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RESUMO

A busca por tratamentos mais efetivos € um dos principais estimulos para novas
pesquisas na area farmacéutica, dando suporte ao emprego da nanotecnologia.
Além disso, a utilizacdo de substancias presentes em plantas, frutas e especiarias
para o tratamento de doengas como cancer, associadas a inflamacéo e ao estresse
oxidativo, tém despertado grande interesse da comunidade cientifica. No presente
estudo, nanocapsulas de nucleo lipidico contendo resveratrol e/ou curcumina, dois
fitoquimicos com inimeros beneficios a saude, foram desenvolvidas com o intuito de
contornar as suas limitac6es e aumentar a sua eficacia terapéutica. Primeiramente,
uma avaliacdo dos principais beneficios da nanoencapsulacdo da curcumina, tanto
em sistemas lipidicos como poliméricos, foi realizada. Uma criteriosa revisdo da
literatura acerca das aplica¢des in vivo da curcumina nanoencapsulada demonstrou
que os sistemas carreadores nanoestruturados sdo uma excelente ferramenta para
aumentar a sua biodisponibilidade, a sua vetorizacdo ao sistema nervoso central,
bem como, seus efeitos terapéuticos. Na primeira etapa experimental deste estudo,
o efeito antitumoral da curcumina associada a nanocapsulas de nudcleo lipidico foi
avaliado em modelo experimental de gliomas. Apds ensaios in vitro, a maior
citotoxicidade da curcumina nanoencapsulada com relagdo a curcumina em solucéo
foi dependente da linhagem celular utilizada. No modelo in vivo de gliomas foi
observado uma reducdo no tamanho e na malignidade do tumor, e um aumento da
sobrevida dos animais tratados com a curcumina associada as nanocapsulas. Em
um segundo momento, nanocapsulas de nucleo lipidico contendo resveratrol e/ou
curcumina com adequadas propriedades nanotecnoldgicas foram desenvolvidas. A
associacdo dos polifendis ndo influenciou nas caracteristicas fisico-quimicas das
suspensdes. A nanoencapsulacdo foi capaz de diminuir a fotodegradacédo dos
polifendis e a co-encapsulacdo aumentou a fotoestabilidade do resveratrol. Ainda, a
nanoencapsulacdo aumentou a atividade antioxidante dos polifendis e um efeito
mais pronunciado foi observado devido a co-encapsulacdo. Os resultados
promissores obtidos in vitro estimularam a avaliagdo dos efeitos in vivo das
nanocapsulas de nudcleo lipidico contendo os polifendis individualmente ou co-
encapsulados. Para tal, utilizou-se o modelo animal de artrite induzida pelo
Adjuvante Completo de Freund (CFA). Neste modelo, apenas os polifendis

nanoencapsulados foram capazes de reduzir o edema causado pela administracéo



do CFA. Uma maior atividade anti-edematogénica foi observada apos a
administracdo das nanocapsulas contendo a associacao dos polifendis, estando esta
atividade acompanhada de uma reducdo do dano a cartilagem e ao 0sso e reduzida
infiltrac&o linfocitaria no soro dos animais. Os resultados nesta tese demonstraram a
viabilidade tecnoldgica da preparacdo de nanocépsulas de nucleo lipidico contendo
resveratrol e/ou curcumina, com potencial aplicacdo para o tratamento de tumores
cerebrais e de doencas relacionadas ao estresse oxidativo e processos

inflamatorios.

Palavras-chave: Nanocapsulas de nucleo lipidico, resveratrol, curcumina, gliomas,

fotodegradacao, atividade antioxidante e artrite reumatoide.



ABSTRACT

The search for more effective treatments is one of the main stimuli for new
researches in the pharmaceutical area, supporting the use of nanotechnology.
Furthermore, the utilization of substances found in plants, fruits and spices to treat
diseases like cancer, associated with inflammation and oxidative stress, have
attracted great interest from the scientific community. In the present study, lipid-core
nanocapsules containing resveratrol and/or curcumin, two phytochemicals with
innumerable health benefits, were developed in order to circumvent its limitations and
enhance their therapeutic efficacy. First, a review of the main benefits of curcumin-
loaded to nanostructured systems, whether lipidic, polymeric or other type, were
performed. A discerning review concerning in vivo applications of curcumin
nanoencapsulated demonstrated that nanostructured carrier systems are an
excellent tool to increase their bioavailability, the targeting to the central nervous
system as well as its therapeutic effects. In the first experimental phase of this study,
the antitumor effect of curcumin loaded in lipid-core nanocapsules was evaluated in
experimental model of gliomas. After in vitro assays, the highest cytotoxicity of
nanoencapsulated curcumin compared with solution of curcumin was dependent on
the cell line used. In the in vivo model of gliomas, a reduction in the size and
malignancy of the tumor and an increase in the survival rate were observed after
treatments with curcumin-loaded nanocapsules. In a second step, lipid-core
nanocapsules containing the association of resveratrol and curcumin with adequate
nanotechnological properties were developed. The association of polyphenols did not
influence the physicochemical characteristics of the suspensions. The
nanoencapsulation was able to decrease the phodegradation of polyphenols and the
co-encapsulation improved resveratrol photostability. Moreover, the
nanoencapsulation increased the antioxidant activity of polyphenols and a more
pronounced effect was observed due to the co-encapsulation. The promising in vitro
results which were obtained stimulated the evaluation of in vivo effects of
polyphenols encapsulated individually or associated in lipid-core nanocapsules. To
that, a Complete Freund’s Adjuvant (CFA)-induced arthritis model was used. In this
model, only nanoencapsulated polyphenols were able to reduce the swelling caused
by the administration of CFA. A higher anti-edematogenic activity was observed after

administration of nanocapsules containing the combination of polyphenols, which



was accompanied by a reduction of the damage to the cartilage and bone and
reduced lymphocyte infiltration in the serum of animals. The results of this thesis
demonstrated the technical feasibility of preparation lipid-core nanocapsules
containing resveratrol and/or curcumin, with a potential application for the treatment

of brain tumors and diseases related with oxidative stress and inflammation process.

Keywords: Lipid-core  nanocapsules, resveratrol, curcumin,  gliomas,
photodegradation, antioxidante activity and rheumatoid arthritis.
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A utilizagdo de substancias naturais encontradas na dieta tem demonstrado
inumeros efeitos benéficos para a saude humana (Gupta et al., 2010). Destaca-se o
uso do resveratrol e da curcumina, que devido as suas propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes e antitumorais, vém atraindo consideravel atencédo da
comunidade cientifica (Bisht et al., 2010). Através da Figura 1, podemos verificar o

crescimento no nimero de publicagbes envolvendo estes polifendis nas ultimas duas

décadas.
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Figura 1. Numero de publicagBes envolvendo o resveratrol e a curcumina nos
altimos 20 anos. Os termos “resveratrol” e “curcumin” foram pesquisados na Web of
Science (janeiro de 2014).

A curcumina € conhecida como o mais ativo constituinte da planta Curcuma
longa (conhecida como turmérico). Como uma especiaria € a responsavel pela cor e
sabor do curry, tempero tradicionalmente utilizado na culinaria indiana. Ainda, &
utilizada como agente de coloracdo para diversos alimentos, como queijos,
manteigas e mostardas (Goel et al., 2008). Na medicina, vem sendo amplamente
estudada para o tratamento de doencgas inflamatérias, neurolégicas e para a
prevencdo e tratamento dos mais diversos tipos de cancer (Gupta et al., 2013). A
curcumina € capaz de interagir com uma grande variedade de alvos moleculares,
podendo afetar inUmeras cascatas bioquimicas e moleculares. Sabe-se que o
cancer resulta da desregulagdo de multiplas vias de sinalizagédo celular e, acredita-
se, que a habilidade da curcumina de interagir com diferentes alvos moleculares seja

a chave para o seu potencial terapéutico contra o cancer (Anand et al., 2008).
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O resveratrol, assim como a curcumina, € um polifenol ndo flavondide, que
apresenta uma ampla gama de efeitos biolégicos desejaveis (Smoliga et al., 2011).
O resveratrol é encontrado em uvas, frutas vermelhas, amendoim e outros alimentos
gue sdo comumente consumidos como parte da dieta humana. Ganhou destaque
pelo fato conhecido como “Paradoxo Francés”, relagao positiva entre o consumo de
vinho tinto pelos franceses e a baixa incidéncia de doencas cardiovasculares, apesar
de uma dieta rica em gorduras saturadas (Anekonda et al., 2006). Atualmente, suas
atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antitumorais vém sendo bastante
exploradas (Aggarwal et al., 2004; Reuter et al., 2010; Schmatz et al., 2012).

Nos ultimos anos, os efeitos positivos da combinacdo do resveratrol e da
curcumina sobre marcadores do estresse oxidativo, da inflamacdo e na
qguimioprevengao vém sendo observados (Csaki et al., 2009; Aftab et al., 2010;
Malhotra et al., 2010; Iwuchukwu et al., 2011; Shakibaei et al., 2011). Apesar dos
inumeros beneficios que o uso destes polifendis fazem a saudde, a aplicacédo
terapéutica € limitada, devido principalmente, a baixa solubilidade aquosa,
instabilidade quimica e baixa biodisponibilidade. Entretanto, estas limitacbes podem
ser superadas através da nanotecnologia.

Em paralelo, nanoparticulas poliméricas vém sendo extensamente estudadas
como sistemas carreadores de farmacos no campo farmacéutico. Nanocapsulas de
nacleo lipidico sdo uma classe de nanoparticulas poliméricas formadas por um
nacleo lipidico, constituido por um lipidio soélido (monoestearato de sorbitano)
disperso em um lipidio liquido, e uma parede polimérica revestida com polissorbato
80 (Jager et al., 2009, Fiel et al., 2011). Estudos recentes demonstraram que estas
particulas sdo promissores carreadores de agentes terapéuticos devido a
capacidade de proteger substancias fotolabeis da degradacdo (Fontana et al., 2009;
Ourique et al., 2010), controlar a liberacdo de farmacos lipofilicos (Fontana et al.,
2010) e diminuir os efeitos adversos (Benvegnu et al., 2012; Dimer et al., 2014). As
nanocapsulas de nudcleo lipidico revestidas com polissorbato 80 apresentam uma
liberacdo eficiente de diferentes substancias no cérebro (Frozza et al., 2010),
demonstrando um aumento da eficacia farmacologica em modelos de glioma
(Bernardi et al., 2009b; Figueir6 et al., 2013) e doenca neuroldgicas (Benvegnu et
al., 2011; Bernardi et al., 2013, Frozza et al., 2013; Hoppe et al., 2013; Dimer et al.,
2014).
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Os gliomas séo o tipo mais comum de tumor cerebral priméario e constituem uma
forma frequente de morte por cancer (Ohgaki et al., 2009). Os pacientes acometidos
por essa doenca apresentam diferentes sintomas que frequentemente alteram a
qualidade de vida do paciente (Holland et al., 2001). O tratamento convencional
desses tumores tem surtido pouco efeito, com alta taxa de recorréncia e progressao
da doenca (Hashem et al.,, 2012). Da mesma forma, a artrite reumatéide, uma
doenca inflamatéria cronica e debilitante, apresenta limitagdes no tratamento, uma
vez que nem todos os pacientes respondem adequadamente e frequentemente
efeitos adversos sdo observados. Devido as dificuldades no tratamento destas
doencas destacamos a importancia do estudo de novas substancias e de estratégias
terapéuticas para o tratamento de gliomas e artrite reumatéide. Ainda, salientamos a
relevancia no desenvolvimento de novas formulacbes contendo substancias
antioxidantes, uma vez que o estresse oxidativo esta diretamente relacionado com a
patogenia de diversas doencas, tais como, diabetes, doencas cardiovasculares,
artrite reumatoéide, doencas neurodegenerativas e cancer (Durackova et al., 2010;
Reuter et al., 2010).

Considerando 0 exposto, este estudo tem como proposta geral o
desenvolvimento de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo resveratrol e/ou
curcumina, visando o aumento da eficdcia antitumoral, antioxidante e anti-
edematogénica destes compostos encapsulados individualmente ou co-
encapsulados. Estes polifendis foram selecionados para esse trabalho devido a sua
baixa solubilidade aquosa, baixa biodisponibilidade e principalmente, devido as suas
potencialidades terapéuticas.






OBJETIVOS
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Objetivo geral

Desenvolver nanocapsulas de nuacleo lipidico contendo resveratrol e/ou
curcumina, investigando a atividade antitumoral, antioxidante e anti-edematogénica

destes compostos encapsulados individualmente ou co-encapsulados.

Objetivos especificos

% Avaliar os beneficios da associacdo da curcumina a sistemas carreadores
nanoestruturados em diferentes modelos in vivo, a partir de relatos cientificos

publicados nas duas ultimas décadas;

o,

% Produzir nanocapsulas de nucleo lipidico contendo curcumina, bem como
avaliar in vitro a sua citotoxicidade em linhagens celulares de gliomas (C6 e
U251MG) e principalmente, investigar o potencial antitumoral da curcumina

nanoencapsulada em modelo animal de tumor cerebral;

% Produzir nanocépsulas de nucleo lipidico contendo resveratrol, curcumina ou
resveratrol + curcumina, avaliando a influéncia da co-encapsulagdo nas
caracteristicas fisico-quimicas da formulacdo e investigando os seus beneficios na

fotoprotecao e na atividade antioxidante in vitro destes compostos;

% Avaliar o efeito anti-edematogénico in vivo do resveratrol e da curcumina
encapsulados individualmente ou co-encapsulados em modelo animal de artrite
induzida por CFA.






CAPITULO 1: Nanoencapsulated curcumin: in vivo findings for its health implication

Capitulo de livro a ser publicado pela editora Nova Science Publisher, Inc. USA
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O contetdo presente no Capitulo 1 desta tese de doutorado refere-se a um
capitulo de livro ainda ndo publicado, motivo pelo qual foi excluido da versédo digital

disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertacbes da UFRGS.
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CAPITULO 2: Associacdo da curcumina & nanocapsulas de nucleo lipidico como
uma estratégia para aumentar a eficacia farmacoldgica da curcumina no tratamento

de gliomas
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Revisao bibliografica

O céancer € a segunda maior causa de morte nos EUA, sendo superado somente
pelas doencas cardiacas. Os tumores cerebrais ndo séao o tipo de cancer de maior
incidéncia, mas constituem uma forma frequente de morte por cancer. Os gliomas
séo o tipo mais comum de tumor cerebral primario, representando mais de 70% dos
casos (Ohgaki et al., 2009). Baseado nas caracteristicas histopatolégicas e no
prognoéstico desta doenca, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou os
tumores cerebrais de acordo com uma escala de malignidade (I-IV). O glioblastoma
multiforme, classificado como grau IV, € o mais frequente e mais agressivo tipo de
tumor cerebral (Louis et al., 2007). Este € histologicamente caracterizado por uma
massa intraparenquimal heterogénea, pela elevada hipercelularidade, pleomorfismo
celular, necrose, hemorragia e excessiva vascularizacdo (Wolburg et al., 2012).
Alteragcbes na expressdo de genes e anormalidades cromossdémicas s&o
frequentemente observadas em gliomas. As principais vias de controle e proliferacéo
celular que se encontram alteradas no glioblastoma sédo a via PI3k/AKT, via da
proteina p53 e via da proteina do retinoblastoma (Bleeker et al., 2012). Ainda, a
ativacdo anormal do fator de transcricdo NF-kB (Raychaudhuri et al., 2007) e
JAK/STAT3 (Senft et al., 2011) estédo envolvidos na malignidade do tumor.

Devido a elevada proliferacdo e invasividade, o tecido nervoso periférico ao
tumor encontra-se comprometido e geralmente os pacientes apresentam dores de
cabeca causadas pelo aumento da pressao intracraniana, convulsdes, perda de
memoria e mudancas na personalidade (Holland et al., 2001). Estes sintomas,
frequentemente alteram a qualidade de vida do paciente.

A terapia padrédo consiste na remocédo cirdrgica associada a radioterapia e/ou
quimioterapia. No entanto, o tratamento cirdrgico € comprometido devido a alta
invasividade das células tumorais, o que dificulta a remog¢do completa do tumor e
aumenta as chances de recorréncia (Hashem et al.,, 2012). Ainda, muitas das
terapias oncoldgicas utilizadas para outros tipos de cancer ndo podem ser usadas
para o tratamento dos gliomas devido, principalmente, a dificuldade dos farmacos
penetrarem a barreira hematoencefalica (Allhenn et al., 2012). A temozolamida, um
agente alquilante de uso oral, € o quimioterapico de escolha utilizado no tratamento
de gliomas. Seus efeitos adversos sdo menos proeminentes que o0s de

quimioterapicos classicos, mas mielossupressao, nauseas, vOmitos, dores de
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cabeca, fadiga e alopecia podem ser observados (Villano et al., 2009). Apesar dos
beneficios do tratamento, o progndstico da doenca € bastante desfavoravel e o
tempo de sobrevivéncia do paciente é em torno de 14 meses (Whestphal et al.,
2011). Devido as dificuldades no tratamento destacamos a importancia do estudo de
novas substancias e de estratégias terapéuticas mais eficazes para o tratamento dos
gliomas.

O uso de nanoparticulas poliméricas como sistemas carreadores de farmacos
vem sendo utilizado como uma abordagem para melhorar o desempenho terapéutico
de substancias no sistema nervoso central (Patel et al., 2012). Nanoparticulas
poliméricas € um termo coletivo utilizado para diferentes tipos de nanoparticulas
formadas por polimeros, sendo especialmente empregado para nanoesferas e
nanocapsulas. As nanoesferas possuem uma estrutura do tipo monolitica (matricial),
ou seja, particulas onde a massa inteira € sélida e o farmaco pode estar disperso ou
dissolvido na superficie ou encapsulado no interior das mesmas. Por outro lado, as
nanocapsulas sado sistemas vesiculares constituidas por um nucleo liquido oleoso
cercado por uma parede polimérica. Geralmente a substancia ativa encontra-se
dissolvida no ndcleo, mas também pode estar adsorvida na parede polimérica
(Vauthier & Bouchemal, 2008; Mora-Huertas et al., 2010).

Recentemente, outro tipo de nanoparticulas poliméricas, denominada de
nanocapsulas de nucleo lipidico, vem sendo utilizada por proporcionar a vetorizacao
sustentada de farmacos a sitios alvo especificos, aumentando a eficacia terapéutica,
caracteristica fundamental para o tratamento de inuUmeras doencgas, incluindo
neoplasias (Bernardi et al., 2009a; Figueir6 et al., 2013), doencas inflamatdrias
(Bernardi et al., 2009b) e neurolédgicas (Benvegnu et al., 2011; Bernardi et al., 2012;
Frozza et al., 2013; Hoppe et al., 2013; Dimer et al., 2014).

As nanocéapsulas de nucleo lipidico diferem das nanocapsulas “convencionais”
devido a presenca de um lipidio sélido (monoestearato de sorbitano) disperso em
um lipidio liquido no nucleo. Esta estrutura supramolecular esta baseada em
analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC), espalhamento de raios x a
baixos angulos (SAXS) e estudos de liberacéo in vitro (Cruz et al., 2006; Jager et al.,
2009; Pohimann et al., 2013). A presenca do monoestearato de sorbitano aumenta a
viscosidade do nucleo, influenciando o perfil de liberacdo de farmacos (Jager et al.,
2009).
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As nanocépsulas de nucleo lipidico sdo preparadas utilizando poli(epsilon-
caprolactona) como polimero biodegradavel e biocompativel e revestidas com
polissorbato 80. Através de estudos de toxicidade aguda e subcrbdnica, a seguranca
in vivo destas particulas foi demonstrada ap6s administracdo intraperitoneal em
ratos (Bulcéo et al., 2012).

A Figura 1 € uma representacdo esquematica da composi¢do das nanocapsulas
de ndcleo lipidico e suas principais influéncias no comportamento fisico-quimico e

bioldgico destas nanoestruturas.

Parede polimérica

* Fornece protegdo frente a

degradacdo e controle da
Revestimento com liberagéo;
polissorbato 80 ——>

« Estabilidade;

« Influencia a biodistribuigao

Nucleo oleoso

e 0 tempo de circulagao; « Possibilita a encapsulagao de

« Proporciona vetorizagéo substancias lipofilicas e uma

cerebral: liberagao controlada;

Figura 1. Representacdo esquematica da nanocapsula de nucleo lipidico e das
principais relevancias fisico-quimicas e bioldgicas de seus constituintes.

Através da encapsulacdo de farmacos ou substancias ativas lipossoliveis em
nanocapsulas de nucleo lipidico é possivel obter uma melhora na solubilidade e
estabilidade (Ourique et al., 2010), bem como uma liberacdo controlada em funcéo
do tempo (Jager et al., 2009). Estudos recentes demonstram que estas particulas
tém a habilidade de aumentar a biodistribuicdo dos agentes terapéuticos no sitio
alvo especifico, resultando numa melhor eficacia terapéutica (Bernardi et al., 2012,
Frozza et al.,, 2013). Ainda, a vetorizacdo e o controle da liberacdo levam a uma
diminuicdo de efeitos adversos, uma vez que baixas concentra¢cbes do farmaco
atingem os tecidos saudaveis (Bernardi et al., 2009a; Frozza et al., 2010; Benvegnu
et al., 2012). Possivelmente devido ao aumento da estabilidade e da biodistribuicao
no local de agéo, baixas concentracdes sdo requeridas para obtencdo da eficacia

terapéutica (Hoppe et al., 2013; Jaques et al., 2013).
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O uso de carreadores coloidais, principalmente os revestidos com polissorbato
80, vem sendo associado a uma importante vantagem como a possibilidade de
carrear farmacos através da barreira hematoenceféalica, constituindo uma estratégia
promissora para o tratamento de doencas neurodegenerativas e tumores cerebrais
(Garcia-Garcia et al., 2005, Patel et al., 2012). Utilizando nanocapsulas de nucleo
lipidico revestidas com polissorbato 80, Bernardi e colaboradores (2009a, 2012)
verificaram um aumento nos niveis de indometacina no cérebro de ratos em modelo
animal de gliomas e Alzheimer. O mesmo foi observado por Frozza e colaboradores
(2010, 2013) ap6s administracdo oral e intraperitoneal de nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo resveratrol em ratos saudaveis e em modelo de Alzheimer.

A curcumina, um composto amarelo-alaranjado extraido do rizoma da curcuma
(Curcuma longa), é tradicionalmente utilizada na culinaria e na medicina indiana
(Ayurveda) (Figura 2). Em alimentos € comumente encontrada em curries e
mostardas (Hatcher et al., 2008). Este polifenol vem sendo intensamente pesquisado
para o tratamento de diferentes doencas devido, principalmente, as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (Goel et al., 2008). Devido ao seu
potencial neuroprotetor, diversos estudos experimentais sugerem 0 uso da
curcumina para a prevencdo e tratamento de doencas neurodegenerativas
associadas a idade, como Alzheimer e Parkinson (Ishrat et al., 2009; Awasthi et al.,
2010).

o o)

oA

HO OH
OCH, OCHj;

Figura 2. Estrutura molecular da curcumina.

Ainda, a curcumina inibe a etapa de iniciacdo do cancer, prevenindo a ativacao
da carcinogénese, e inibe a proliferacdo de células malignas durante a promoc¢éao e
progressédo do tumor (Goel et al., 2008). A Figura 3 mostra, de forma simplificada e
esquematica, os principais alvos moleculares da curcumina nos diferentes estagios
da carcinogénese. Pela capacidade de modular diversas vias de sinalizacao

envolvidas na carcinogénese, este polifenol é considerado uma grande promessa
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como agente terapéutico na prevencao e no tratamento dos mais diversos tipos de
cancer (Anand et al., 2008). Recentemente um estudo demonstrou o efeito citotdxico
potente e seletivo da curcumina em linhagens celulares de glioblastomas e
implantes de gliomas in vivo. Este trabalho foi o0 segundo a avaliar o efeito antiglioma
in vivo da curcumina e o primeiro a avaliar em animais imunocompetentes, utilizando
células C6 (Zanotto-Filho et al., 2012).

Estagios inibidos pela curcumina na progressao tumoral

NFkB | Bel-2 '
f cox2  IBc-X | EGFR f l\:/(EB(FSF ld“e”Z'c?:Séis
TNrf2 | CiclinaD1 | Citocinas | STAT | MMPs celular
| AP-1 | Akt | MAPK
| INK 1/ p53 l l
l l .l, Angiogenese, Metastases
Iniciagdo Promogao  Sobrevivéncia de microambiente
células tumorais tumoral

e proliferagao

Figura 3. Representacdo esquematica dos principais alvos moleculares da
curcumina nos diferentes estagios da carcinogénese. Estes icluem, Nrf2, fator
nuclear relacionado ao fator-2; NFkB, fator nuclear kB; COX-2, ciclooxigenase-2;
ciclina D1; AP-1, proteina ativadora 1; JNK, proteina cinase c-Jun N-terminal; Akt,
proteina cinase B; EGFR, receptor de fator de crescimento endotelial; STAT,
transdutor de sinal e ativador de transcricdo; MAPK, proteina cinase ativada por
mitégenos; FGF, fator de crescimento de fibroblasto; VEGF, fator de crescimento
endotelial vascular; MMPs, metaloproteinases. Adaptado de Hatcher et al., 2008.

7

A curcumina é insolivel em agua, em pH acido ou neutro. Sua solubilidade
aumenta em pH elevado, no entanto, em pH neutro a alcalino ocorre a sua
degradacdo hidrolitica. Logo, o preparo de formulacdes que possuam uma
solubilidade adequada para a curcumina e estabilidade em pH fisiolégico € um
desafio (Tonnesen et al., 2002). Apesar da baixa solubilidade aquosa, a curcumina &
solivel em acetona, etanol e DMSO. Seu ponto de fusdo é de 183 °C, peso
molecular de 368,37 g/mol e log P de aproximadamente 2,5 (Fujisawa et al., 2004;
Sharma et al., 2005). Devido a sua fotossensibilidade, amostras contendo curcumina
devem ser protegidas da luz (Tonnesen et al., 2002). Com relacdo a
farmacocinética, a absor¢cdo da curcumina € baixa, possui um extenso metabolismo

hepatico e intestinal e é rapidamente eliminada, fatores estes, que contribuem para
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sua baixa biodisponibilidade (Anand et al.,, 2007). Para superar as limitacoes
referentes & baixa solubilidade aquosa, instabilidade quimica, baixa
biodisponibilidade e assim, aumentar a eficacia da curcumina, algumas estratégias
vém sendo abordadas, como, por exemplo, a associacdo da curcumina a sistemas
nanocarreadores de farmacos (Wang et al., 2011).

Baseada nas potencialidades da curcumina para o tratamento de tumores
cerebrais e na capacidade que as nanoparticulas possuem em aumentar a
biodistribuicdo cerebral de farmacos, o objetivo deste capitulo foi desenvolver
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo curcumina, caracteriza-las quanto as suas
caracteristicas nanotecnoldgicas, avaliar in vitro a captacdo e a citotoxicidade desta
formulacdo em células de glioma C6 e U251MG e, principalmente, avaliar os efeitos

da curcumina nanoencapsulada em modelo in vivo de gliomas.



PUBLICACAO 1: Curcumin-loaded lipid-core nanocapsules as a strategy to improve
pharmacological efficacy of curcumin in glioma treatment
Artigo publicado no periédico European Journal of Pharmaceutics and

Biopharmaceutics
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O conteudo presente na Publicacdo 1 desta tese de doutorado encontra-se
publicado no periodico cientifico European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics (Zanotto-Filho, A.; Coradini, K.; Braganhol, E. et al. Curcumin-
loaded lipid-core nanocapsules as a strategy to improve pharmacological efficacy of
curcumin in glioma treatment. European Journal of Pharmaceutical and
Biopharmaceutics, v. 83, p. 156-167, 2013), motivo pelo qual foi excluido da versao

digital disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertacdes da UFRGS.
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CAPITULO 3: Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro do resveratrol e da

curcumina co-encapsulados em nanocapsulas de nucleo lipidico
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Revisao bibliografica

Estudos epidemiolégicos sugerem que uma dieta rica em frutas, vegetais e
especiarias esta relacionada com a prevencdo do desenvolvimento de doencas
crdnicas, como doencas neuroldgicas, cardiovasculares, diabetes e alguns tipos de
cancer (Pandey et al., 2009). Em particular, dois polifenéis nao-flavonéides, o
resveratrol e a curcumina, sdo foco de pesquisas devido aos seus inumeros efeitos
benéficos a saude humana.

O resveratrol (3,5,4’-triidroxiestilbeno) é encontrado em alimentos e bebidas. Sua
fonte mais conhecida é a uva e o vinho tinto, mas também pode ser encontrado no
amendoim e na amora. Esta fitoalexina € produzida nas plantas em resposta a
estimulos ambientais, como radiagdo UV e infec¢des fungicas (Frémont et al., 2000).
O resveratrol existe sob duas formas isébmeras, cis- (Z) e trans- (E), sendo a forma
trans- a mais estudada provavelmente por se tratar da forma comercialmente
disponivel (Amri et al., 2012). Além disso, estudos comparativos entre os isdmeros
demonstraram que a presenca da conformacao trans- é fundamental para a inibicao
da proliferacdo celular (Stivala et al.,, 2001) e para a diminuicdo da adesao
leucocitaria no endotélio induzida pela angiotensina-ll  (Rius et al., 2010). No
entanto, o trans-resveratrol é uma substancia fotossensivel e apds exposicao a
radiagdo UV é rapidamente convertido em cis-resveratrol (Detoni et al., 2012).
Levando em consideracdo que o trans-resveratrol é responsavel pelos efeitos
biologicos, torna-se importante o desenvolvimento de formulacBes capazes de
protegé-lo da fotodegradacéao.

Este polifenol apresenta ponto de fusdo entre 253 e 255 °C, peso molecular de
228,25 g/mol e seu log P é 3,1. Apresenta solubilidade em etanol e DMSO, no
entanto, € praticamente insolivel em &gua (Amri et al., 2012). A absor¢cdo do
resveratrol apés administracédo oral é alta (cerca de 70%). Seu tempo de meia-vida
na circulagdo sanguinea € curto, aproximadamente 30 minutos. Ainda, sua
biodisponibilidade € quase nula, devido principalmente ao rapido metabolismo nos
enterdcitos e rapida eliminacdo (Walle et al.,, 2004). De acordo com o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica é considerado um composto de classe-ll uma vez que
apresenta baixa solubilidade e elevada permeabilidade (Amri et al., 2012).

O resveratrol possui uma variedade de propriedades biolégicas que contribuem

para seus efeitos benéficos na prevencao e tratamento de diversas patologias como,



100

por exemplo, doencas cardiovasculares (Rius et al.,, 2010), neurodegenerativas
(Sharma et al., 2002; Siméo et al., 2011), diabetes (Bhatt et al., 2012; Ramar et al.,
2012), obesidade (Rayalam et al., 2008) e céancer (Lee et al., 2012; Lin et al., 2012).

Algumas das potenciais aplicacbes do resveratrol e os mecanismos de acéo

propostos podem ser visualizadas na Figura 1. Uma das propriedades mais

relevantes é a sua atividade antioxidante uma vez que o estresse oxidativo esta

associado a inumeras patologias (Reuter et al., 2010; Schmatz et al., 2012). Seu

potencial antioxidante se deve a presenca dos grupos hidroxilas na sua estrutura,

sendo o grupo 4-OH o mais reativo e indispensavel para seu efeito (Stivala et al.,

2001).

Protecao
cardiovascular
Inibicdo da agregacao
plaquetaria; Aumento do
HDL; Diminuigao de TG, 0
Cancer LDL e peroxidagao; _ utros _
inibicso da INOS e da Diabetes e Obesidade
Inibe a iniciacéo, formagéo de CAM. Aumenta a sensibilidade a
promogao e progressao insulina e a captagao de
do tumor; Suprime a glicose pelos musculos;
angiogénese e Aumenta a biogénese
metastases; Inibe NFkB, mitocondrial e a oxidagao
MAPK, STAT3 e COX-2. %% da gordura; Inibe a
Ho adipogénese .
<h
Anti-inflamatoria Neuroprotecao
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AP-1; Redugéo de .. amildide; Previne o dano
citocinas pro- Antioxidante oxidativo nas células gliais;
inflamatorias, ILs, CRP e Aumenta a atividade da
TNFa. Promove a up-regulation Na*K*ATPase.

de enzimas antioxidantes;
Inibem a peroxidagao
lipidica; Neutralizam EROs;
Regeneram o a-tocoferol.

Figura 1. Representacdo esquematica dos principais efeitos bioldgicos do resveratrol
e seus mecanismos de acdo. Adaptado de Chachay et al., 2011.
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Carreadores coloidais constituem uma estratégia promissora para contornar 0s
problemas de degradacédo e de farmacocinética que o resveratrol apresenta (Frozza
et al., 2010; Teskac et al., 2010; Coimbra et al., 2011; Amri et al., 2012; Detoni et al.,
2012). A fim de aumentar a solubilidade, a fotoestabilidade e a biodisponibilidade do
resveratrol, este polifenol vem sendo associando a diferentes sistemas
nanoestruturados, como lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas, ciclodextrinas,
nanoesferas e nanocpsulas de nucleo lipidico (Amri et al., 2012).

Recentemente foi demonstrado que nanocapsulas de nucleo lipidico sédo capazes
de proteger o resveratrol da degradacédo apds exposicado a radiacdo UVA (Detoni et
al., 2012). Ainda, ap6s administracdo oral e intraperitoneal de resveratrol associado
a nanocapsulas de ndcleo lipidico em ratos saudaveis, maiores quantidades deste
polifenol foram encontradas no cérebro, rim e figado, 6érgdos frequentemente
associados a doencgas cronico degenerativas. Neste mesmo estudo verificou-se que
a sua associacdo as nanocapsulas diminuiu o dano gastrointestinal causado pelo
resveratrol na forma livre (Frozza et al.,, 2010). Em 2013, o mesmo grupo de
pesquisa demonstrou um aumento no efeito neuroprotetor do resveratrol
nanoencapsulado, acompanhado de maiores niveis no cérebro, em modelo animal
de doenca de Alzheimer quando comparado com o resveratrol em solugédo (Frozza
et al., 2013). Em modelo animal de glioma, um maior efeito antitumoral foi observado
devido a nanoencapsulacéo (Figueir6 et al., 2013).

Assim como o resveratrol, a curcumina € uma grande promessa como agente
terapéutico. A curcumina constitui um dos principais temperos utilizados na culinaria
indiana (Hatcher et al., 2008). Estudos pré-clinicos realizados nas ultimas trés
décadas demostraram a eficacia da curcumina para diferentes doencas e formaram
uma base soélida para a avaliacdo da eficacia da curcumina em humanos. Diversas
pesquisas clinicas foram concluidas e outras vém sendo conduzidas para avaliar a
eficacia da curcumina principalmente para o céncer, condi¢cdes inflamatérias e
neuroldgicas, atrite e diabetes. A curcumina vem sendo usada como suplemento
alimentar em diferentes paises e é comercializada na forma de capsulas,
comprimidos, sopas, drinques energéticos e cosméticos (Gupta et al., 2013).

Muitas das atividades biologicas da curcumina podem ser atribuidas as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (Menon et al., 2007). Devido a
capacidade de neutralizar os radicais livres e aumentar a atividade de enzimas

antioxidantes no cérebro, o uso da curcumina vém sendo associado a prevencao e
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tratamento de doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (Bala et
al., 2006; Ishrat et al., 2009; Ataie et al., 2010). Recentemente foi demonstrado que
os grupos fendlicos OH sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante
da curcumina (Barzegar et al., 2012). No entanto, a sua estrutura B-dicetdnica
também contribui para esta atividade (Sharma et al., 2005).

Recentemente, os efeitos positivos da combinagao do resveratrol e da curcumina
sobre marcadores do estresse oxidativo e na quimioprevencdo vém sendo
estudados (Aftab et al.,, 2010; Malhotra et al., 2010; Iwuchukwu et al., 2011). Em
2009, Narayanan e colaboradores demonstraram que ap6s a combinacao lipossomal
do resveratrol e da curcumina ocorre uma melhora no efeito quimiopreventivo destes
compostos sobre o cancer de prostata. Nos estudos realizados in vitro, a associacéo
dos compostos inibiu efetivamente o crescimento tumoral, promoveu a apoptose e
induziu um efeito inibitério sobre as proteinas envolvidas na progressao do tumor. A
combinacao lipossomal destes compostos diminuiu o adenocarcinoma prostatico in
vivo. Ainda, um aumento na biodisponibilidade da curcumina apdés a co-
administracdo de lipossomas de curcumina e lipossomas de resveratrol foi
observado. Este € o Unico estudo envolvendo o uso de nanocarreadores e a
combinacdo destes polifendis. Ainda, cabe ressaltar que neste Ultimo estudo foi
realizado a co-administracdo e ndo a co-encapsulacdo do resveratrol e da
curcumina.

Considerando a relacdo do estresse oxidativo com diversas doencas e 0
potencial antioxidante do resveratrol e da curcumina, o objetivo deste capitulo foi de
estudar a co-encapsulacdo destes polifendis em nanocapsulas de nudcleo lipidico a
fim de se obter um sistema de liberacdo efetivo, buscando um aumento da

estabilidade quimica e da atividade antioxidante.



PUBLICACAO 2: Co-encapsulation of resveratrol and curcumin in lipid-core
nanocapsules improves their in vitro antioxidant effects
Artigo aceito para publicacdo no European Journal of Pharmaceutics and

Biopharmaceutics
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O conteudo presente na Publicacéo 2 desta tese de doutorado encontra-se aceito
para publicagdo no periddico cientifico European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics (Coradini, K., Lima, F.O., Oliveira, C.M., et al. Co-encapsulation of
resveratrol and curcumin in lipid-core nanocapsules improves their in vitro antioxidant
effects. European Journal of Pharmaceutical and Biopharmaceutics, 2014, in press),
motivo pelo qual foi excluido da versdo digital disponibilizada para a Biblioteca
Digital de Teses e Dissertacfes da UFRGS.
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Capitulo 4: Avaliacdo da atividade anti-edematogénica de nanocépsulas de nucleo

lipidico contendo resveratrol e/ou curcumina
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Revisao bibliografica

A artrite reumatdide € uma doencga sistémica autoimune caracterizada pela
inflamacéo crbnica das articulagdes sinoviais. Acomete aproximadamente 1% da
populacao, preferencialmente do sexo feminino, entre os 30 e 50 anos de vida
(Gaffo et al., 2006). Geralmente afeta pequenas articulagcbes como a dos pulsos,
maos e peés. A inflamacdo da membrana sinovial resulta em dor, rigidez matinal
prolongada, inchaco e deformidade. O quadro clinico com a progressédo da doenca
se manifesta potencialmente incapacitante devido aos danos a cartilagem e aos
0sso0s, podendo levar até mesmo a morte. Trata-se de uma doenca bastante
heterogénea onde a gravidade, progressdo, manifestacbes extra articulares e
resposta ao tratamento variam entre os individuos (Worthington, 2005).

A liberacdo de mediadores quimicos originados nos tecidos lesionados e pelas
células migratérias induz a inflamacéo sinovial e o dano as articulages. O tecido
inflamado € caracterizado pela infiltracdo de linfocitos (células T CD4+), citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1), prostaglandinas (COX-2), expressdo de
moléculas de adesdo, metaloproteinases de matriz e hiperproliferacdo de
fibroblastos sinoviais. Todos esses fatores sao regulados pela ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB). A producéo de linfécitos T (Th17), produtores de IL-17,
também possui papel importante no desenvolvimento da doenca (Choy et al., 2001;
Mclnnes et al., 2007). Consequentemente, estes mediadores quimicos sé&o
potenciais alvos terapéuticos para a artrite reumatoide.

As terapias atuais para o tratamento da artrite reumatoéide consistem na utilizacédo
de anti-inflamatérios néo esterdides (AINES), glicocorticoides, anti-reumatoéides
modificadores da doenca (ARMDSs) e, atualmente tém-se também os modificadores
da resposta biologica. Os AINEs e os glicocorticoides sao utilizados para fins
paliativos, minimizando a dor e a inflamacdo, mas nédo impedem a progressao da
doenca. Os glicocorticéides sdo mais potentes que os AINEs em inibir a inflamacgéo
articular, no entanto, ndo podem ser utilizados por longos periodos devido aos seus
efeitos adversos. Apds o diagnostico, a terapia com ARMDs deve ser instalada. O
metotrexato, um potente imunossupressor, faz parte desta classe de medicamentos
e € reconhecido como o farmaco de referéncia para o tratamento da artrite

reumatoide (Gaffo et al., 2006). No entanto, alguns pacientes ndo respondem ao
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tratamento e continuam a apresentar sintomas clinicos e destruicdo progressiva das
articulacoes, além da terapia causar efeitos adversos graves (Agarwal, 2011).
Aprovados pelo FDA para o tratamento da artrite, os agentes biolégicos (exemplo,
inibidores da IL-1 e TNF-a) constituem uma nova estratégia terapéutica. Os
inibidores do fator de necrose tumoral (TNF-a) sdo os mais utilizados, uma vez que
esta é a citocina chave do processo inflamatério da artrite reumatéide (Feldmann,
2002). A inibicdo da TNF-a, uma importante citocina na regulacdo do sistema
imunoldgico, diminui a resisténcia as infeccdes. Devido a isso, pacientes que fazem
uso desses agentes devem ser anualmente examinados quanto a tuberculose e
vacinados contra pneumonia, influenza e hepatite B (Agarwal, 2011). Uma melhor
compreensao da patogenia da artrite reumatoéide levou a importantes descobertas de
novas terapias, como € o caso dos inibidores da TNF- a. No entanto, a AR é uma
doenca heterogénea, e muitas questbes a respeito de sua patogenia ainda estao
sem resposta, logo, a remissdo completa € alcancada somente por uma minoria de
pacientes. Somado aos efeitos adversos e ao custo elevado das terapias atuais, o
desenvolvimento de novas terapias para a artrite reumatdide € necessario (Bevaart
et al., 2010).

Modelos animais de artrite reumatdide constituem uma ferramenta importante
para o desenvolvimento e avaliacdo de novas terapias. Os trés modelos mais
utilizados sao o de artrite induzida por adjuvante (AlA) em ratos e artrite induzida por
coladgeno (CIA) em ratos e camundongos (Hegen et al.,, 2008). Outros modelos
incluem artrite induzida por fragmentos da parede celular de estreptococos (SCW),
induzida por proteoglicanos (PGIA) e o uso de animais transgénicos. Cada modelo
animal exibe similaridades e diferencas em relacdo a artrite reumatéide em
humanos. Revisfes sobre o tema vém abordando a relacdo entre os dados de
eficacia pré-clinica utilizando estes modelos com os resultados dos estudos clinicos
e chegaram a conclusdo de que ndo existe uma orientacdo definitiva do modelo que
melhor prediz os resultados clinicos (Bevaart et al., 2010).

O modelo animal de artrite induzida por adjuvante foi o primeiro modelo descrito
e destaca-se pela facilidade de realizacao, reprodutibilidade dos dados e duracéo
razoavel do periodo de teste (Bendele et al., 2001). A administracdo intraplantar do
Adjuvante Completo de Freund (CFA) na pata dos ratos induz rapidamente o

processo inflamatério, onde os sinais clinicos geralmente aparecem 10 dias apés a
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administrac@o na pata. Inflamacao poliarticular, infiltrag&o linfocitaria, degradacéo da
cartilagem e destruicdo 0ssea podem ser observados (Hegen et al., 2008). Ocorre a
expressdo de citocinas inflamatérias como IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6 nas
articulagdes (Bevaart et al., 2010).

Sistemas nanocarreadores de farmacos vém sendo investigados como uma
maneira de melhorar o efeito terapéutico e diminuir os efeitos adversos de farmacos
para o tratamento da artrite reumatdide (Tarner et al.,, 2008). Os possiveis
mecanismos para obtencdo de um sistema terapéutico mais eficaz séo relacionados,
principalmente, com trés principais vantagens dos sistemas nanoestruturados.
Primeiramente, um aumento na estabilidade e na biodisponibilidade de farmacos
pode ser obtido devido a nanoencapsulacdo, sendo este aumento relacionado,
principalmente, com as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, como
tamanho, superficie e morfologia (Duan et al., 2013). Em segundo lugar, estudos na
literatura demonstram a vetorizacdo de substancias encapsuladas ao sitio de
inflamacédo, levando a um aumento na especificidade e na eficacia do farmaco
(Metselaar et al., 2003; Ishihara et al., 2009). O tecido inflamado apresenta uma
elevada permeabilidade microvascular, semelhante a observada nos tumores
sélidos, e as nanoparticulas tendem a se acumular nestes tecidos. Esse fenbmeno é
conhecido como efeito de permeabilidade e retengdo aumentada (EPR) (van den
Hoven et al., 2011; Maeda et al., 2013). Utilizando nanocépsulas de nucleo lipidico,
Bernardi e colaboradores (2009a) verificaram um aumento na concentracdo de
indometacina no cérebro de animais com gliomas, um tumor sélido, quando
comparado ao farmaco em solucdo. Maiores concentracfes foram observadas no
hemisfério onde o tumor foi induzido quando comparado com o hemisfério
contralateral (“saudavel”’). Os mesmos autores verificaram um aumento dos efeitos
terapéuticos e uma diminuicdo dos efeitos adversos gastrointestinais da
indometacina associada a nanocapsulas de nucleo lipidico em modelo animal de
artrite reumatoéide induzida por CFA (Bernardi et al.,, 2009b). Em terceiro lugar, a
liberacdo do farmaco a partir do nanocarreador deve ser de maneira eficiente e
controlada no local de acdo, possibilitando desta forma, a reducdo dos efeitos
adversos. Resumidamente, estas vantagens acarretam num aumento da eficacia
terapéutica, com reducdo da frequéncia e da dose administrada, e

consequentemente, dos efeitos adversos.
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Associado as potencialidades dos sistemas nanocarreadores de farmacos, a
utilizacao do resveratrol e da curcumina, dois compostos naturais com propriedades
anti-inflamatdrias, constituem uma importante alternativa para o tratamento da artrite
reumatodide (Khanna et al., 2007).

O resveratrol é um potente inibidor de moléculas inflamatorias. O resveratrol inibe
a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e suprime a expressao de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-q, IL-6 e IL-1B. Além disso, inibe a expressdo da enzima
COX-2 e de metaloproteinases de matriz (Aggarwal et al., 2004, Shakibaei et al.,
2008). Estudos recentes sugerem que este fitoquimico desempenha um papel
importante na prevengdo e no tratamento da artrite reumatdide. Nakayama e
colaboradores (2012) demonstraram que o0 resveratrol é capaz de prevenir a
hiperplasia de células sinoviais, um fator critico na artrite reumatoide, através da
reducdo da viabilidade de células MH7A (linhagem celular de artrite reumatoéide
humana). Recentemente, o efeito preventivo e terapéutico do resveratrol foi
demonstrado em modelo de artrite induzida por colageno em camundongos. Duas
doses (15 e 20 mg/Kg), administradas intraperitonealmente, foram testadas mas
somente a maior dose foi capaz de atenuar os parametros clinicos e a eroséo 0ssea.
O efeito protetor foi associado a diminuicdo dos niveis de citocinas pré-inflamatorias
(IFNy, TNF-a, IL-6, IL-1, IL-4 e IL-17), supressdo de IgG colageno-especifica e
reducdo no numero de células T-helper 17 (Th17) (Xuzhu et al., 2012). Em 2013,
Chen e colaboradores demonstraram a acao terapéutica do resveratrol em modelo
animal de artrite induzida por CFA. Sua acéo foi associada com o balangco na
secrecdo de citocinas (IL-18 e TNF-a) pelos sinoviécitos e com a modulacao do
sistema imune.

Além do importante efeito anti-inflamatério demonstrado pelo resveratrol, também
foi verificado que esta substancia € capaz de apresentar efeitos antinociceptivos
apos insulto inflamatdrio com carragenina em ratos. A administracdo intraperitoneal
de 2 mg/Kg de resveratrol foi capaz de atenuar a dor durante 48 horas e este efeito
foi relacionado com a capacidade do resveratrol prevenir 0 aumento dos niveis de
COX-2 induzido pela carragenina (Pham-Marcou et al., 2008). Considerando que a
dor € um dos sintomas clinicos da artrite reumatoide, é importante que a terapéutica

utilizada para o tratamento também seja capaz de aliviar esse sintoma.
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A curcumina, um polifenol extraido do turmérico (também chamado de acafréo-
da-terra), tem uma longa histéria na medicina Ayurveda para o tratamento de
condi¢Bes inflamatorias (Jurenka, 2009). E considerada uma molécula pleiotrépica,
pois é capaz de modular a expressédo de diversas citocinas pro-inflamatérias, como o
fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12) e
quimiocinas, provavelmente pela inibicdo do NF-kB. Ainda, diminui a atividade das
enzimas COX-2, lipoxigenase e oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Bisht et al.,
2010; Basnet et al., 2011).

Estudos in vitro e in vivo sugerem que a curcumina constitui um potencial
tratamento para a artrite. Em 2009, MUN e colaboradores demonstraram que apos
administracdo oral de curcumina (4-100 mg/Kg) ela foi capaz de suprimir a artrite
induzida por coldgeno em camundongos, sendo seu efeito comparavel a
administracdo da indometacina, um anti-inflamat6ério comumente utilizado para o
tratamento da artrite reumatéide. MOON e colaboradores (2010) demonstraram,
utilizando testes in vivo e in vitro, que a administragdo de 25 ug de curcumina em 25
ML de DMSO, i.p, durante duas semanas, € capaz de suprimir a resposta
inflamatoria através da inibicdo de mediadores pré-inflamatérios (IL-18 e TNF-a) e
regulacdo da resposta imune humoral e celular. Quando administrada em
combinagcdo com o metotrexato, a curcumina (30 e 100 mg/Kg) foi capaz de
potencializar o efeito anti-artritico do imunossupressor e minimizar a
hepatotoxicidade causada por ele em modelo de artrite induzida por CFA (Baniji et
al.,, 2011). Em 2012, foi publicado um estudo clinico piloto que demonstrou a
seguranca e a eficicia da curcumina em pacientes com artrite reumatoide. Ainda, é
importante salientar que a curcumina foi mais eficaz na diminuicdo da dor dos
pacientes comparado ao diclofenaco sédico (Chandran et al., 2012).

Estudos in vitro sugerem a combinagéo destes dois compostos para o tratamento
de doencas inflamatodrias devido a obtencédo de um efeito anti-inflamatério sinérgico
(Csaki et al., 2009; Shakibaei et al., 2011). No entanto, ambos polifendis apresentam
baixa solubilidade aquosa, instabilidade quimica e baixa biodisponibilidade,
caracteristicas estas que limitam o uso clinico destes polifendis (Bisht et al., 2010).
Neste cenario, a associacdo do resveratrol e da curcumina a nanoparticulas
poliméricas pode ser uma excelente alternativa para contornar estas limitagfes, e

assim, aumentar a eficacia terapéutica destes compostos.
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Até o momento, ndo h& estudos na literatura que contemplem a associacao de
resveratrol e curcumina a nanocépsulas de nucleo lipidico almejando um aumento
do efeito farmacolégico e uma terapia mais efetiva para o tratamento da artrite
reumatoide. Considerando as limitacbes da terapia atual, o estudo de novas
substancias e/ou de novas estratégias terapéuticas com maior eficacia e seguranca
para o tratamento da artrite reumatoide € um assunto de grande interesse. Deste
modo, o objetivo deste capitulo foi investigar a atividade anti-edematogénica de
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo resveratrol e/ou curcumina em modelo

animal de artrite reumatoide induzida por CFA.



PUBLICACAO 3: Resveratrol and curcumin co-encapsulated in lipid-core
nanocapsules: in vivo antiedematogenic effect on CFA-induced arthritis model

Artigo a ser submetido a periodico cientifico
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O conteddo presente na Publicacdo 3 desta tese de doutorado refere-se a
resultados ainda ndo publicados, motivo pelo qual foi excluido da versédo digital

disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertacbes da UFRGS.
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A busca por tratamentos mais efetivos € um dos principais estimulos para novas
pesquisas na area farmacéutica. Com este propdsito a nanotecnologia tem sido
empregada, possibilitando a protecdo do farmaco contra a degradacao (Ourique et
al.,, 2008), o controle da liberacdo (Fontana et al., 2009), o aumento da
biodisponibilidade, a vetorizagao ao local de acédo, bem como a diminuigdo da dose
e um aumento da eficacia farmacoldgica (Bernardi et al., 2009a; Hass et al., 2009;
Frozza et al., 2010). Somado a isto, o interesse na utilizacdo de substancias com
baixa toxicidade e elevada atividade terapéutica € crescente, uma vez que muitas
doengas permanecem sem cura.

O resveratrol e a curcumina, dois compostos naturais encontrados na dieta
humana, atuam em diversas vias de sinalizacdo, sendo atualmente considerados
promessas como agentes terapéuticos. Estes polifendis apresentam atividade
antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral. Apesar dos iniUmeros beneficios a
saude humana, o uso destes polifendis na terapéutica é limitado devido a baixa
solubilidade aquosa, instabilidade quimica e reduzida biodisponibilidade. Devido as
potencialidades e, ao mesmo tempo as suas limitacdes, o resveratrol e a curcumina
foram selecionados neste estudo para incorporacdo em nanocapsulas de nucleo
lipidico.

A primeira etapa deste trabalho (Capitulo 1) foi dedicada a revisar os principais
beneficios in vivo da nanoencapsulagdo da curcumina. Diferentes sistemas
nanoestruturados como lipossomas, nanoparticulas lipidicas soélidas, nanoemulsdes,
micelas e nanoparticulas poliméricas vém sendo usados para aumentar a
estabilidade, a biodisponibilidade e a eficacia terapéutica da curcumina. Ficou claro
a partir dos dados da literatura que a nanoencapsulacdo é capaz de aumentar a
biodisponibilidade oral da curcumina, bem como sua eficacia terapéutica. Foi
observado um aumento da atividade antitumoral da curcumina frente a diferentes
tipos de tumores que incluem cancer de colon, pancreas, figado, pele, mama e
prostata. Ainda, uma maior efichcia frente a doencas inflamatérias,
neurodegenerativas (ex.: doenca de Alzheimer) e doencas negligenciadas como a
malaria, tem sido observada devido a associacdo da curcumina a nanocarreadores.
Adicionalmente, a nanoencapsulacdo tem demonstrado uma estratégia eficaz para

promover um maior acumulo de curcumina no sistema nervoso central. Os
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beneficios da encapsulagcdo da curcumina aos sistemas nanocarreadores Ss&o
suportados pelos mais diferentes tipos de estudos in vivo.

No Capitulo 2 desta tese, a curcumina foi encapsulada a nanocapsulas de
nucleo lipidico almejando o aumento do seu potencial antitumoral em modelo animal
de glioma. As principais razées que levaram a realizacdo este estudo foram: a) a
habilidade das nanocapsulas de nucleo lipidico em vetorizar farmacos as células
tumorais, 0 que torna essa formulacdo mais eficaz em reduzir o crescimento de
gliomas (Bernardi et al., 2009a); b) a importancia do estudo de novas estratégias
terapéuticas para gliomas; c) as propriedades antitumorais da curcumina (Aggarwall
et al.,, 2003); e d) a inexisténcia de trabalhos prévios avaliando o efeito in vivo da
curcumina associada a nanoparticulas poliméricas para o tratamento de gliomas.

Apos uma detalhada caracterizacao fisico-quimica da formulacdo os resultados
mostraram a viabilidade tecnoldgica da obtencéo de nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo curcumina (C-LNC). Através do estudo da liberacdo in vitro, utilizando
membranas de dialise, pdde-se observar uma libera¢do controlada da curcumina a
partir das nanocépsulas. Para avaliagdo da atividade antitumoral in vitro da
curcumina nanoencapsulada, foram utilizadas duas linhagens celulares de glioma, a
U251MG (linhagem de glioblastoma humano) e a C6 (linhagem de glioblastoma de
rato). Independente do tipo de célula, o acumulo intracelular da curcumina
nanoencapsulada ocorreu através de um mecanismo bifasico, com um rapido pico
entre 1-3 horas seguido de uma liberacdo sustentada observada apds 48 horas.
Esta captacdao inicial rapida (1-3h) pode ser atribuida a internalizacdo/endocitose das
nanocapsulas pelas células e a segunda fase devida, pelo menos em parte, a
liberacdo gradual da curcumina a partir das LNC. Para avaliacdo do efeito da
curcumina nanoencapsulada na viabilidade mitocondrial foi utilizado o método
colorimétrico do MTT, nos tempos 24, 48 e 96 horas. Na linhagem C6, nos tempos
24 e 48 horas, a curcumina em solucéo foi mais citotoxica quando comparado a C-
LNC. ApGs 96 horas, a citotoxicidade foi similar para ambos os tratamentos. No
entanto, para a linhagem U251MG, a curcumina nhanoencapsulada foi mais citotéxica
gue a curcumina livre em todos os tempos avaliados. As diferentes respostas de
cada linhagem frente ao mesmo tratamento podem ser explicadas pelas diferentes

caracteristicas que cada uma apresenta como, por exemplo, a linhagem U251MG
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possui a proteina PTEN e TP53 mutada, jA a C6 possui ambas as proteinas
funcionais.

A inespecificidade dos quimioterapicos € responsavel pelos seus efeitos
adversos. Logo, cabe ressaltar, que nas doses utilizadas neste trabalho, os efeitos
citotéxicos da curcumina séo seletivos para glioblastomas, ndo sendo capazes de
causar alteracdes na viabilidade de células normais da glia, como demonstrado em
um trabalho anterior por Zanotto-Filho e colaboradores (2012). Ainda, € importante
salientar que as LNC brancas nao causaram efeito citotoxico, demonstrando que 0s
efeitos na funcionalidade das células se devem a curcumina e ndo aos componentes
da formulagéo.

Alguns dos mecanismos pelos quais a curcumina induz a morte celular ja estédo
descritos na literatura (Weissenberger et al., 2010; Zanotto-Filho et al., 2012; Zhuang
et al., 2012). Neste estudo verificamos que a nanoencapsulacdo nao interferiu nos
mecanismos pelos quais a curcumina exerce a citotoxicidade nas células C6. Ambos
os tratamentos (C-LNC e em solucdo) induziram autofagia e apresentaram um
aumento na percentagem de células na fase G2/M, sugerindo uma parada do ciclo
celular nesta fase (G2/M).

ApoOs os experimentos in vitro, foi avaliado o efeito do tratamento com curcumina
associada a nanocapsulas de nuacleo lipidico em modelo in vivo de gliomas
implantados no cérebro de ratos. Os animais foram tratados durante 14 dias pela via
intraperitoneal com 1,5 mg/kg de curcumina nanoencapsulada ou em solucao.

A administracéo intraperitoneal é a via parenteral mais utilizada em experimentos
in vivo com ratos. A elevada area de superficie da cavidade abdominal e o
abundante suprimento sanguineo facilitam a répida absorcdo que ocorre
primeiramente pela circulacdo porta hepatica, podendo ocorrer biotransformacéo no
figado antes de atingir a circulagdo sistémica (Nebendhal et al., 2011).
Recentemente, Tosi e colaboradores (2013) avaliaram a influéncia da via de
administracdo na vetorizacdo de nanoparticulas para o sistema nervoso central.
Utilizando nanoparticulas poliméricas com superficie modificada com glicopeptideos,
0s autores verificaram através de microscopia confocal, que as nanoparticulas tém a
capacidade de atingir o cérebro apos administracéo intraperitoneal, oral e nasal.

A partir de analises histopatoldgicas das laminas de H&E foi observado, apos 14

dias de tratamento, que a curcumina nanoencapsulada, mesmo em baixas
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concentracdes, diminuiu significativamente o tamanho do tumor e a sua malignidade
guando comparado a curcumina livre e aos controles. Ainda, a curcumina associada
as nanocapsulas de nucleo lipidico aumentou a sobrevida dos animais com glioma.
Este € um efeito a ser alcancado pelas novas terapias, levando em consideracao
gue nado existe cura para esse tipo de tumor. Os efeitos antiglioma da curcumina
livre somente foram compardveis ao da curcumina nanoencapsulada quando se
administrou uma dose ~33 vezes maior (50 mg/Kg/dia). Neste estudo, foi possivel
observar um efeito antitumoral da curcumina administrada em uma dose muito
inferior as relatadas na literatura devido a nanoencapsulacao.

Durante o desenvolvimento desta tese, trabalhos em paralelo com outros grupos
de pesquisa utilizando esta mesma formulacdo demonstraram que a curcumina
encapsulada em nanocapsulas de nucleo lipidico apresenta atividade neuroprotetora
em modelo animal de dano cognitivo induzido pela fumaca de cigarros (Jaques et
al., 2013) e pelo peptideo AB(1-42) (Hoppe et al., 2013). Em ambos os estudos,
baixas doses da curcumina nanoencapsulada foram suficientes para exercer
atividade neuroprotetora semelhante a curcumina livre administrada em doses mais
elevadas. Estes resultados devem-se, provavelmente, a um aumento da
biodisponibilidade da curcumina e a um direcionamento das particulas ao sistema
nervos central (Bernardi et al., 2009a; Benvegnu et al., 2011; Frozza et al., 2013;
Dimer et al., 2014).

Para provar essa hipotese, ao final dos tratamentos, estudos de biodistribuicdo
foram conduzidos no presente trabalho, mas infelizmente, devido a limitagdes no
método analitico, foram descontinuados. Assim, optamos por deixar como
perspectiva de um préximo estudo, a realizacdo de experimentos farmacocinéticos
da curcumina nanoencapsulada em animais saudaveis e com gliomas.

Os mecanismos pelos quais as nanoparticulas aumentam os niveis de farmacos
no cérebro ndo sdo completamente compreendidos. Sabe-se que a biodistribuicdo
das nanoparticulas é influenciada pelas caracteristicas fisico-quimicas das particulas
como tamanho, morfologia, carga de superficie, solubilidade e modificacbes de
superficie (Duan et al., 2013). Atualmente, a vetorizacdo das nanoparticulas ao
sistema nervoso central estd sendo relacionada com o revestimento das particulas
com polissorbato 80. Sabe-se que esse revestimento acarreta numa diminuicdo do

clearance das nanoparticulas pelo sistema reticulo-endotelial aumentando o tempo
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de circulacdo sanguinea (Kulkarni et al., 2011). Ainda, o polissorbato 80 possibilita a
interacdo das particulas com receptores endoteliais na barreira hematoencefélica de
maneira semelhante as lipoproteinas de baixa densidade, sendo transferido via
endocitose receptor-mediada. Acredita-se também que o polissorbato possa inibir a
bomba de efluxo P-gp e modular as tight junctions (Sun et al., 2010; Kulkarni et al.,
2011; Patel et al., 2012).

No caso dos tumores solidos, outro fator a ser levado em consideracao € que as
nanoparticulas, através do efeito de retencdo e permeabilidade aumentado (EPR),
tendem a se acumular nesses tecidos. Diferentemente dos tecidos saudaveis, a
parede endotelial dos vasos sanguineos nos tumores soélidos apresenta
fenestracbes que permitem o extravasamento e o acumulo das nanoparticulas na
regido, levando a um aumento na concentracéo do farmaco (Torchilin, 2010). Devido
a elevada neovascularizacdo e angiogénese, a permeabilidade vascular encontra-se
elevada, o que facilita o acesso das nanoparticulas ao tecido tumoral. Ainda, uma
drenagem linfatica defeituosa permite a retencdo das nanoparticulas no tumor
(Maeda et al., 2013).

Paralelo a atividade antitumoral observada, os tratamentos ndo afetaram 6rgaos
saudaveis como se pbde observar através das analises bioquimicas e
histopatoldgicas, indicando auséncia de toxicidade das formulagBes. Este € um
importante resultado tendo em vista que a maioria das terapias disponiveis ndo atua
exclusivamente nas células malignas, comprometendo tecidos que ndo estédo
envolvidos no processo patolégico, diminuindo a qualidade de vida dos pacientes
(Torchilin, 2010).

Apesar do grande potencial, a seguranca na aplicacdo das nanocapsulas € uma
preocupacdo crescente e, considerando que maioria destas novas tecnologias
destina-se ao uso sistémico, a avaliacdo da sua biocompatibilidade é importante.
Neste sentido, o potencial hemolitico das nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
curcumina foi avaliado. Os eritrécitos incubados com diferentes concentracdes das
nanocapsulas contendo curcumina ndo apresentaram nenhum sinal de hemdlise,
assim como o0s incubados com a suspensdo de nanocapsulas brancas. Estes
resultados sugerem uma possivel aplicacdo desta formulacdo (C-LNC) para uso
sistémico. No entanto, mais estudos sdo necessarios para garantir a seguranga na

sua aplicacdo. Recentemente, resultados obtidos através da avaliagdo toxicologica
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realizadas em ratos tratados com uma dose ou multidoses (durante 28 dias) de
nanocapsulas de nucleo lipidico revestidas com polissorbato 80 indicaram a
seguranca in vivo desta formulagéo (Bulc&o et al., 2013).

A ligacdo das nanoparticulas as proteinas do soro/plasma exerce uma
importante influéncia na biodistribu¢cdo, uma vez que essa ligagdo/adsorcdo pode
mudar o tamanho e a carga de superficie das particulas modificando, desta forma, o
processo de internalizacdo pelos macrofagos e a distribuicdo pelo corpo (Aggarwal
et al., 2009). Neste estudo, foi observada uma fraca interacdo entre as nanocapsulas
de nucleo lipidico (C-LNC e B-LNC) e as proteinas plasmaticas (ex., albumina, alfa e
beta globulinas). Isso se deve, provavelmente, pelo revestimento das nanocépsulas
com polissorbato 80, que confere uma superficie hidrofilica as particulas.
Nanoparticulas hidrofébicas possuem uma maior capacidade de interacdo com as
proteinas plasméticas, logo, sdo opsonizadas mais rapidamente que particulas
hidrofilicas (Aggarwal et al., 2009). No entanto, foi observada uma interacao
significativa entre as nanocapsulas e as proteinas com peso molecular entre 20-30
KDa (regiao tipica da y-globulinas de cadeia leve).

A combinacao de fitoquimicos pode oferecer uma maior vantagem que a terapia
individual no tratamento de doencas. Recentemente os efeitos positivos da
combinacao do resveratrol e da curcumina sobre marcadores do estresse oxidativo e
na quimioprevencao vém sendo estudados (Aftab et al., 2010; Malhotra et al., 2010;
lwuchukwu et al., 2011). Baseados na hipotese de se obter um aumento dos efeitos
benéficos destes dois compostos através da sua combinacédo, no Capitulo 3 desta
tese foram desenvolvidas nanocapsulas de nucleo lipidico contendo a associacdo do
resveratrol e da curcumina.

Para garantir as propriedades nanotecnolégicas das suspensoées e verificar se a
co-encapsulacdo iria influenciar as caracteristicas das formulagbes, uma
aprofundada caracterizacéo fisico-quimica das formula¢cdes contendo os polifendis
encapsulados individualmente ou co-encapsulados foi realizada. A partir destas
avaliacbes foi possivel verificar que os principais parametros nanotecnoldgicos,
como tamanho médio de particula e indice de polidispersdo nao foram afetados,
assim como as demais propriedades avaliadas, demonstrando pela primeira vez a
possibilidade de obtencdo de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo a

associagao de resveratrol e curcumina.
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O resveratrol e a curcumina apresentam instabilidade quando expostos a luz.
Assim, neste trabalho também foi observado um aumento na fotoestabilidade destes
compostos devido a nanoencapsulacdo. Ainda, a co-encapsulacdo aumentou a
estabilidade do resveratrol, sendo o ti, do resveratrol 3,41 vezes maior quando
associado a curcumina. O mesmo néao foi observado para a curcumina, uma vez que
a solucéo contendo a associagdo dos polifendis foi mais estavel quando comparado
as nanocapsulas contendo a associac¢do. No entanto, a protecdo da curcumina co-
encapsulada com o resveratrol foi semelhante a observada para a formulagéo
contendo curcumina encapsulada individualmente.

Levando-se em consideracdo que o estresse oxidativo esta relacionado com a
patogenia de diversas doencas, incluindo inflamacdes crénicas e cancer, na
sequencia foi estudado o potencial das nanocapsulas de nucleo lipidico em melhorar
a atividade antioxidante dos polifendis, individualmente ou co-encapsulados, frente
ao radical hidroxila. Através de um método cromatogréfico livre de substrato,
demonstou-se que a nanoencapsulacdo aumentou a atividade antioxidante in vitro
do resveratrol e da curcumina e os resultados obtidos devido a co-encapsulacéo
foram ainda mais promissores. A co-encapsulagéo foi capaz de aumentar a atividade
antioxidante de ambos os compostos quando comparada as formulacdes contendo
os polifendis encapsulados individualmente, demonstrando as potencialidades desta
formulacao.

Os estudos de liberacdo in vitro demonstraram que a nanoencapsulacéo
controlou a liberacdo do resveratrol e da curcumina a partir das nanocépsulas e
diferentes comportamentos entre os polifenéis foram observados em fung¢do do
tempo. O resveratrol foi liberado mais rapidamente que a curcumina. Estendendo
esses resultados para a terapéutica, essa diferenca pode ser considerada
interessante, uma vez que o resveratrol poderia atuar de maneira controlada, mas
mais imediata, e os efeitos benéficos desta formulacdo serem sustentados pela
liberacdo controlada da curcumina. Além das vantagens apresentadas até o
momento, estudos conduzidos durante 3 meses demonstraram a estabilidade da
formulacéo contendo os polifendis co-encapsulados.

Em conjunto com os resultados de caracterizacdo e fotoestabilidade, os
resultados obtidos no estudo da atividade antioxidante indicaram a promissora

aplicacao da formulagéo contendo a associagéo do resveratrol e curcumina para a
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prevengcdo ou tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo
encorajando a continuidade dos estudos com uma avaliacao in vivo.

Neste sentido, o Capitulo 4 abordou a avaliagdo dos efeitos in vivo das
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo resveratrol e/ou curcumina em modelo
animal de artrite reumatoide induzida por CFA.

ApoOs a inducdo da artrite, os animais foram tratados com resveratrol e/ou
curcumina, associados ou ndo a nanocapsulas de nucleo lipidico. A dose utilizada foi
de 1,75 mg/kg, administrada intraperitonealmente duas vezes ao dia, totalizando 3,5
mg/kg/dia. Essa dose representa um volume maximo de 1,2 mL de formulagdo
administrada nos animais pela via intraperitoneal.

Os polifendis em solucédo ndo foram capazes de diminuir o edema causado pela
administracao intraplantar do CFA. Este resultado esta relacionado, provavelmente,
com a dose utlizada neste estudo. Apesar do modelo de artrite induzida por
adjuvante ser bem estabelecido e amplamente utilizado para avaliar a eficacia de
novos tratamentos (Bevaart et al., 2010), este estudo foi o segundo a utilizar este
modelo animal para avaliar os efeitos do resveratrol (Chen et al.,, 2013) e da
curcumina (Kuncha et al.,2013). Nestes trabalhos, os efeitos benéficos dos
tratamentos foram demonstrados utilizando doses a partir de 10 mg/kg. No entanto,
baseados em estudos que demonstraram que a encapsulacdo de diferentes
substancias ou farmacos a sistemas nanoestruturados leva a um aumento da
eficacia farmacologica (Bernardi et al., 2009b; Fontana et al., 2010; Hoppe et al.,
2013; Figueird et al., 2013), o efeito anti-edematogénico dos polifendis encapsulados
individualmente ou co-encapsulados em nanocépsulas de nucleo lipidico foi
avaliado.

Neste estudo, verificou-se que a nanoencapsulacdo foi capaz de aumentar a
atividade anti-edematogénica dos polifenois, demonstrando que é possivel obter um
efeito farmacoldgico significativo com diminuicio da dose total administrada. E
importante destacar que os animais tratados com os polifendis co-encapsulados
apresentaram uma melhora pronunciada quando comparado aos demais
tratamentos (resveratrol e curcumina individualmente nanoencapsulados). Durante o
periodo de tratamento, uma reducado entre 24 e 55% no edema foi observada. Este
estudo foi o primeiro a demonstrar o efeito anti-edematogénico in vivo do resveratrol

e da curcumina co-encapsulados em sistemas nanoestruturados.
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Para melhor avaliar os efeitos destes polifendis no tratamento da artrite
reumatoide, avaliagbes histopatolégicas foram realizadas. Estudos histologicos
demonstram elevada inflamacéo e hiperplasia sinovial, angiogénese, formacéo de
pannus e progressiva degradacdo da cartilagem e do osso na artrite reumatéide
(Helyes et al., 2004; Oliveira et al., 2008). A elevada producédo de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-1B e TNF-a, tem papel fundamental no desenvolvimento do
edema e na destruicdo da cartilagem e do tecido 0sseo nas articulacdes afetadas. A
concentracdo destas citocinas encontra-se elevada no soro e no tecido sinovial de
pacientes com artrite reumatoide (Choy et al., 2001). Diversos estudos demonstram
gue o resveratrol e a curcumina inibem a producéo destas citocinas sendo, desta
forma, estes polifendis considerados novas oportunidades para o tratamento da
artrite reumatéide (Khanna et al., 2007). As analises histopatoldgicas corroboraram
com os resultados obtidos na avaliagdo do edema das patas, uma vez que a
formulacdo contendo os polifendis co-encapsulados resultaram nos melhores
efeitos, sendo esta formulacdo capaz de atenuar a fibrose na membrana sinovial,
assim como, o dano a cartilagem e ao tecido 6sseo.

O aumento da atividade anti-edematogénica dos polifendis nanoencapsulados
pode ser decorrente dos seguintes fatores: a) diminuicdo da captacdo das
nanoparticulas pelo sistema fagocitario mononuclear devido ao revestimento com
polissorbato 80, permitindo que essas particulas permanecam por mais tempo na
circulacao; b) aumento da biodisponibilidade do resveratrol e da curcumina devido a
nanoencapsulagdo e; c¢) maior acumulo no tecido inflamado. Semelhante ao
observado nos tumores solidos, os tecidos inflamados apresentam uma elevada
permeabilidade vascular que permite o extravasamento das nanoparticulas nesses
sitios (Maeda et al., 2013).

Tendo em vista o efeito antiedematogénico pronunciado, a reducdo da
severidade da histologia articular, assim como, uma melhora na fotoestabilidade e
atividade antioxidante demonstrados no capitulo anterior, a contagem total de
leucécitos e a avaliagdo dos biomarcadores hepéticos foram realizadas somente
para o grupo de animais tratados com as nanocapsulas contendo a associacdo do
resveratrol e da curcumina.

Os leucécitos sao células do sistema imune inato do organismo. Seu aumento

esta relacionado com condigfes infecciosas e inflamatérias. Em pacientes com
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artrite reumato6ide e em modelos animais de artrite € observado um aumento na
contagem total de leucdcitos (Rindfleisch et al., 2005; Mythilypriya et al., 2008). Esse
aumento é relacionado com a superproducédo de IL-1B8 (Kuncha et al., 2013). Neste
estudo, o tratamento dos animais com a formulacdo contendo a associacdo dos
polifendis suprimiu a infiltragdo leucocitéria, sendo a contagem total de leucdcitos
semelhante a dos animais sadios.

O metotrexato é o farmaco mais utilizado para o tratamento da artrite reumatoéide
(Gaffo et al., 2006). A severa toxicidade hepética causada pelo tratamento é um dos
fatores que estimula a busca por novas estratégias terapéuticas para a artrite
reumatodide. Neste sentido, avaliagbes dos niveis sorologicos de AST, ALT e ALP
foram realizadas. O tratamento dos animais com as nanocapsulas contendo
resveratrol e curcumina nao influenciou nos niveis dos biomarcadores hepaticos,
demonstrando a possivel aplicacdo dessa formulagdo para o tratamento da artrite,
uma vez que a mesma apresentou efichcia farmacolégica sem causar dano
hepatico.

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo demonstrou a relevancia da
associacdo da curcumina e/ou do resveratrol a nanocapsulas de nucleo lipidico,
tendo em vista as vantagens destes sistemas nanocarreadores e as diversas

aplicacOes terapéuticas destes polifenais.
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<> Os beneficios da associagdo da curcumina a nanocarreadores lipidicos ou
poliméricos foi demonstrado através da apresentacdo dos principais estudos
encontrados na literatura que abordaram as aplicagdes in vivo deste sistema para o

aumento da biodisponibilidade e da eficacia terapéutica deste polifenol;

<> A potencialidade antitumoral, antioxidante e anti-edematogénica de
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo resveratrol e/ou curcumina, preparadas
com adequadas caracteristicas nanotecnoldgicas pelo método de nanoprecipitacao,

foi demonstrada;

X As nanocéapsulas de ndcleo lipidico contendo curcumina apresentaram efeito
antitumoral superior em modelo animal de glioma, diminuiram a malignidade do
tumor e aumentaram a sobrevida dos animais em relacdo a curcumina livre
administrada intraperitonealmente na mesma dose (1,5 mg/kg/dia). Os efeitos
benéficos da curcumina nanoencapsulada s6 foram comparaveis com os efeitos da

curcumina livre quando esta foi administrada na dose de 50 mg/kg/dia;

X A co-encapsulacdo do resveratrol e da curcumina nado influenciou as
caracteristicas fisico-quimicas das particulas e o perfil de liberacdo dos polifendis a
partir das nanocapsulas. A nanoencapsulacdo foi capaz de diminuir a
fotodegradacao dos polifendis e a co-encapsulacdo aumentou a fotoestabilidade do
resveratrol. Ainda, a nanoencapsulacdo aumentou a atividade antioxidante in vitro

dos polifendis e um efeito mais pronunciado foi observado com a co-encapsulacgéo;

X O resveratrol e a curcumina, encapsulados individualmente ou co-
encapsulados, exerceram uma significativa atividade anti-edematogénica em
animais com artrite induzida por CFA, o que néao foi observado para os polifenbis em
solucéo. O tratamento dos animais com as nanocapsulas contendo a associacéo do
resveratrol e da curcumina foi capaz de diminuir o dano ao tecido cartilaginoso e ao

0SSO0 e prevenir o aumento linfocitario no soro dos animais.
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