et al., 2011; GOMEZ-
LECHON et al., 2003a; HASSAN et al., 2014; INOUE et al., 2004; VALLE et al., 2013;
YAMAZAKI et al., 2006). Poréem nenhum estudo foi encontrado avaliando a toxicidade
sobre macrofagos. Acredita-se que a toxicidade do DIC esteja relacionada a produgao
intracelular de ROS (GOMEZ-LECHON et al., 2003b), reducdo do potencial de
membrana mitocondrial com indugéo de apoptose e fragmentagcdo do DNA (HICKEY et
al., 2001). Entretanto, evidencia recente mostrou que o DIC causa disfung&o no sistema
intracelular do proteassoma, causando estresse citoplasmatico e apoptose pela via
mitocondrial, sendo a fragmentacdo do DNA um epifenédmeno da apoptose
(AMANULLAH et al., 2016)

O macroéfago apresenta um papel importante em diversas doengas metabdlicas,
estando relacionado a fisiopatologia da AR como fonte de citocinas proinflamatorias na
membrana sinovial (CHAWLA; NGUYEN; GOH, 2011; POPE, 2002b), assim

aumentando nosso interesse nessa tipo celular.

Linhagem Autor
HepG2 (Cancro do figado humano) (FREDRIKSSON et al., 2011; GOMEZ-
LECHON et al., 2003a)
HL-60 (Leucemia promielocitica humano) (INOUE et al., 2004)
SH-SY5Y (Neuroblastoma humano) (CECERE et al., 2010; YAMAZAKI et al.,
2006)
Células de Adenocarcinoma de Ovario (VALLE et al., 2013)
Humano - HEY (/n vivo — xenoenxerto)
DLBCL (Linfoma de células do manto (HASSAN et al., 2014)
humano)
A549 (Células epiteliais basais de (AMANULLAH et al., 2016)
adenocarcinoma alveolar humano)

Quadro 1 — Estudos com toxicidade celular in vitro induzida por diclofenaco em diferentes linhagens
celulares e células derivadas de tecidos
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2.7 Sistema de Liberagao Controlada (“Drug Delivery Systems”)

Sistemas carreadores nanoparticulados permitem carregamento e encapsulagao
de farmacos sem modificagdo, como acontece para conjugados polimero-drogas. As
particulas coloidais podem variar em tamanho de 10nm a 1um, mas tipicamente
apresentam tamanho entre 20 e 300nm, minimizando a captura pelo sistema reticulo-
endotelial, porém permitindo o direcionamento passivo para tecidos inflamados, onde ha
aumento da permeabilidade vascular (Figura 1). Lipossomas, micelas, nanoparticulas
metalicas, além de nanoparticulas poliméricas, constituem-se nos sistemas carreadores

de drogas mais comuns (JAIN, 2008).

| / |
Figura 1. Membrana sinovial inflamada na Artrite Reumatoide. CEA — células endoteliais ativadas com
aumento de permeabilidade. FibS — Fibroblastos sinoviais. M@S — Macrofagos Sinoviais. MS — Membrana
sinovial. ES — Espacgo sinovial. CA — Capsula sinovial. A figura representa o direcionamento passivo de
nanoparticulas (NP) através do endotélio ativado (Adaptado de BADER R. A., 2012)

Os lipossomas sao vesiculas formadas por uma bicamada de fosfolipideos com
nucleo aquoso (Figura 2). Consequentemente, os lipossomas s&o usados para
encapsulamento tanto de drogas com carater hidrofobico, como de carater hidrofilico, na
dupla camada lipidica ou no centro aquoso, respectivamente (JAIN, 2008). Embora os
lipossomas convencionais sejam rapidamente capturados pelo sistema
reticuloendotelial, a incorporagao de polimeros como Poly (etilenoglicol) (PEG) permite
incrementar o tempo das particulas na circulagdo. Como consequéncia, os lipossomas
tém sido amplamente estudados com intuito de melhorar a farmacologia das drogas
utilizadas em reumatologia (BADER, 2012).
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Figura 2. Sistema Carreador Nanoparticulados — Lipossoma.

As nanoparticulas (inclui nanocapsula e as nanoesferas) sao diferenciadas por
sua composicao e organizagao estrutural (Figura 2). As nanocapsulas s&o constituidas
por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco
estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a sua parede polimérica. Ja as nanoesferas,
gue nao apresentam 6leo em sua composicao, sdo formadas por uma matriz polimeérica,
onde o farmaco fica retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Parede
polimérica

A B gl C
Farmaco\{i’ i 2 7% > o
FORRM <4 o
Nideo - o R g R ™ v
Glegen i} polimérica
Nanocapsulas Nanoesferas

Figura 3: Representagéo esquematica de Nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: A: farmaco dissolvido
no nucleo oleoso das nanocapsulas; B: farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas; C:

farmaco que pode estar retido ou adsorvido na matriz polimérica das nanoesferas.

Varias preparagdes tém sido propostas como sistemas Drug Delivery para o
cancer e, mais recentemente, o uso desses sistemas tem crescido incrivelmente em
pesquisa na tentativa de melhorar os aspectos farmacolégicos de Drogas modificadoras
do curso da doenga (DMCD) na Artrite Reumatoide. Diversas formulagbes como
lipossomas, nanoparticulas, micelas, conjugados droga-macromolécula, tem sido usados
para aumentar a estabilidade das drogas na circulagdo, bem como sua acumulagao,

passiva ou ativa, nos sitios de inflamacao (BADER, 2012). Bader (2012) demonstrou que
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isto tem aumentando tanto a especificidade como a eficacia terapéutica, em modelos
experimentais, mas também em estudos com humanos tém mostrado a eficiéncia desta
abordagem.

Os trabalhos pioneiros de (WILLIAMS et al., 1986) e (WILLIAMS et al., 1987)
tiveram papel importante no desenvolvimento de sistemas nanoparticulados em
reumatologia, porque demonstraram que lipossomas marcados com tecnécio podem
acumular-se na membrana sinovial depois da administragdo endovenosa, abrindo a
perspectiva do uso destes sistemas para melhorar a farmacologia de DMCD usados em
reumatologia (POLETTO et al., 2012). Posteriormente, demonstrou-se que o metotrexato
(MTX) — importante DMCD para tratamento da AR — na forma lipossomal, preparado por
conjugagao com acido carboxilico-y, foi capaz de reduzir significativamente a inflamacao
estabelecida na membrana sinovial, com redugédo de sua toxicidade (WILLIAMS et al.,
1994).

Outras iniciativas com sistemas carreadores de MTX foram tentadas, como o
Phosphogliv — micelas lipidicas carregadas com MTX (ZYKOVA et al., 2008). Outro
sistema proposto foi o conjugado MTX-albumina (WUNDER et al., 2003). Em raz&o da
pouca lipossolubilidade do MTX, sistemas lipidicos, em geral ndo atingem concentragao
maior que 20-50% da droga na fase sélida, o que limitou os estudos com o MTX
(OLIVEIRA et al., 2012a).

Na ultima década, um novo sistema drug-delivery contendo um nucleo organogel
formado por uma dispersdo de monoestearato de sorbitano em triglicerideos de cadeia
meédia, revestido por uma parede polimérica de poly(e-caprolactona) (PCL) e estabilizado
com micelas de polysorbato 80 (FIEL et al., 2013; JAGER et al., 2009; POLETTO et al.,
2015; VENTURINI et al., 2011), tendo sido denominado nanocapsulas de nucleo lipidico
(LNC). As LNC tem sido utilizada como sistema carreador de farmacos com resultados
promissores. A indometacina carregada em LNC demonstrou-se antitumoral para
glioblastoma (BERNARDI et al., 2013), reduc&o da artrite induzida por adjuvante e da
hemorragia digestiva relacionada a indometacina (BERNARDI et al., 2009), e inibicado da
doenga de Alzheimer experimental por reduzir atividade inflamatéria induzida pela
proteina amiloide (BERNARDI et al., 2012). A formulag&o dietyl ester de metotrexate e
tretinoina apresentou atividade antitumoral mesmo em células de cancer resistentes a
quimioterapia (SCHULTZE et al., 2014; YURGEL et al., 2014).

As LNC tém grande estabilidade nos fluidos corporais e, em razao da sua escala
nanomeétrica, concentram-se nos tecidos inflamados e razdo da alta permeabilidade do

tecido endotelial inflamado. Além disso, sdo avidamente fagocitadas por macrofagos,
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promovendo a concentracdo do farmaco encapsulado nos espagos subcelulares
(POLETTO et al., 2012). Também foram desenvolvidas formulacdes propondo a
modificagao da molécula de MTX e DIC com esterificagdo, conseguindo a
concentragao de 60-90% de concentragao dos farmacos na fase soélida (OLIVEIRA
et al., 2012b). Portanto, um dos usos potenciais das LNC é a sua associagao com
farmacos AINE, como o DIC com objetivo de melhorar seu perfil farmacolégico
(SCHAFFAZICK et al., 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito apoptético de Nanocapsulas de Nucleo Lipidico carregadas com

Diclofenaco sobre Macréfagos em cultura.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Avaliar a toxicidade celular in vitro das formulacdes nanoencapsuladas;

e Avaliar o efeito das formulacbes sobre a producado de Espécies Reativas de
Oxigénio;

¢ Avaliar os efeitos das nanocapsulas sobre o potencial de membrana mitocondrial
e danos moleculares ao DNA;

e Avaliar o efeito das formulagdes na morte celular.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo (fluxograma)
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4.2 Preparo das formulacdes de Nanocapsulas de Nucleo Lipidico (LNC)

As LNC contendo DIC foram cedidas pelo grupo de pesquisa das Professoras Dra.
Adriana Raffin Pohlmann, do Instituto de Quimica e da Dra. Silvia Stanisguaski Guterres,
da Faculdade de Farmacia, ambas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As
formulagdes foram produzidas por precipitagdo do polimero pré-formado (BOECHAT et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2012a) a composigao descrita na Tabela 1, e evaporadas a
pressao reduzida até o volume final indicado. Para este trabalho, a quantificacdo de

farmacos nas formulagdes foi procedida como controle de qualidade.

Tabela 1: Composicdo das nanocapsulas de nucleo lipidico.

Matéria-prima LNC LNC-DIC
Poli(e)coprolactano 0,100g 0,100g
Monoestearato de sorbitano 0,038g 0,038¢g
Triglicerideo dos acidos caprico e caprilico 0,160g 0,160g
Diclofenaco acidko | = 0,010g
Acetona 27mL 27mL
Polissorbato 80 0,077¢g 0,077¢g
Agua ultrapura 53mL 53mL
Volume final apds evaporacgao 10mL 10mL

Foi utilizada a técnica de difragdo de laser (teoria Mie de espalhamento de luz),
para analise de distribuicdo de tamanho das particulas das formulagdes produzidas. A
determinacao do teor do DIC acido na formulacéo foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), segundo os métodos descritos por OLIVEIRA et al., (2012).

4.3 Linhagens celulares de Macroéfagos

4.3.1 Linhagem J774

A linhagem celular de macrofagos murinos Balb/c J774 foi doado pelo Dr. Carlos
Antério Sorgi, pesquisador na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo, Ribeirdo Preto. As células foram cultivadas em atmosfera umida, a 37°C,
contendo 5% de CO, em meio Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) (Gibco®,



35
Life Technologies, EUA) suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB) (Gibco®,
Life Technologies, EUA), 2mM de L-glutamina, penicilina/estreptomicina a 1% (Gibco®,
Life Technologies, EUA). As células foram plagueadas em placas de 96 pogos, a uma

densidade de 100.000 células/pogo e incubada por 2 horas para aderéncia.

4.3.2 Linhagem THP-1

A linhagem celular de monécitos humanos THP-1 foram cultivadas em atmosfera
Umida, a 37°C, contendo 5% de CO2, em meio RPMI 1640 (Gibco®, Life Technologies,
EUA) suplementados com 10% de SFB (Gibco®, Life Technologies, EUA), (1%) 2mM de
L-glutamina, penicilina/estreptomicina a 1% (Gibco®, Life Technologies, EUA). Para
induzir a diferenciagdo dos monocitos em células aderentes, macrofagos, as células
foram ressuspensas em meio fresco contendo forbol 12-miristato-13-acetato (PMA) a
200ng/mL. As células foram plaqueadas em placas de 24, 48 e 96 pogos, a uma
densidade de 1.000.000, 300.000 e 100.000 células/poco respectivamente e incubadas
por 48 horas. Os macrofagos foram lavados com meio fresco e deixado em repouso

durante 2 dias, com troca de meio diariamente.

4.4 Teste de viabilidade Celular (MTT)

O método de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]}
(Sigma, Brasil) foi realizado conforme metodologia descrita por KORZENIEWSKI,
CALLEWAERT (1983) modificada, fornecendo assim uma medida quantitativa das
células com numero metabdlico de mitocondrias ativas. Esse método se baseia na
reducdo de um substrato amarelo, o sal de tetrazolium MTT, por enzimas mitocondriais
resultando em cristais de formazana, cuja absorbancia pode ser determinada por
medicao espectrofotomeétrica.

Células THP-1 e J774 foram tratadas com 1, 10, 100 e 1000uM de DIC e LNC-
DIC durante 24 e 48 h. Os controles foram tratados com Dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,1%
ou nanocapsulas descarregado com a droga. Apds o periodo de tratamento, o meio
contendo as titulagbes foram removidos e as células foram lavadas duas vezes com
100uL de Tampao Fosfato-Salino (PBS) 1X. Apds a remogao do PBS, adicionou-se 90uL
de meio de cultura RPMI ou DMEM e 10uL de MTT (5mg/mL) nos pogos. As células

foram incubadas durante 3h e a solugao foi, em seguida, removida. Adicionou 100uL de
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DMSO e a placa foi deixada por 20 minutos sobre agitagc&o, para total dissolugdo dos

cristais de formazana.

A leitura foi feita em leitor de ELIZA, com absorbancia de 560nm. Sendo
linearmente proporcional ao numero de células vivas. A viabilidade celular foi calculada
usando a equacéo: Viabilidade celular em % = (AbSamostra X 100 / AbScontrole), ONde a
Absamostra é a Absorvancia de células tratadas com as formulagdes de estudo e

Abscontrole € a absorvancia das células controle (células apenas com meio).

4.5 Deteccao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Os niveis de ROS intracelular foram analisados através da sonda fluorescente
2'7'-Acetato Diclorofluoresceina (DCFDA, Sigma, Brasil) (NICHOLSON et al., 2016).
ApoOs os tratamentos das células J774 e THP-1 com as formulagdes, por 24 e 48 horas,
respectivamente, DCFDA (25uM) foi adicionado as culturas por 45 minutos, a 37°C em
5% de CO2, ao abrigo da luz. O DCFDA difunde-se pela membrana celular e € hidrolisado
por esterases intracelulares, formando a diclorofluoresceina (DCF, ndo fluorescente),
que reage com H20O: intracelular, formando a diclorofluoresceina oxidada (oxDCF,
fluorescente). As placas foram raspadas e os niveis de fluorescéncia foram medidos em

leitora (Chameleaon™ V Multitechnology Plate Reader), emissdo de 450nM e 535nM.

4.6 Determinacao do Potencial Elétrico de Membrana Mitocondrial (Aym)

O lodeto de 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6(3)) (Sigma, Brasil) € um
corante lipofilico que permite avaliar o potencial das membranas citoplasmatica e
mitocondrial gerada pela diferenga de concentracédo de ides no interior e exterior das
membranas, método adaptado de VAYSSIERE et al. (1994). Os experimentos foram
realizados em duas linhagens de células (J774 e THP-1), apds o tratamento com as
formulagdes (24 e 48 horas), as células foram incubadas com DIOC6 (2uM) em estufa
por 12 minutos. As células foram retiradas da placa (raspagem) e lavadas 3x com 100uL
de PBS 1X, os niveis de florescéncias foram medidos em leitora Chameleaon™ V

Multitechnology Plate Reader, emissdo de 450nM e excitagdo 500nM.
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4.7 Efeito das nanoformulagdées na marcagao das células com Anexina V

A deteccéo de apoptose em células tratadas com nanoformulagdes foi realizada
por marcagdo celular de Anexina V/APC (DB Pharmingen™). Um marcador muito
utilizado na marcacao de células apoptoticas (VERMES et al., 1995). A Anexina V possui
afinidade pelo fosfolipide de membrana fosfatidilserina que se encontra na parte interna

da membrana celular, sendo exposto apenas durante o estagio inicial da apoptose .

As células THP-1 ativadas foram cultivadas em placas de 24 pogos, numa
densidade de 1x108 células/pogo, utilizados os seguintes estimulos: Staurosporine
(Stau) 5 uM (Sigma, Brasil) (controle positivo), as formulagdes em duas concentragdes:
75uM e 150uM e apenas meio nos pogos de controle negativo, por 48h. As células foram
retiradas da placa e transferidas para tubos de citometria, lavadas duas vezes com PBS
1X gelado e fixadas com paraformaldeido 2% (20 minutos a 4°C). As amostras foram
lavadas novamente (2x) e marcadas com Anexina V/APC (3pL). As amostras foram
incubadas por 45 minutos em estufa a 37°C, ao abrigo da luz. As amostras foram lavadas
e analisadas em citdmetria de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience) da Fundagdo Oswaldo

Cruz (Fiocruz) Manaus/AM e analisadas em software FlowJo 8.7.

4.8 Atividade de Caspase-3

A ativacao de Caspase-3 desempenha um papel central no processo apoptatico.
Para a detecc¢ao de ativacdo da Caspase-3 nas células tratadas com as formulagoes, foi
utilizado o kit de coloracdo PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit da BD.

O ensaio faz uso de anticorpos anti-caspase-3 ativa conjugada individualmente,
com o corante PE, marcador fluorescentes in situ. Marcador permeavel a células, ndo
apresentando caracteristicas toxicas, se ligam a Caspase-3 ativada em células que estao
em processo de apoptose. O marcador PE permite sua detecgéo por citometria de fluxo.

Para o ensaio, foram plaqueadas 1x10°® células/pogo (THP-1) em placa de 24
pocos, as células foram tratadas: com meio (controle negativo), Stau. 5uM (controle
positivo) e as formulagdes de teste (DIC 75 e 150uM, LNC-DIC 75 e 150uM e LNC)
durante 48 h. Apds os tratamentos, as células foram retiradas da placa e transferidas
para tubos de citometria, lavadas e marcadas seguindo recomendagdes do fabricante.
Em seguida, as células foram ressuspensas em PBS 1X e analisadas em citbmetria de
fluxo FACSCanto™ |l (BD Bioscience) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
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Manaus/AM. Para deteccdo da proteina ativa nas células foi utilizado o programa FlowJo
(v8.7).

4.9 Ensaio Para Detecgcao de Danos no DNA (Cometa Alcalino)

O ensaio do teste do cometa, ou ensaio de eletroforese em gel de célula unica, é
uma técnica para deteccao rapida e quantitativa de dano no DNA a parte de células
individuais, a técnica corresponde a um ensaio de grande sensibilidade para a detec¢ao
de varios tipos de danos no DNA, tais como quebra de fitas duplas ou simples, danos
oxidativos e ligagdes cruzadas.

O experimento com a versao do teste do cometa Alcalino foi feito em pH alcalino
conforme metodologia descrita por SINGH et al., (1988) modificada. As células foram
plaqueadas em placa de 48 pogos, numa densidade de 3x10° células por poco, foi tratada
com PMA (200ng/mL) por 48 horas e deixada em repouso por dois dias com troca de
meio diario (RPMI completo). Apds o preparo das placas, as células foram tratadas com
as formulagdes nas concentragdes definidas: 75uM e 150uM, Doxorrubicina (DOXO)

63uM (Controle Positivo) e Meio (Controle Negativo) durante 48 h.

As células foram retiradas da placa apds o prazo de incubagao e centrifugadas, o
pellet foi ressuspenso em agarose baixo ponto de fusdo (LMP) (Invitrogen) e transferido
para laminas de microscopio pré-coberta com agarose ponto de fusdo normal (NMP)
(Invitrogen). Apos a solidificagao, as laminas ficaram em solugéo de lise por 1 hora, para
ocorre a desnaturagao da parede celular e nuclear, restando o DNA ocupando o espacgo
que antes seria o nucleo celular. As laminas foram colocadas em solugdo de

neutralizagédo e deixa por 15 minutos em temperatura de 4°C.

Apoés esse periodo as laminas foram dispostas horizontalmente na cuba de
eletroforese preenchida com solugéo de eletroforese (Cometa Alcalino) por 20 minutos
para permitir o desempacotamento do DNA. A eletroforese foi conduzida na auséncia de
luz por 20 minutos, a 20V e com corrente de 300mA. Posteriormente, colocou-se as
ldminas em solucdo de neutralizacdo por 15 minutos, para retirar a alcalinidade, em
seguida as laminas serao secas e fixadas com etanol 100%.

As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (EQUIPAMENTO),
em filtro GFP-L, objetiva de 20x, utilizando 40uL de Sybr Green (Invitrogem, By Life

Technologies). Analisou-se um total de 150 células por Iamina (trés contagens de 50), a
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analise foi feita pelo padrao de escore (que vai de 0-4) (Figura 4) de acordo com tamanho
e intensidade da cauda do cometa, que representa o nivel de fragmentagdo de DNA,

indicando o grau de lesao sofrido pelas células.

Nivel: 1 Nivel: 2

Nivel: 3 Nivel: 4

Figura 4: Classificagdo de cometas em Niveis de danos.

4.10 Analise Estatistica

Os dados foram descritos como média e desvio padrdo. A Concentragao Inibitéria
50% (IC50%) para cada formulagéo foi obtida por regressdo nao-linear, utilizando-se o
teste de D’Agostino & Pearson para avaliar a normalidade das curvas obtidas. Quando
duas formulagdes foram analisadas simultaneamente quanto as IC50%, as curvas foram
comparadas com Critério Informativo de Akaike (AIC) e pelo teste da Soma dos
Quadrados (teste F). Para comparagao de multiplas médias foi aplicada ANOVA de 1
fator (One-Way ANOVA), com analise post-hoc pelo Teste de Tukey com correcdo de

Bonferroni.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao das Nanoparticulas

As formulacdes de LNC E LNC-DIC apresentam-se como um liquido leitoso com
didmetro D43 (nm), expressos na Tabela 2, com de D4,3 <319 para ambas as
formulagées. O teor de farmaco da formulagdo LNC-DIC foi de 1,04 + 0,01 mg.mL™". Para
o novo lote de LNC preparadas a determinac¢ao de teor dos farmacos foi procedida como

meétodo de controle de qualidade.

Tabela 2: Didmetro médio de volume D[4,3].

Formulagao Didmetro D43 (nm)
LNC-Branca 245
LNC-DIC 319

Para determinacao de teor dos farmacos (Tabela 3), foi construida uma curva de
calibragao, sendo a solugdo-mée de DIC (500g/mL) e as diluicdes subsequentes foram
preparadas em acetonitrila. Ambos mostraram-se em distribuicado linear no intervalo de
2,5 —15g/mL (r>=0,99). LNC-DIC: 100uL da formulago foi tratada com acetonitrila (B. V.
10mL). Sendo a solugao filtrada (Millipore, 0,45um) e analisadas quanto ao teor de

farmaco por CLAE.

Tabela 3: Teor do farmaco nas formulagdes.

Formulacao Teor do Farmaco

LNC-DIC 1,04 mg/mL

5.2 Teste de viabilidade celular utilizando duas linhas de macréfagos

As formulagdes foram utilizadas no tratamento das duas linhagens de estudo e
em seguida submetidas ao ensaio de MTT para avaliar a redugéo da viabilidade celular
em uma curva com quatro concentracgdes: 1, 10, 100 e 1000uM por 24 e 48 horas. Todas
as formulagdes utilizadas apresentaram toxicidade, porém LNC-DIC apresentou maior
toxicidade em ambas as linhagens de células (Figura 5, 6). Os valores calculados de
IC50% para DIC e LNC-DIC foram, respectivamente, 877,2uM (r’°=0,87) e 460,4uM
(r’=0,88) em 24 horas e 646,2uM (r? =0,63) e 144,5uM (r’=0,30) em 48horas (Figura 6).
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A linha celular J774 se mostrou mais sensivel a ambas as drogas testadas (Figura 5),
com IC50% em 24horas calculadas para DIC em 306,6uM (r?=0,84) e LNC-DIC 118uM
(r>=0,93). Em 48h os valores obtidos para IC50% das formulagdes sobre J774 foram
251,7uM (r’=0,94) e 24,35uM (r>=0,94). Baseados nos valores obtidos para as IC50%
das formulacdes DIC e LNC-DIC, foram utilizadas nos experimentos de apoptose as
concentracdoes de 75uM e 150uM para células THP-1 e 65uM e 130uM para células
J774.
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Figura 5: Teste de viabilidade celular e determinagéo IC50% pelo método de MTT em células J774 numa
concentragdo de 1x10%pogo, foi utilizou-se meio e DMSO como controle negativo, Staurosporine 2,5uM
controle positivo. O experimento foi feito em dois tempos (A= 24 horas e B= 48 horas) com quatro
concentragdes (1uM, 10uM, 100uM e 1000uM). A: Com 24 horas houve diferenga significativa entre as
formulagdes, 1C50% de DIC 306,6uM (r?=0,84) e LNC-DIC 118uM (r?=0,94). B: 48 horas houve uma
diminuigdo no IC50% de ambas as formulagdes, DIC 251,7uM (r?=0,94) e LNC-DIC 24,35uM (r?=0,94).
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Figura 6: Teste de viabilidade celular e determinagao IC50% pelo método de MTT em células THP-1 numa
concentragdo de 1x10%pogo, utilizou-se meio e DMSO como controle negativo, Stau. 2,5uM controle
positivo. O experimento foi feito em dois tempos (A= 24 horas e B= 48 horas) com quatro concentragbes
(1uM, 10uM, 100uM e 1000uM). A: Em 24 horas houve diferencga significativa entre as formulagdes, IC50%
de DIC 877,2uM (r?>=0,87) e LNC-DIC 460,4uM (r>=0,88). B: 48 horas houve uma diminui¢do no IC50% de
ambas as formulagbes, DIC 646,2uM (r?=0,63) e LNC-DIC 144,5uM (r?=0,30).

5.3 Producao de ROS intracelular apés tratamento com Nanoformulagoes

O DIC induz toxicidade aumentando a produgéo intracelular de ROS (GOMEZ-
LECHON et al., 2003b). Por esse motivo foi avaliado a producéo intracelular de ROS
com DCFDA nas linhagens de macrofagos apos 24h e 48h de tratamento. Observa-se
na Figura 7 que a formulagdo LNC-DIC induz maior produgao intracelular de ROS em
relacdo a formulagdo padrdo em THP-1 nas concentragbes 75uM (14,1412,69,
30,33+3,90; p<0,0001) e 150uM (27,24+0,90, 36,88+2,49; p=0,0002). Para as células J774
nao houve diferenga estatistica na produ¢ao de ROS entre as formulagdes DIC e LNC-
DIC (Figura 7A) quando comparadas nas concentragdes 65uM (49,55+11,83, 42,77+6,47;
p=0,987) e 130uM (54,40+18,44, 52,8018,11; p<0,997).
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Figura 7: Percentual de produgdo de ROS intracelular para células J774 e THP-1, as células foram
plaqueadas na concentragéo de 1x10%/pogo e tratadas com LNC, LNC-DIC e DIC. A: Células J774 tratadas
por 24 horas quando comparadas ha mesma concentracio nas diferentes formulagcdes ndo apresentaram
resultados significativos, 65uM (49,55+11,83, 42,77+6,47; p=0,987) e 130uM (54,40+18,44, 52,8018,11;
p=0,997), houve diferenca estatistica em trés grupos quando comparados com controle negativo: DIC 130uM
(p=0,037 (*), LNC (p=0,022 (*) e LNC-DIC 130uM (p=0,043 (*). B: Células THP-1 tratadas por 48 horas
apresentaram diferenga estatistica quando comparadas nas mesmas concentragdes em ambas
formulagbes, 75uM (14,14+2,69, 30,33+3,90; p<0,0001 (****) e 150uM (27,24+0,90, 36,88+2,49; p=0,0002
(***), LNC vs C(-) (p=0,0286 (*).

5.4 Potencial de Membrana Mitocondrial (Aym)

Foi realizada a avaliacdo do Ay, utilizando-se o corante fluorescente DiOCs que se
liga fortemente a membrana mitocondrial integra com perda de fluorescéncia proporcional a
queda de Awy,. Na Figura 8 observa-se que a formulagdo LNC-DIC reduziu
significativamente o Ayn em relacdo a formulacdo padrdo nas concentragées 75uM
(23,71+2,98, -40,47+4,31; p<0,0001) e 150uM (21,79+2,19, -44,65+3,36; p<0,0001) para
células THP-1 e 65uM (-1,51+2,42, -15,38+1,88; p=0,0005) e 130uM (-5,65+0,88, -
26,59+7,21; p<0,0001) para células J774. O tratamento com DIC levou a discreto aumento
no Ay das células THP-1 em relagao ao controle nas concentragdes testadas de 65uM e
130uM (Figura 8B, p=0,012, p=0,031, respectivamente). Esses resultados demonstram que
a formulagdo LNC-DIC produz maior efeito redutor no Ay, em ambas as células, sendo mais

acentuado na célula J774 que apresentou maior sensibilidade aos dois tratamentos.
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Figura 8: Percentual de Potencial de Membrana Mitocondrial por DiOCs, as células foram plagueadas
numa concentragdo de 1x10%/poco e foram tratadas com LNC, LNC-DIC e DIC em concentragdes distintas.
A: Células J774 tratadas por 24 horas com ambas as formulagdes, em concentragdes de 65uM (-1,51+2,42,
-15,38+1,88; p=0,0005 (***) e 130uM (-5,65+0,88, -26,59+7,21; p<0,0001 (****). ALNC quando comparada ao
controle negativo teve diferente significativa. (p<0,0001 (****). B: Células THP-1 tratadas por 48 horas com
ambas as formulagdes, em concentragbes de 75uM (23,71+2,98, -40,47+4,31; p<0,0001 (****) e 150uM
(21,79+2,19, -44,65+3,36; p<0,0001 (****). Nao ouve diferenca significativa entre controle negativo e LNC
(p=0,054).

5.5 Atividade de Caspase-3

A Caspase-3 é uma caspase efetora, sendo ativada para concretizar a morte
celular por apoptose. Avaliou-se a presenga da proteina ativa nas células tratadas com
DIC, LNC, LNC-DIC com citometria de fluxo para células THP-1 em 48 horas. Na Figura
9A esta demonstrada a selecdo da populagdo celular de interesse com suas
caracteristicas morfologicas de tamanho e granulosidade, enquanto a eficiéncia dos
controles foi analisada através do deslocamento dos picos dos controles utilizados no
experimento (Figura 9B). A percentagem de células com caspase-3 ativas foi definida

em relacdo ao controle negativo sem marcagao (Figura 9C e 9D).
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Figura 9: Determinacao de gates para atividade de caspase-3 por citometria. A: Distribuicdo da populagao
de células THP-1 quando suas caracteristicas morfolégicas de tamanho e granulosidade, estando em
destaque a populagéo selecionada para avaliagdo. B: Histograma representativo do deslocamento dos
controles quando a atividade de Caspase-3, onde o pico cinza sdo células sem marcagao (S.M), a linha
pontilhada é o controle negativo e a linha continua é o controle positivo (Stau. 5uM). C: Percentual de
células com caspase-3 ativa no controle negativo. D: Percentual de células com caspase-3 ativa no
controle positivo (Stau. 5uM).

Na Figura 10, pode-se observar que as formulagbes LNC-DIC aumentaram o
percentual de células com caspase-3 ativa nas concentragdes 75uM (40,85+4,37,
84,80+6,16; p<0,0001) e 150uM (53,0816,23, 81,70+9,09; p=0,0007) para células THP-1.
Além disso, a formulacdo LNC-DIC também aumentou a atividade de caspase-3 nas
concentragdes estudadas. Portanto, esta evidente por estes resultados que a formulagcéo

LNC-DIC induz maior atividade de caspase-3.
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Figura 10: Percentual de células THP-1 com caspase-3 ativa. Foi avaliada a atividade da proteina apés 48
horas de tratamento com ambas formulagbes em duas concentragdes (75uM e 150uM). A: Aumento
significativo de células com caspase-3 ativa quando comparada ambas formulagdes, 75uM (40,85+4,37,
84,80+46,16; p<0,0001 (****) e 150uM (53,0846,23, 81,70+9,09; p=0,0007 (***), LNC quando comparado com
controle negativo, apresentou resultados significativo (p=0,0012 (**). B: Intensidade media de florescéncia
das células analisadas.

5.6 Células Apoptodticas Anexina V positivas

Na Figura 11 sdo demonstrados a efetividade dos controles negativo e
positivo através do deslocamento dos picos dos controles utilizados no experimento. A
formulagdo LNC-DIC induziu maior percentual de células em apoptose Anexina V+ em
relagdo a DIC nas concentragées 75uM (5,72+0,16, 15,87+0,52; p<0,0001) e 150uM
(6,26+0,34, 12,68+0,22; p<0,0001), Figura 12, demonstrando que a formulagéo
nanoencapsulada nao apenas aumenta a atividade de caspase-3 como também a

quantidade de células em apoptose.
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Figura 11: Selegao de gates dos controles para Anexina V+ por citometria. A: Histograma representativo do
deslocamento dos controles quando a presenca de Anexina V, onde o pico cinza sao células S.M, a linha
pontilhada é o controle negativo e a linha continua é o controle positivo (Stau. 5uM), o grafico representa
o percentual de Anexina V + nos grupos controles (p=0,0286 (*). B: Percentual de células Anexina V+ no
controle negativo. C: Percentual de células Anexina V+ ativa no controle positivo (Stau. 5uM).
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Figura 12: Células THP-1 Anexina V+ determinadas por citometria de fluxo apés tratamento com ambas
formulagdes em duas concentragbes (75uM e 150uM) por 48 horas. A: Histograma representativo do
deslocamento de ambas formulagdes testadas na concentragdo de 75uM, o grafico representa o
percentual de células Anexina V+, demostrando diferencga significativa entres as formulagées (5,72+0,16,
15,87+0,52; p<0,0001 (****). B: Histograma representativo do deslocamento de ambas formulagdes
testadas na concentracdo de 150uM, o grafico representa o percentual de células Anexina V+,
demostrando diferencga significativa entres as formulagdes (6,26+0,34, 12,68+0,22; p<0,0001 (****).

5.7 Ensaio do Cometa (Versao Alcalina)

Para avaliar se as formulacdes testadas induzem danos ao DNA das células THP-
1 tratadas, foi realizado o ensaio do Cometa. Na Figura 13, observa-se que houve
aumento no indice de dano ao DNA nas células tratadas com ambas formulagdes em
relagdo ao controle negativo (p=>0,0001). Porém, n&o houve diferencga estatistica entre
formulagbes nas concentragdes testadas de DIC e LNC-DIC 75uM (50,33+1,59,
45,50+7,76; p<0,998) e 150uM (44,00£2,65, 53,33+4,16; p<0,586), evidenciando que o
dano ao DNA nao é fator determinante na diferencga de toxicidade entre as formulacoes.
A Figura 14 demonstra o grau de dano ao DNA induzida pelas formulagdes. A principal
forma de documentada de dano ao DNA entre ambas as formulac¢des é dano inicial (nivel
1, Figura 14), entretanto a formulagdo LNC-DIC induz maior percentual de nivel 2 de
dano ao DNA (Figura 15G) quando comparada ao controle negativo nivel O (Figura 15A)
e DIC nivel 1 (Figura 15D e E). O controle positivo DOXO induziu maior dano ao DNA,
nivel 4 (Figura 15C).
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Figura 13: indice de Dano em células THP-1 apds 48 horas de tratamento com ambas formulagées. Ao
compara DIC/LNC-DIC nas mesmas concentragdes, ndo houve resultado significativo 75uM (p=0,9984) e
150uM (p=0,5860). Ambas formulagdes tiveram resultados significativos nas duas concentragdes quando
comparados com controle negativo (p<0,0001).
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Figura 14: Percentual de niveis de danos em células THP-1, apos 48 de tratamento. O Unico grupo que
apresentou danos significativo de nivel 4 foi o controle positivo (DOXO), os grupos tratados com as
formulagbes apresentaram aumento no dano de nivel 1, tendo o grupo LNC-DIC 150uM uma tendéncia ao
dano de nivel 2, LNC n&o apresentou dano significativo quanto comparado ao controle negativo.
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Figura 15: Avaliagédo de periodo do tratamento das formulagbes sobre danos ao DNA. A: grupo controle
negativo, tratado com meio. Onde se observou a predominancia de cometas de nivel 0 e 1. B: Controle da
nanoformulagéo (LNC), cometa de nivel 0 e 1. C: Controle negativo (DOXO), cometa de nivel 4. D e E:
Tratamento com DIC (D 75uM e E 150uM), cometa de nivel 1. F e G: Tratamento com LNC-DIC (F 75uM
e G 150uM), cometa de nivel 1, com tendéncia para o nivel 2 na maior concentragéo (G).



51
6. DISCUSSAO

Segundo VAN WALSEM et al., (2015) mais de 1,5 bilhdes de pessoas no mundo
sofrem de dor crénica, tendo como principal fonte as doengas musculoesqueléticas e
articulares. Esse dado nos faz entender porque os AINEs se tornaram um grupo de
farmacos largamente utilizados em todo o mundo (FIGUEIREDO; ALVES, 2015).

Os AINEs sao importantes no tratamento da AR, sendo o DIC um importante
farmaco no tratamento dos sintomas, inibindo a enzima COX, porém conforme relatado,
esses medicamentos possuem importantes efeitos colaterais (CHARRUA, 2010). E bem
conhecido o fato de que drogas carregadas em nanocarreadores concentram-se
principalmente nos sitios inflamatdrios, dai porque estdo associadas a poucos efeitos
colaterais e maior acéo terapéutica. Dado o amplo uso do DIC como AINE, deve-se
considerar o potencial que sistemas nanocarreadores como LNC carregados com DIC,
representando importante avanco no uso de AINE, bem como na reducao de seus efeitos
colaterais (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Na reumatologia essa ferramenta vem sendo bastante estudada, pois a uma
busca incessante na melhor forma de concentra a droga no local desejado. Os
nanocarreadores vem sendo uma das principal alternativas em estudo, pois conseguem
direcionar a droga até o tecido inflamado, maximizando o efeito da droga com diminui¢ao
de efeitos colaterais (BARRATT, 2000; BOECHAT et al., 2015).

Ao compararmos o DIC nas duas formulacdes testadas, foi observado que LNC-
DIC apresentou maior citotoxidade para ambas as linhagens de macrofagos. LNC-DIC
apresentou maior efeito indutor de apoptose. Além disso, houve aumento da produgao
de ROS intracelular e maior reducédo do potencial de membrana mitocondrial com DIC-
LNC. Atribui-se esses efeitos a maior captacdo da droga nanoencapsulada pelos
macrofagos, com um aumento da liberagcdo da droga e concentragao intracelular. Cabe
ressaltar que embora as formulagdes DIC e DIC-LNC tenham aumentado o indice de
dano ao DNA, esse efeito ndo diferiu entre as formulagdes, evidenciando que a indugao
de apoptose se deve principalmente aos efeitos descritos anteriormente. Estes
resultados sao relevantes, uma vez que as nanoformulagdes demonstrou-se a habilidade
da formulacdo DIC-LNC induzir apoptose em macrofagos, cuja importancia no
tratamento da AR foi discutida anteriormente (BADER, 2012; POPE, 2002b).

Varios mecanismos tém sido propostos para a apoptose mediada por DIC, tais
como disfungdo mitocondrial, reticulo endoplasmatico, danos ao DNA, via mediada por

RNA-proteina, estresse celular e reducdo da atividade transcricional de NF-kB
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(AMANULLAH et al., 2016). Também sao investigadas diferentes processos de
danificagdo da membrana células por diferentes nanomateriais (ELSAESSER,;
HOWARD, 2012). De acordo com alguns anteriores de toxicidade de DIC, sabe-se que
a droga possui efeitos apoptéticos em diferentes linhagens celulares e sistemas
completos (GOMEZ-LECHON et al., 2003a; HASSAN et al., 2014; HICKEY et al., 2001;
INOUE et al., 2004; VALLE et al., 2013). DIC causa desequilibrio redox celular, através
producao de ROS e consequente perda do Ay, dando inicio a apoptose pela via intrinseca
(CECERE et al., 2010). Nossos experimentos mostrou-se significativo na produg¢ao de
ROS, com perda de Ayn, demostrando que o estresse oxidativo causando pelo DIC esta
relacionado com a cascata de apoptose, como também demonstrou-se no presente
trabalho.

Dano ao DNA foi avaliado por meio do teste cometa, onde o DNA € avaliado em
célula unica, nossos resultados n&o apresentaram qualquer diferenga significativa entre
os grupos de DIC/LNC-DIC, porém nos sugerem uma tendéncia para dano de nivel 2 no
grupo LNC-DIC 150 puM, o que corrobora com trabalho realizado para analise de dano
ao DNA apos tratamento com DIC, demonstrando que a degradagdo do DNA esta
diretamente envolvido na cascata de apoptose, sendo uma consequéncia da ativagao da
via mitocondrial (HICKEY et al., 2001). Como a concentracao utilizada nos experimentos
deste trabalho foram em torno da IC50% calculada, € possivel que danos maiores ao
DNA sejam detectados com concentragdes maiores de DIC e DIC-LNC.

Um trabalho recente muda o foco para o inicio da cascata de apoptose iniciada
pelo DIC, provando que o farmaco causa disfungdao do proteassoma, promovendo
acumulo de diferentes proteinas defeituosas e ubiquitinadas, cujo acumulo intracelular
causa anormalidades mitocondriais por estresse citoplasmatico, o que leva a apoptose
pela via intrinseca (AMANULLAH et al., 2016). De qualquer maneira, o encapsulamento
de DIC em sistema LNC parece apresentar toxicidade celular por mecanismos
semelhantes a formulagdo tradicional, poréem de forma mais acentuada. Estudo
conduzido por Bernardi et al. (2013), demonstrou que a indometacina carregada em LNC
induz apoptose via a proteina, inativando a proteina Akt e -catenina e ativagdo de GSK-
3p. Os resultados do presente estudo sugerem que a produgado de ROS com perda de
potencial de membrana esta, pelo menos em parte, envolvido na apoptose induzida por
LNC-DIC. Entretanto, quando as células THP-1 e J774 foram tratadas com quercetina
ou rutina, cujo efeito antioxidante € bem descrito, ndo houve reducdo de toxicidade
celular (dados ndo mostrados). Portanto, para identificagdo do mecanismo exato de

inducéo de apoptose, serdo necessarios estudos adicionais.
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E interessante notar que a formulacdo LNC por si mesma apresentou maior
toxicidade celular que DIC, inclusive com aumento de ROS intracelular e perda de
potencial de membrana mitocondrial. As LNC podem apresentar citotoxidade celular
promovendo instabilidade de membranas e estresse citoplasmatico, dano e
fragmentagcdo do DNA, além da produgdo ROS intracelular. Entretanto, deve ser
ressaltado que quando a toxicidade destas formulagdes é testada in vivo, estes efeitos
nao demonstraram repercussao sistémica importante quando as LNC sdo administradas
por via parenteral e intradérmica. Disso, depreende-se que as LNC sdo seguras como
sistemas carreadores de drogas.

Mesmo com grandes estudos e gastos exorbitantes em novos tratamentos,
corregdes cirurgicas e farmacos (DMCD e imunobiologicos) para o tratamento da AR,
que ajudam a retardar a progressdo da doenga, ainda que bloqueando alguns
mecanismos inflamatorios bem especificos, as enzimas COX e Lipoxigenase 5 (LO-5),
continuam sendo expressas nesses tecidos inflamados, fornecendo assim produtos
metabodlicos bem conhecidos como Prostaciclina (PGI2), tromboxanos, Prostaglandinas
(PGs) e Leucodrienos (LTs), que contribuem para o processo inflamatério (KOROTKOVA
e JAKOBSSON, 2014). E interessante notar que, mesmo em pacientes em tratamento
otimizado com DMCD e imunobiolégicos, a COX continua sendo expressa na membrana
sinovial de pacientes com AR, reforgcando a ideia de que as AINE ainda tém ainda podem
ter papel no tratamento da AR (KOROTKOVA; JAKOBSSON, 2014). Entretanto, a
toxicidade dos AINE ainda representa um obice importante para o seu uso sistematico
em qualquer paciente com condigdes reumaticas ou inflamatérias (MOTA et al., 2012).
Nesse sentido, o direcionamento do DIC a membrana sinovial inflamada quando

carregado em LNC, pode representar uma alternativa de tratamento.
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7. CONCLUSAO

1. Asformulagdes de Diclofenaco e Nanocapsulas com nucleo lipidico carregada com
Diclofenaco induzem apoptose em linhagens de macrofagos, ativando a via

mitocondrial, onde o dano ao DNA € uma consequéncia da ativagao dessa cascata.

2. Alinhagem J774 apresentou maior sensibilidade ao Diclofenaco e Nanocapsulas
com nucleo lipidico carregada com Diclofenaco, porém as duas linhagens sdo mais
afetadas pelo tratamento com Nanocapsulas com nucleo lipidico branca e

Nanocapsulas com nucleo lipidico carregadas com Diclofenaco.

3. Aformulagdo LNC-DIC apresentou maior efeito indutor de apoptose nas linhagens

de macréfagos estufadas.
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