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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas (NP)
constituidas por PLGA e revestidas por quitosana (QT) para a encapsulacdo da
dexametasona (DEX), visando ao aumento da eficicia desse farmaco no contexto
do tratamento da sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) relacionada a COVID-
19. Para tanto, foram utilizados acetato de DEX (DEXAc) ou fosfato dissodico de
DEX para o desenvolvimento das NP. A utilizacdo do DEXAc propiciou maior
eficiéncia de encapsulagcdo (EE) do farmaco nas NP e, dessa forma, essa
formulacdo foi escolhida para os ensaios posteriores. As NP-DEXAc foram
revestidas com QT (NP-DEXAc-QT) e caracterizadas em relacdo ao diametro
hidrodindmico médio (DHm), indice de polidispersividade (Pdl), potencial zeta (PZ),
morfologia, eficiéncia de encapsulacdo (EE) e drug loading (DL). Além disso,
andlises de difracdo de raios-X (DRX) e de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) foram conduzidas. A citotoxicidade em linhagem
J774.A1 (macr6fagos murinos) e a atividade anti-inflamatoéria in vitro apds estimulo
dessa linhagem com LPS ou LPS+IFN-y e posterior quantificacdo de éxido nitrico
(NO), IL-6, IL-12 e TNF-a também foram avaliadas. As formula¢cdes desenvolvidas
apresentaram caracteristica de sistemas monodispersos (Pdl < 0,3). O DHm das
NP-DEXAc-QT (264,4 + 4,4 nm) foi maior que o obtido para as NP-DEXAc (207,3 £
6,7 nm). Além disso, ap0s o revestimento, houve inversdo do PZ das NP-DEXAc (-
11,83 £ 1,4 mV) para valores positivos (+30,0 + 1,6 mV). Ademais, as analises de
microscopia envidenciaram que o revestimento tornou a superficie das NP mais lisa.
Analisados em conjunto, esses dados podem indicar que as NP foram revestidas de
maneira eficiente pela QT. A EE foi elevada para ambas as formulacdes, com
resultados iguais a 83,7 + 1,04% (DL = 6,96 +0,09%) para as NP-DEXAc e 78,5 *
0,26% (DL = 6,53 + 0,02%) para as NP-DEXAc-QT. As analises de DRX e FTIR
confirmaram a encapsulagédo da DEXAc no interior da matriz polimérica, bem como a
ocorréncia do revestimento das NP pela QT. N&o houve indicio de citotoxicidade até
as concentracdes de 200 pg/mL e 400 pg/mL para as NP-DEXAc e NP-DEXACc-QT,
respectivamente. Esse resultado pode indicar que a QT aumenta a tolerabilidade
das células as nanoparticulas. Em relacdo a atividade anti-inflamatoéria, as NP-
DEXACc-QT propiciaram reducdo significativa nos niveis de NO e das citocinas

comparativamente ao grupo controle (células estimuladas e néo tratadas), além de



apresentarem efeito comparavel ao farmaco livre. Dessa forma, os resultados
obtidos indicam que as nanoparticulas revestidas por QT apresentam caracteristicas
promissoras para a entrega da DEXAc visando aplicacdo no tratamento da SRAG
associada a COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19; SRAG; dexametasona; PLGA; quitosana



ABSTRACT

The objective of this work was to develop and characterize nanopatrticles (NP)
consisting of PLGA and coated with chitosan (QT) for the encapsulation of
dexamethasone (DEX), aiming to increase the efficacy of this drug in the context of
the treatment of severe acute respiratory syndrome (SARS) related to COVID-19. For
this purpose, DEX acetate (DEXAc) or DEX disodium phosphate were used for the
development of PN. The use of DEXAc provided greater encapsulation efficiency
(EE) of the drug in the PN and, therefore, this formulation was chosen for subsequent
trials. NP-DEXAc were coated with QT (NP-DEXAc-QT) and characterized in relation
to mean hydrodynamic diameter (DHm), polydispersity index (Pdl), zeta potential
(PZ), morphology, encapsulation efficiency (EE) and drug loading (DL). In addition,
X-ray diffraction (XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analyzes
were conducted. Cytotoxicity in J774.A1 strain (murine macrophages) and in vitro
anti-inflammatory activity after stimulation of these strain with LPS or LPS+IFN-y and
subsequent quantification of nitric oxide (NO), IL-6, IL- 12 and TNF-a were also
evaluated. The developed formulations showed characteristics of monodisperse
systems (Pdl < 0.3). The DHm of NP-DEXAc-QT (264.4 + 4.4 nm) was higher than
that obtained for NP-DEXAc (207.3 = 6.7 nm). Furthermore, after coating, there was
an inversion of the PZ of the NP-DEXAc (-11.83 + 1.4 mV) to positive values (+30.0 =
1.6 mV). Furthermore, the microscopy analyzes showed that the coating made the
surface of the PN smoother. Analyzed together, these data may indicate that the NP
were efficiently coated by QT. The EE was high for both formulations, with results
equal to 83.7 £ 1.04% (LD = 6.96 +0.09%) for NP-DEXAc and 78.5 + 0.26% (DL =
6.53 = 0.02%) for QT-DEXAc-NP. DRX and FTIR analyzes confirmed the
encapsulation of DEXAc within the polymeric matrix, as well as the occurrence of NP
coating by QT. There was no evidence of cytotoxicity up to concentrations of 200
pg/mL and 400 pg/mL for DEXAc-NP and QT-DEXAc-NP, respectively. This result
may indicate that CT increases the cells' tolerance to nanoparticles. Regarding the
anti-inflammatory activity, the NP-DEXAc-QT provided a significant reduction in the
levels of NO and cytokines compared to the control group (stimulated and untreated
cells), in addition to presenting a comparable effect to the free drug. Thus, the results

obtained indicate that QT-coated nanoparticles have promising characteristics for the



delivery of DEXAC aimed at application in the treatment of SARS associated with
COVID-19.

Keywords: COVID-19; SARS; dexamethasone; PLGA; chitosan
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1 INTRODUCAO

A COVID-19 é a doenca causada por um novo coronavirus (SARS-CoV-2), a
qual acomete preferencialmente as vias respiratorias. Sua transmissdo se da
principalmente através de goticulas de saliva que se espalham quando uma pessoa
infectada espirra ou tosse, goticulas suspensas no ar e pelo contato com secrecao
nasal (WHO, 2021; WU et al, 2020). Essa patologia pode ser caracterizada por um
espectro clinico variando de infeccbes assintomaticas a quadros severos. Dessa
forma, a populagdo em geral é capaz de contrair o SARS-CoV-2 e apresentar
sintomas leves a moderados em resposta ao virus, ndo necessitando de cuidados
especiais (WHO, 2021; JIN et al, 2020). No entanto, idosos e pessoas que
apresentam doencas pré-existentes estdo mais suscetiveis a apresentarem
sintomas graves da doenca, que incluem dificuldade de respirar ou falta de ar, perda
de fala ou movimento e dor ou pressao no peito (WHO, 2021).

As mortes por COVID-19 estdo atreladas a complicacdes decorrentes da
doenca em sua forma mais severa, conhecida como Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SRAG). Nessa situacdo, o sistema imune inato libera citocinas pro-
inflamatoérias em resposta a entrada do virus no organismo, fazendo com que haja a
chamada “tempestade de citocinas”, o0 que causa graves lesbées ao tecido pulmonar
(KESHTA et al., 2021; ABDIN et al., 2020).

A dexametasona (DEX), devido as ac¢bes anti-inflamatéria e
imunossupressora, vem sendo amplamente empregada para o tratamento da SRAG,
sendo seu beneficio clinico reportado no estudo randomizado RECOVERY
(Randomised Evaluation of COVID-19 Therapy), da Universidade de Oxford. Apesar
de seu uso continuamente crescente para esta finalidade, este farmaco tem como
contraponto o aparecimento de efeitos adversos a depender de seu tempo de uso. A
curto prazo, seu uso pode causar resisténcia a bloqueadores neuromusculares,
eventos autoimunes e cardiovasculares. Ja em uso prolongado - de um a trés meses
continuos - os efeitos mais conhecidos séo hiperglicemia, glaucoma, catarata,
retencdo de liquidos, hipertenséo, efeitos psicolégicos como oscilagdes de humor,
mudancas de comportamento e confusdo, crescimento anormal de cabelo,
osteoporose e disturbios no ciclo menstrual (ALESSI et al., 2020; MATTOS-SILVA et
al., 2020; NOREEN; MAQBOOL; MADNI, 2020).


https://www.recoverytrial.net/
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Nesse sentido, o uso de nanoparticulas para aplicacdo na entrega de
farmacos constitui estratégia promissora para, além de melhorar as propriedades
fisico-quimicas do ativo encapsulado, prevenir sua degradacédo quimica e promover
o controle de sua liberacdo, incrementar a eficacia terapéutica e reduzir efeitos
toéxicos (AL-HALLACK et al., 2011; COUVREUR, 2013; SILVA et al., 2020). Sob
essa perspectiva, as nanoparticulas poliméricas se destacam em virtude da elevada
estabilidade durante o armazenamento, bem como no ambiente fisiologico (SILVA et
al., 2020). O poli (4cido lactico-co-glicélico) (PLGA) é um copolimero sintético
amplamente utilizado para o preparo dessas nanoparticulas, uma vez que apresenta
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (BHATT
et al., 2020; GU et al., 2020). Dessa forma, seu uso em humanos foi autorizado pela
Food and Drug Administration (FDA), incluindo a administracdo pela via endovenosa
(MIR et al., 2017). Diante disso, estudos utilizando nanoparticulas de PLGA para
aplicacao no tratamento da COVID-19 tém sido conduzidos (POURHAJIBAGHER et
al., 2021; UCAR et al., 2021).

Por meio da modificacdo de superficie das nanoparticulas € possivel modular
suas caracteristicas de estabilidade e seu tempo de meia-vida na circulacdo
sanguinea, proporcionar uma maior interacdo biolégica e, além disso, otimizar a
atividade farmacologica pretendida. A esse respeito, existem relatos do
desenvolvimento de nanoparticulas de PLGA revestidas com quitosana (QT) as
quais apresentaram desempenho superior em relacédo a sua eficacia, estabilidade e
entrega modificada de farmacos quando comparadas aquelas sem o revestimento
(DANDAMUDI et al., 2021; ARAFA et al., 2020; CHATZITAKI et al., 2020). A QT,
copolimero catibnico derivado da quitina, apresenta interessantes propriedades, tais
como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e alergenicidade.
Ademais, possui atividades anti-inflamatéria, cicatrizante, antimicrobiana,
antioxidante e mucoadesiva, fazendo com que seja de grande interesse para
utiizacdo nas areas meédica, farmacéutica, odontoldgica, agricola e cosmética
(GARG et al., 2019). Assim, a QT poderia potencializar a atividade anti-inflamatoria
da DEX, permitindo a diminuicdo da dose administrada, com consequente reducao
de efeitos toxicos desse farmaco.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho € desenvolver uma formulacéo

de nanoparticulas constituidas por PLGA e revestidas com quitosana para a
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encapsulacdo da dexametasona visando ao tratamento de SRAG associada a
COVID-109.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 COVID-19: PANORAMA MUNDIAL E SEUS EFEITOS

A pandemia da COVID-19, doenca que deixou o mundo em situacdo de
extrema alerta, € causada por um novo coronavirus denominado SARS-CoV-2
(Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), virus que acomete as vias
respiratérias, ou seja, nariz, boca, garganta, traqueia e pulmdes (WHO, 2022). Os
primeiros casos reportados dessa nova doencga tiveram origem em Wuhan, na
provincia de Hubei (China) em dezembro de 2019 e foram identificados como uma
pneumonia de etiologia desconhecida (WU et al, 2020). Desde entdo, os casos de
infeccdo pelo virus tém se espalhado rapidamente pelo mundo. Em 11 de marco de
2020, o diretor-geral da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Tedros Adhanom
Ghebreyesus, declarou pandemia de COVID-19. Até a data da declaracdo, haviam
sido registrados 118 mil casos em 114 paises, totalizando 4.292 mortes (WHO,
2021).

Estudos revelam que a forma de transmissao principal se da através de
goticulas de saliva quando uma pessoa infectada espirra ou tosse, além de goticulas
suspensas no ar e através de contato com secre¢ao nasal (SALIAN et al., 2021; WU
et al., 2020). O periodo de laténcia € geralmente de 3 a 7 dias, podendo chegar a 14
dias (JIN et al., 2020).

A populacdo em geral é capaz de contrair o SARS-Cov-2 e apresentar
sintomas leves a moderados em resposta ao virus, que comumente ndo requerem
cuidado especial (WHO, 2022; OCHANI et al., 2021). Os sintomas mais comuns
incluem febre, cansaco e tosse seca. No entanto, outros sintomas tém sido
reportados, tais como dor de garganta, diarreia, desconforto e dores, cefaleia, perda
de paladar ou olfato (podem vir juntos ou individualmente), erup¢éo cutanea na pele
e descoloracdo dos dedos das méos ou dos pés (WHO, 2022). No entanto, idosos e
pessoas que apresentam doencas pré-existentes, também chamadas comorbidades,
como diabetes, hipertensdo, doencas autoimunes, doencas respiratérias cronicas,
cancer, dentre outras, estdo mais suscetiveis a apresentarem sintomas graves da
doencga, que incluem dificuldade de respirar ou falta de ar, perda de fala ou
movimento e dor ou pressdao no peito (WHO, 2022). Ha ainda pacientes

assintomaticos, mas que sao capazes de espalhar a doenca para outros individuos.
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De acordo com Liu e colaboradores (2020) estas pessoas representam cerca de 30
a 60% dos infectados.

Até a novembro de 2022, quase trés anos apdés a declaracdo de crise
sanitaria e emergéncia por coronavirus, foram registrados quase 650 milhdes de
casos, totalizando mais de 6 milhdes de mortes no mundo todo. As mortes por
COVID-19 se déao principalmente como resultados de complicagdes decorrentes da
doenca em sua forma mais severa, denominada de Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (SRAG) (YE; WANG; MAO, 2020). E importante destacar que a aprovacgéo de
vacinas por diferentes agéncias regulatorias foi capaz de frear a escalada de 6bitos
(FIOLET et al., 2022). No entanto, a influéncia de novas variantes do virus na
eficacia vacinal ainda é um fator preocupante (MALIK et al., 2022). Além disso, o
fato de existirem pessoas ndo vacinadas ou com esquema vacinal incompleto pode
representar maior risco de desenvolvimento de sintomas graves nesses individuos.
Nesse sentido, um aumento no niumero de casos de SRAG associados a COVID-19
tem sido observado no Brasil INFOGRIPE, 2022).

2.2 SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE (SRAG)

A SRAG foi primeiramente reconhecida em 2003, no final do més de
fevereiro, durante um surto originario da China e que se propagou para outros quatro
paises (WHO, 2022). Tratava-se de uma doenca respiratéria viral causada pelo
coronavirus SARS-CoV-1. Anos depois, em 2019, um novo surto de SRAG surgiu no
mundo, agora associado ao novo coronavirus (SARS-CoV-2) e dotado de maior
capacidade de se espalhar rapidamente (LIU et al., 2020).

Cerca de 20% das pessoas acometidas pela COVID-19 desenvolvem SRAG,
com uma taxa de letalidade aproximada de 2,3% (MENDES et al., 2020; SHI et al.,
2020). O periodo de incubacéo da doenca varia de 2 a 14 dias, com uma média de
5,1 dias (MENDES et al., 2020). Febre, tosse seca, fadiga e dificuldade para respirar
foram relatados como sintomas comuns deste quadro (PARK, 2020).

Os pulmfes sédo os mais afetados pela SRAG associada a COVID-19. Isto
porque estes 6rgdos possuem celulas alveolares tipo Il ricas em receptores ACE-2,
uma enzima ligada a membrana e componente do sistema renina-angiotensina (SHI
et al., 2020). Essa enzima possui papel importante e fundamental na protecao dos
pulmdes contra lesbes respiratorias agudas, mediando proliferacdo, fibrose e

inflamagé&o do tecido pulmonar (ABDIN et al., 2020).
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Em resposta a entrada do virus SARS-CoV-2 no tecido pulmonar, o sistema
imune inato ativa uma cascata inflamatoria para combaté-lo. Para isso, libera
citocinas proé-inflamatérias em elevadas concentracfes, causando também severos
danos pulmonares (KESHTA et al., 2021; ABDIN et al., 2020). Estudos mostram que
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, INFy, IP 10, MCP 1 e TNF-a sdo as citocinas
encontradas em maiores niveis séricos em quadros de SRAG, desempenhando um
papel importante na progressao dessa sindrome associada a COVID-19 (KESHTA et
al.,, 2021; MENDES et al, 2020). Elas sdo liberadas rapidamente e recrutam
mondcitos e células dendriticas para os pulmdes, causando lesdes graves no tecido.
Este fen6meno € conhecido como “tempestade de citocinas” (ABDIN et al., 2020), e
seu mecanismo demonstrado na

pode ser Figura 1.

Figura 1- Tempestade de citocinas caracteristica da SRAG
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Fonte: Adaptado de Iwasaki (2021)

A citocina IL-6 desempenha papel fundamental nas respostas inflamatorias
agudas e na tempestade de citocinas. Além disso, seus niveis sdo elevados em
pacientes com COVID-19, mostrando uma correlacao entre a gravidade da doencga e

sua concentracao serica. Pesquisas revelam que seus niveis sao significativamente
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mais elevados em individuos acometidos com a forma severa da doenca do que
naqueles em sua forma moderada e branda (ABDIN et al., 2020).

A tempestade de citocinas também pode levar a faléncia de 6rgéos de forma
rapida. Complicacdes renais e cardiovasculares também foram relatadas em
pacientes com SRAG, seja devido a expressdo de ACE-2 nos rins e coracao ou
como consequéncia dos altos niveis de citocinas pré-inflamatérias (KESHTA et al.,
2021).

Diante do exposto, torna-se imprescindivel a procura de um tratamento que
possa ser eficaz e seguro para o tratamento da SRAG, visando reduzir o numero de
Obitos por suas complicacdes. Levando em consideracdo a tempestade de citocinas
caracteristica da SRAG associada a COVID-19, tratamentos com farmacos
corticosteroides tém sido propostos a fim de combater essa resposta exagerada do
sistema imune. Nesse sentido, a dexametasona tem apresentado resultados
positivos na reducao da mortalidade de pacientes com COVID-19 que necessitam de
suporte respiratorio (KESHTA et al., 2021).

2.3 DEXAMETASONA

A dexametasona (DEX) (9-fluoro-1183,17,21-triidroxi-16a-metilpregna-1,4-
dieno-3,20-diona) (Figura 2) é um potente farmaco da classe dos anti-inflamatorios
esteroidais, também denominados corticosteroides, amplamente utilizado para o
tratamento de inflamacgdes sistémicas (ANVISA, 2022). Pertencente a classe dos
glicocorticoides, apresenta acdes anti-inflamatdérias e imunossupressoras, com
poténcia de 25 a 30 vezes maior que seu analogo natural, o cortisol. Ademais,
possui maior atividade anti-inflamatéria e tempo de meia-vida quando comparada a

outros corticoides, além de baixa atividade mineralocorticoide (ANVISA, 2022).
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Figura 2 - Estrutura quimica da dexametasona

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

O mecanismo de acdo da DEX €& comum aos glicocorticoides. Logo, age
inibindo a fosfolipase A2, levando a inibicdo de toda a cascata do acido araquidénico
e barrando a formacdo de prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos.
Conjuntamente, agem também reduzindo a migracdo e adesdo leucocitaria, que
reduz a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias no local, culminando em acéo
imunossupressora (RANG et al., 2016).

Seu uso é indicado em condi¢cdes em que seus efeitos anti-inflamatérios e
imunossupressores sao desejados, principalmente para tratamento intensivo por
curto periodo. Os usos clinicos mais comuns incluem condi¢des como reumatismo,
dermatoses, alergias, doenca pulmonar obstrutiva crénica, asma e edema cerebral
(RANG et al., 2016).

No Brasil, a DEX é comercializada em formulagdes farmacéuticas nas formas
de acetato ou fosfato de sédio. O fosfato dissédico de dexametasona (113,16a)-9-
fluor-11,17-di-hidroxi-16-metil-21-(fosfono-oxi)-pregna-1,4-dieno3,20-diona) (FDEX)
(Figura 3), de massa molar 516,41 g/mol, apresenta-se como um pd branco, com
caracteristica muito higroscépica e que possui polimorfismo. E um composto
facilmente solivel em 4gua e muito pouco soltvel em etanol. E comercializado sob
as formas de solugéo injetavel e solugcdo oftalmica (em associacdo com outros

farmacos).
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Figura 3 - Estrutura quimica do fosfato dissédico de dexametasona

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Ja o acetato de dexametasona (11B, 16a)-9-fluor-11,17-diidroxi-16-metil-3,20-
dioxopregna-1,4-dieno-21-il acetato) (DEXAc) (Figura 4) se apresenta como um po
cristalino, branco ou quase branco, de massa molar 434,50 g/mol, praticamente
insolivel em agua e facilmente soltvel em &lcool etilico. Sua comercializacdo se da
sob as formas de comprimido simples, creme dermatoldgico, solucao injetavel (em

associacao com outros farmacos) (ANVISA, 2019).
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Figura 4 - Estrutura quimica do acetato de dexametasona

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Com o surgimento do SARS-CoV-2, pesquisadores e especialistas ao redor
do mundo tém procurado opcdes de tratamento para a COVID-19 e suas
complicagbes, sobretudo nos casos de SRAG. Nesse sentido, a DEX tem se
destacado como forma de combater a ja mencionada tempestade de citocinas
caracteristica desse quadro (Figura 1) (NOREEN et al., 2021; HUANG et al., 2020).
Além disso, esse farmaco promove também a inibicdo da ativacdo de macrofagos,
células importantes para a efetivacdo do evento inflamatério (NOREEN et al., 2021,
YOUSEF et al., 2016). E importante ressaltar que, devido a seu efeito supressor
imunologico, a DEX teria efeito prejudicial se usada no inicio do tratamento da
COVID-19 por beneficiar a proliferagdo dos virus. Assim, sua utilizacdo é indicada
somente nos casos graves da doenca (ISIDORI et al., 2020).

O RECOVERY (Randomised Evaluation of COVID-19 Therapy), estudo de
maior destaque acerca do uso da DEX para o tratamento de COVID-19, é um ensaio
feito com pacientes hospitalizados acometidos com a doenga. Envolveu milhares de
meédicos, enfermeiros, farmacéuticos e administradores em pesquisa em cerca de
175 hospitais por todo o Reino Unido. Mais de 115 mil pacientes foram
selecionados aleatoriamente para fazer parte de diferentes grupos de tratamento ou
para nenhum tratamento adicional. Os grupos de tratamento foram: lopinavir-

ritonavir, dexametasona em baixa dose, hidroxicloroquina (que foi interrompido
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devido a falta de eficacia), azitromicina, tocilizumab e plasma convalescente (colhido
de doadores que se recuperaram da COVID-19 e que contém anticorpos contra o
virus SARS-CoV-2).

Neste estudo, um total de 2104 pacientes foram escolhidos aleatoriamente
para receber tratamento com DEX (6 mg/dia), por via oral ou injetavel, durante 10
dias. Esse grupo foi comparado ao grupo em que 4321 pacientes receberam apenas
o tratamento usual. Os resultados mostraram que a DEX reduziu em 5 o numero de
mortes entre 0s pacientes que receberam ventilacdo mecanica e em % entre 0s
pacientes que receberam apenas oxigénio. Esses numeros indicam que a DEX
reduz o risco de mortalidade em pacientes com complicacdes respiratorias graves.
No entanto, ndo foram encontrados beneficios no caso de pacientes que nado
necessitavam de auxilio respiratério. Além disso, a eficacia da DEX em pacientes
com comorbidades néo foi reportada (RECOVERY, 2020).

No entanto, assim como os demais farmacos da classe dos corticoides, a
DEX apresenta efeitos adversos indesejaveis quando usada a curto prazo (tempo
inferior a um més) como resisténcia a bloqueadores neuromusculares, eventos
autoimunes e cardiovasculares e superinfec¢cdes bacterianas. Tais efeitos sdo mais
severos gquando esse farmaco € utilizado a longo prazo (de um a trés meses),
provocando quadros de hiperglicemia, glaucoma, catarata, retencdo de liquidos,
hipertensdo, efeitos psicolégicos como oscilacdbes de humor, mudancas de
comportamento e confusado, crescimento anormal de cabelo e alterac6es no ciclo
menstrual (ALESSI et al., 2020; MATTOS-SILVA et al., 2020; NOREEN; MAQBOOL;
MADNI, 2020). Por isso, visando contornar esse inconveniente, diferentes
abordagens vém sendo estudadas, tais como a encapsulacdo da DEX em sistemas
nanoestruturados. Dentre esses sistemas, destaca-se o uso de nanoparticulas
poliméricas devido a sua alta estabilidade durante o armazenamento e em ambiente
fisiologico, além de atrair o interesse da industria farmacéutica pela maioria de seus
processos produtivos possuirem um potencial em relacdo ao aumento de escala.
(BEGINES et al., 2020; SILVA, et al., 2020).

2.4 NANOPARTICULAS DE PLGA

O PLGA é um copolimero dos acidos latico e glicdlico, ligados entre si por

uma ligacdo éster (Figura 5), e apresenta vantagens como baixa toxicidade,
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biocompatibilidade, resisténcia mecanica e cinética previsivel de degradacéo
(BHATT et al, 2020). Além disso, possui comportamento termoplastico, o que
possibilita que este polimero se molde facilmente quando € exposto ao aquecimento
(BHATT, 2013; MERKLI et al., 1998).

Figura 5 - Estrutura quimica do PLGA, em que os indices n e m indicam a
guantidade de repeti¢cdes das unidades monoméricas de acido latico e acido
glicdlico, respectivamente

CHj; O

OH

Fonte: Adaptado de DANHIER et al. (2012)

O PLGA é um dos polimeros biodegradaveis mais utilizados para o preparo
de nanoparticulas poliméricas porque, além das vantagens ja mencionadas, sua
hidrolise resulta na liberacdo dos acidos latico e glicolico. Como essas substancias
sdo facilmente metabolizadas pelo organismo através do ciclo de Krebs, uma
toxicidade sistémica muito baixa estd associada ao uso de PLGA para entrega de
farmacos (DANHIER et al., 2012). Dessa forma, esse polimero foi aprovado para uso
humano pela FDA e pela EMA (agéncias de regulacdo sanitarias americanas e
europeias, respectivamente) e, nesse sentido, existem relatos de sua utilizagéo para
a encapsulagcdo de uma vasta gama de substancias ativas, tais como antibidticos,
proteinas, peptideos e anti-inflamatorios (ISLAM, PATHAK, 2021; GARAKANI et al.,
2020; RYU et al., 2019).

Este polimero estda comercialmente disponivel com diferentes massas
molares e composi¢des. As formas de PLGA s&o geralmente identificadas pela
proporcdo de mondmeros utilizada. Por exemplo, PLGA 75:25 identifica um
copolimero cuja composicdo € de 75% de &cido latico e 25% de &cido glicolico

(GARAKANI et al., 2020), ao passo que a proporcao 50:50 designa quantidades
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iguais desses mondmeros. Essa propor¢cdo esté relacionada com a hidrofilicidade e
taxa de hidratacao do polimero, sendo que maiores concentracdes de acido glicolico
(mais hidrofilico) acarretam maior captacdo de agua e maior erosdo/degradacao da
cadeia polimérica (LAKKIREDDY; BAZILE, 2016). Assim, dependendo da massa
molar e da proporcéo entre os &cidos latico e glicdlico, o tempo de degradacao pode
variar de varios meses a varios anos (OPERTI et al., 2021; DANHIER et al., 2012).
Nesse sentido, a propor¢cao 50:50 tem propiciado adequado perfil de liberacdo de
diferentes farmacos encapsulados nas nanoparticulas de PLGA (MAKADIA;
SIEGEL, 2011), incluindo a dexametasona (KIM et al., 2021; KIM, MARTIN, 2006;
LI et al, 2019).

O preparo de nanoparticulas de PLGA para encapsulacdo de farmacos é
realizado, mais comumente, pelo método da emulsificacdo-evaporacédo de solvente,
usado para moléculas hidrofébicas e pela técnica de dupla emulsificacao-
evaporacdo de solvente, para o caso da encapsulacdo de moléculas hidrofilicas
(DANHIER et al, 2012). Na emulsificacdo-evaporacdo de solvente, o farmaco
hidrofébico € dissolvido em uma fase organica (FO) juntamente com o polimero, e
posteriormente uma fase aquosa contendo tensoativo € adicionada sobre a FO sob
alta agitacdo, formando assim uma emulsdo O/A. Finalmente, 0 solvente organico é
evaporado e o polimero entdo se precipita para a formacédo das nanoesferas (RAO;
GECKELER, 2011).

O poli (alcool vinilico) (PVA) é um polimero de alcool vinilico muito usado na
fase aquosa para formacdo da emulsdo O/A. Possui solubilidade em agua e em
alguns solventes organicos, além de ser usado em diferentes industrias por suas
propriedades, como agente surfactante, capacidade de formar filmes flexiveis e
elasticos, uso em resinas téxteis, adesivos, e largamente na indlstria cosmética
(HAWLEY, 2007).

Por meio da modificacdo de superficie das nanoparticulas de PLGA, é
possivel a modulacédo de sua estabilidade, perfil de liberacédo do farmaco, tempo de
circulagdo sanguinea e reconhecimento bioldgico, com consequente incremento da
eficacia do agente encapsulado (SAH et al., 2013). A esse respeito, existem relatos
de que o revestimento dessas nanoestruturas com a quitosana € capaz de propiciar

os beneficios descritos (ARAFA et al., 2020; CHATZITAKI et al.,, 2020;
DANDAMUDI et al., 2021). Especificamente para o propdsito desse trabalho,
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a quitosana, por possuir atividade anti-inflamatoria (RAJITHA et al., 2016) pode
ser capaz de incrementar a eficacia e permitir a reducdo da dose da DEX,

com consequente reducdo de seus efeitos colaterais caracteristicos.
2.5 QUITOSANA

A quitosana (QT) (Figura 6) é obtida a partir da desacetilacdo da quitina, um
polimero encontrado em carapacas de crustaceos, cuticulas de insetos e parede
celular de alguns fungos (GARG et al., 2019). Em relacdo a estrutura quimica, é
formada por unidades de (-(1,4) 2-amino 2-desoxi-D-glicose e B-(1,4) 2-acetamido-
2-desoxi-D-glicose com a presenca de grupos amino primario e secundario e
hidroxilas. Esse polimero é solivel em meios aquosos ligeiramente acidos (pH<6,5)
em decorréncia da protonacdo dos seus grupos aminos, 0 que torna as moléculas
de QT carregadas positivamente. Essa natureza catidnica fornece a propriedade de
mucoadesividade a QT, devido a forte interacdo eletrostatica com componentes do
muco carregados negativamente, como a mucina (TAVARES et al., 2020; WAYS;
LAU; KHUTORYANSKIY, 2018).

Figura 6 - Estrutura quimica da quitosana
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Fonte: ISLAN; FERRO (2016)

A QT apresenta as caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade,
baixa toxicidade e alergenicidade. Além disso, possui atividades anti-inflamatoria,
cicatrizante, antibacteriana e antioxidante, o que faz com que seja de grande
interesse para utilizacado nas areas médica, farmacéutica, odontologica e cosmética
(RAWAL et al., 2017).
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A respeito da atividade anti-inflamatéria, Chang e colaboradores (2019)
observaram inibicdo significativa na producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a
e IL-6) e de 6xido nitrico quando da exposicdo de macréfagos estimulados por LPS
a QT de baixa massa molar. Nessa perspectiva, a literatura aponta que o potencial
anti-inflamatoério desse polimero esta ligado a sua capacidade de influenciar a
polarizagdo dos macréfagos de seu estado M1 (pro-inflamatério) para M2 (anti-
inflamatorio) e de induzir uma resposta de IFN tipo I, o que leva a liberacdo de
mediadores anti-inflamatérios como IL-1Ra e IL-10. Além disso, a inibicdo dos
niveis de TNF-a também pode estar relacionada a uma alteracdo de M1 para M2
(JHUNDOO et al., 2020).

Pelo exposto, € possivel que a inclusdoda QT na formulacdo possa
incrementar a atividade da DEX, possibilitando a reducdo de sua dose e dos efeitos
colaterais. Ademais, como ja descrito, a modificacdo da superficie das
nanoparticulas de PLGA com QT podera permitir incrementar a estabilidade e o
tempo de circulacao sistémica, além de propiciar maior controle na liberacdo da DEX
encapsulada. A esse respeito, estudos da literatura tém mostrado os beneficios do
revestimento de NP de PLGA com QT no que diz respeito ao incremento da eficacia,
aumento da estabilidade e modulacdo da liberacdo de diferentes farmacos (AL-
NEMRAWI et al., 2018; LU et al., 2019; AHMAD et al., 2020; AZZAZY et al., 2021,
DANDAMUDI et al., 2021), incluindo a dexametasona (CHRONOPOULOU et al.,
2013). Nesse caso, utiizando a DEX como farmaco modelo, os autores
desenvolveram nanoparticulas de PLGA-QT objetivando o incremento da
internalizacdo celular da formulacdo em linhagens de hepatécitos (C3A) e
fibroblastos (3T6). Como resultado, o grupo constatou que as nanoparticulas
propiciaram a liberacdo sustentada da DEX e permitiram o aumento da retencéo
desse farmaco no interior das células. Além disso, os pesquisadores evidenciaram
gue o revestimento com a QT foi capaz de contribuir para uma maior estabilidade
das nanoparticulas. Diante dos beneficios apresentados, os autores concluiram que
a formulacéo desenvolvida pode ser considerada uma ferramenta promissora para a

liberag&o de farmacos visando o tratamento de diversas terapias.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é desenvolver nanoparticulas de PLGA revestidas
com quitosana para administracdo intravenosa da dexametasona visando ao
tratamento da SRAG relacionada a COVID-19

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a influéncia de diferentes formas de dexametasona (fosfato dissodico
ou acetato) nas caracteristicas fisico-quimicas (didmetro hidrodinamico
médio, indice de polidispersividade, potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacdo) de nanoparticulas constituidas por PLGA,

o Realizar o revestimento das nanoparticulas consideradas mais promissoras
com o polimero quitosana;

o Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas revestidas
através de analises de didmetro hidrodindmico médio, indice de
polidispersividade, potencial zeta, morfologia, eficiéncia de encapsulacao,
difracdo de raios X e espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier modo de reflexdo total atenuada;

o Avaliar o perfil de liberacdo in vitro do farmaco a partir das formulacbes de
nanoparticulas;

e Avaliar a citotoxicidade das formula¢des de nanoparticulas frente a linhagem
celular de macr6fagos murinos (J774A.1);

e Investigar, in vitro, o efeito do farmaco nanoestruturado na inibicdo de

mediadores inflamatorios.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O fluxograma abaixo (Figura 7) foi organizado para melhor entendimento da

estratégia experimental adotada para o atingimento dos objetivos do trabalho:

Figura 7 - Fluxograma da estratégia experimental do estudo
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

4.2 MATERIAIS
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A DEXAc foi adquirida do fabricante Zhejiang Xianju Pharmaceutical Co.
(China). O PLGA (50:50, massa molar: 30.000-60.000 g/mol) e a QT (baixa massa
molar: 50.000-190.000 g/mol; grau de desacetilacdo: 75-85%) foram adquiridos junto
a Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). O FDEX foi gentilmente cedido pelo Aché
Laboratorios Farmacéuticos S.A. O poli (&lcool vinilico) (PVA) foi comprado da
Alianza Industria e Comércio de Cosméticos (Sao Paulo, SP, Brasil). O acido acético
glacial foi obtido da All Chemistry (Sdo Paulo, SP, Brasil), o acetato de etila P.A
obtido da Anidrol (Diadema, SP, Brasil), 0 metanol grau HPLC da Dinamica Quimica
Contemporanea LTDA (Sdo Paulo, SP, Brasil), e o acido férmico 85% P.A da
Labsynth (Diadema, SP, Brasil). O meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
(RPMI 1640), a solucao de antibiético penicilina/estreptomicina e o soro bovino fetal
foram adquiridos da Gibco (Waltham, MA, EUA). O Azul de Trypan foi adquirido da
LGC Biotecnologia (Cotia, SP, Brasil) e o brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) foi obtido da Therno Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA). O
lipopolissacarideo (LPS), as interleucinas 6 (IL-6) e 12 (IL-12), o interferon gama
(INF-y) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) foram obtidos da Becton & Dickinson
(Franklin Lakes, NJ, EUA).

4.3 METODOS
4.3.1 Desenvolvimento das nanoparticulas de PLGA contendo FDEX e DEXAc

Para o desenvolvimento das nanoparticulas, foram adotadas duas estratégias
distintas com o intuito de investigarmos a influéncia de diferentes formas da
dexametasona nas caracteristicas fisico-quimicas das nanopatrticulas.

Em um primeiro momento, foi utilizado o FDEX para a sintese das NP (NP-
FDEX) (n=3). Devido a sua caracteristica hidrossoluvel, foi empregada a técnica da
dupla emulsificagdo-evaporacdo de solvente para a formagdo das nanoparticulas
(ISMAIL et al., 2019). Para isso, 5 mg de FDEX foram solubilizados em 500 pL de
agua purificada (fase aquosa interna). Esta solucéo foi entdo adicionada a 3 mL de
solucdo de PLGA (2% p/v) preparada em acetato de etila (fase organica) e levada a
processador ultrassénico por 30 segundos a 90% de amplitude em banho de gelo
para a formacdo da primeira emulsdo (A/O). Posteriormente, uma fase aquosa
externa constituida de 15 mL de solucdo de PVA; 2% (p/v) foi vertida sobre a

primeira emulsdo e a mistura foi submetida a processador ultrassénico por 2 minutos
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a uma amplitude de 90% em banho de gelo. Finalmente, a emulsdo A/O/A formada
foi agitada overnight sob agitacdo (400 rpm) para a evaporacéo do solvente organico
e formacdo das nanoparticulas (ISMAIL et al., 2019) (Figura 8). Para fins de
comparagao, NP sem a adicdo do farmaco (nanoparticulas “brancas”) (NP-Bd)

também foram sintetizadas (n=3).

Figura 8 - Sintese das NP contendo FDEX pelo método da dupla emulsificagcéo-
evaporacao de solvente

500 uL sol FDEX +3 Emulsao 1 +15mL
mL PLGA 2% PVA 2% (emuls3o 2)
(emulsdo 1) (A/0) (A/0/A)

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Paralelamente, foi utilizado o acetato de dexametasona (DEXAc), forma
menos hidrossoluvel do farmaco, para o desenvolvimento das nanoparticulas. As
NP-DEXAc (n=3) foram desenvolvidas utilizando o método de emulsificagéo-
evaporacao de solvente, descrito pela primeira vez por Bodmeier e McGinity em
1986. Para isso, 5 mg de acetato de dexametasona foram solubilizados em 3 mL de
solucdo de PLGA (2% pl/v) preparada em acetato de etila (fase orgéanica).
Posteriormente, a fase aquosa constituida de 15 mL de solucéo de PVA; 2% (p/v) foi
vertida sobre a fase organica e a mistura foi submetida a processador ultrassénico
por 2 minutos a uma amplitude de 90% em banho de gelo. Finalmente, a emulséo
O/A formada foi agitada overnight sob agitacdo (400 rpm) para a evaporacao do
solvente organico e formacgéo das nanoparticulas (adaptado de ISMAIL et al., 2019)

(Figura 9). Para fins de comparagao, nanoparticulas “brancas” (sem a adigdo do
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farmaco) (NP-Bs) foram preparadas (n=3) pela mesma técnica, com a omissao da
adicdo da DEXAc.

Figura 9 - Sintese das NP pelo método de emulsificacdo-evaporacao de solvente

S5mg DEX +3 mL
PLGA 2% + 15 mL PVA
2%

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

4.3.2 Caracterizagédo das NP-FDEX e NP-DEXAc

4.3.2.1 Diametro hidrodindmico médio (DHm), indice de polidispersividade (Pdl) e

potencial Zeta (PZ)

O DHm e o Pdl foram avaliados empregando-se a técnica de Espalhamento
Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS) utilizando um angulo de incidéncia
do laser em relacdo & amostra de 173° e indice de refracdo 1,333. O PZ foi
determinado por meio da avaliacdo da mobilidade eletroforética. Para as leituras, as
amostras foram diluidas (1:400 v/v) em &gua ultrapura (Merck Millipore Direct-Q- 3
UV). As determinagfes foram realizadas em triplicata e a temperatura ambiente,
utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern., Worcestershire, Reino
Unido). As nanoparticulas (NP-FDEX e NP-DEXAc) foram analisadas em triplicata.
Para fins de comparacdo, as nanoparticulas brancas (NP-Bd e NP-Bs) foram

também avaliadas.

4.3.2.2 Eficiéncia de encapsulacéo (EE) e drug loading (DL)

A eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos nas nanoparticulas (NP-FDEX e
NP-DEXAc; n=3) foi determinada indiretamente. Para tanto, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo (5000 rpm por 60 minutos) (ANWER et al., 2016). Os

sobrenadantes foram retirados para a quantificacdo dos farmacos e filtrados em filtro
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PVDF de 0,45 ym acoplado a seringa. Os pellets resultantes foram lavados trés
vezes com agua ultrapura para retirada do excesso de PVA restante (ISMAIL et al.,
2019). Posteriormente, foram liofilizados (Liofilizador LJJ 04 — JJ Cientifica) e
armazenados em refrigerador Consul (2°C - 8°C) para analises futuras.

Para a construgéo das curvas analiticas, o FDEX foi diluido em &gua ultrapura
(MiliQ), enquanto o DEXAc foi diluido em etanol 70° GL nas concentracdes de 250;
125; 62,5; 31,25 e 15,62 pg/mL, em ftriplicata. A quantificacdo dos farmacos foi
realizada por CLAE utilizando-se aparelho modular da marca Waters: 2695
ALLIANCE, detector de arranjo de diodos (DAD) modelo 2998. Os dados coletados
foram tratados e analisados utilizando o software Empower. 3. Para a andlise, foi
empregada a técnica de cromatografia de fase reversa utilizando coluna C18 modelo
XBridge (Waters) de 250 mm x 4,6 mm com particulas de 5 um. A fase maovel foi
constituida por uma combinag&do de metanol acidificado com 0,1% de acido férmico
(Fase movel A) e 4gua ultrapurificada acidificada com 0,1% de &cido formico (Fase
movel B) de maneira isocratica na proporcdo de 65:35. A vazao utilizada durante a
analise foi de 1 mL/minuto e a coluna cromatogréfica foi mantida em forno de
aquecimento a 30 °C. Os picos foram detectados através de detector de arranjo de
diodos em comprimentos de onda 244 nm (MARTIN-SABROSO et al., 2013).

A EE foi calculada de acordo com a seguinte equacéao:

Equacédo 1 — Calculo da EE para NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT

) __ Massa total de farmaco adicionado—quantidade de farmaco encontrado x100

EE(%

Massa total de farmaco adicionado

Para o calculo da carga de farmaco (drug loading) foi utilizada a seguinte equacao:

Equacao 2 — Calculo de DL para NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT

Massa de farmaco encapsulada
DL(%)

Massa da matriz polimérica

4.3.3 Revestimento das nanoparticulas de PLGA com QT

Para o revestimento das nanoparticulas consideradas mais promissoras

(contendo ou ndo o farmaco - NP-DEXAc-QT e NP-Bs-QT; n=3) procedeu-se,
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primeiramente, a solubilizacdo da QT em solucdo de acido acético 1% (v/v) sob
agitacdo (600 rpm) por 1 hora, de modo a obter-se solugdo a 2 mg/mL.
Posteriormente, o revestimento foi realizado por meio de gotejamento (40
gotas/minuto) da solucédo de QT (2,5 mL) sobre a suspensao de nanoparticulas (5,0
mL) com auxilio de seringa de 10 mL e agulha 25mm x 0,7mm. Finalmente, o
sistema foi mantido sob agitagdo (500 rpm) por 1 hora a temperatura ambiente
(SILVA et al., 2020).

4.3.4 Caracterizacdo das nanoparticulas revestidas

4.3.4.1 Diametro hidrodindmico médio (DHm), indice de polidispersividade (Pdl) e
potencial Zeta (PZ)

O DHm e o PdI foram avaliados empregando-se a técnica de Espalhamento
Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS) seguindo a mesma metodologia
descrita anteriormente. As nanoparticulas (NP-DEXAc-QT e NP-Bs-QT) foram

avaliadas em triplicata.

4.3.4.2 Eficiéncia de encapsulacado (EE) e drug loading (DL)

A eficiéncia de encapsulacédo da DEXAc nas nanoparticulas revestidas por QT
(n=3) foi determinada indiretamente, por meio do método de ultrafiltracio-
centrifugacdo conforme descrito no item 4.3.2.2. Nesse sentido, além da

determinacao da EE, o DL também foi calculado.

4.3.4.3 Morfologia

Com o intuito de avaliarmos possiveis alteragbes na morfologia das
nanoparticulas de PLGA apos o revestimento com QT, as formulacdes NP-Bs e NP-
Bs-QT foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras
foram montadas em suportes de metal usando fita adesiva dupla face de carbono,
metalizadas a vacuo com filme de ouro e lidas diretamente por microscoépio
eletrbnico de varredura modelo Jeol JSM-6390-LV na Plataforma de Microscopia
Eletrénica do IOC/FIOCRUZ.
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4.3.4.4 Difracéo de raios X (DRX)

Para a determinacdo da fase cristalina das amostras, foram analisados o0s
padrdes de difracdo de raios X da DEXACc livre, dos constituintes das nanoparticulas
isolados (PLGA, PVA e QT), das nanoparticulas (NP-Bs, NP-DEXAc, NP-Bs-QT e
NP-DEXACc-QT). A difratometria foi realizada utilizando-se um difratbmetro de raios X
modelo Bruker AXS D8 ADVANCE e os padroes de difragdo de raios X foram
obtidos por faixa de angulo de 5 - 60°, passo angular de 0,02° e tempo de incidéncia
de 0,1s. Os dados foram registrados em detector a uma distancia de 100 mm,
usando radiacdo de tubo de cobalto (0.179026 nm). Os experimentos foram
realizados na temperatura ambiente, no Instituto de Fisica da Universidade Federal

Fluminense (Niteréi - RJ).

4.3.4.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier modo de
reflexdo total atenuada (FTIR/ATR)

As NP liofilizadas (NP-Bs; NP-Bs-QT; NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT), seus
componentes isolados e uma mistura fisica desses componentes foram analisados
por FTIR/ATR para a caracterizagdo de seus grupos funcionais e investigacao da
encapsulacdo do farmaco. Tais espectros, abrangendo a regido de 4000-500 cm,
foram obtidos no Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense (Niteroi-
RJ), usando espectrometro Thermo Scientific Nicolet iS50 FT-IR, com resolucédo de
4cm.e 32 scans/minuto. A eliminacao da interferéncia de fundo foi realizada antes de
cada analise das amostras.

4.3.4.6 Avaliacdo do perfil de liberacéo

O estudo da liberacdo in vitro do farmaco a partir das nanoparticulas foi
realizado por método da difusdo através de membrana de dialise (membrana de
acetato de celulose; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), de acordo com o método
proposto por Campos e colaboradores (2013), com modificacdes. As nanoparticulas
(NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT; n=3) (1,0 mL) foram introduzidas no interior das
membranas de dialise Sigma Aldrich 12.000 Da e mantidas em frascos schott (50
mL) contendo 20 mL de tampao fosfato pH 7,4, garantindo-se a condicdo sink.
Durante todo o experimento, a temperatura foi mantida em 37 + 1°C, e a velocidade
de agitacdo em 70 rpm. Aliquotas (1mL) foram retiradas nos tempos 0, 1h, 2h, 4h,
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8h, 12h e 24h com reposicao imediata de uma quantidade idéntica do meio fresco a
37°C. Apos diluicbes adequadas, as amostras foram quantificadas por CLAE nas
condicBes previamente descritas. Os resultados foram expressos em porcentagem

de farmaco liberado ao longo do tempo.

4.3.4.7 Avaliagdo da citotoxicidade das nanoparticulas

Potenciais efeitos citotoxicos das NP foram avaliados através do ensaio de
MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]). Inicialmente,
células dalinhagem de macrofagos murinos J774A.1 foram cultivadas em garrafas de
cultura até atingirem a confluéncia desejada (aproximadamente 80% de confluéncia),
em seguida estas células foram rapadas das garrafas, contadas e plaqueadas em
placas de 96 pocos a uma densidade de 1 x 10° células por pogo. Apds 24 horas de
incubacdo (37°C, 5%C02), 100 uL das amostras (DEXAc, NP-Bs, NP-Bs-QT, NP-
DEXAc e NP-DEXACc-QT) foram adicionadas aos pocos, juntamente com 100 uL de
meio RPMI obtendo as concentracdes finais de 400; 200; 100; 50 e 25 ug/mL
referentes ao farmaco. O controle negativo foi constituido por pogos contendo
somente meio de cultura, enquanto o controle do solvente utilizado foi constituido por
pocos contendo solucdo de alcool absoluto (2% v/v). Todos os tratamentos foram
realizados em quadruplicata. Apés incubacéo por 48h, o sobrenadante foi retirado e,
100 uL da solucdo de MTT foi adicionada aos po¢os. Seguiu-se entdo nova incubacao
por 2 h 30 min. Ao final desse periodo, o sobrenadante foi removido para a adicdo de
100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) para dissolver os cristais de formazan. Finalmente,
as placas passaram por leitura em leitor de placas em comprimento de onda de 595
nm. O célculo da porcentagem de viabilidade celular para as células tratadas com as
diluicbes em estudo foi realizado a partir das médias das respectivas absorbancias,
considerando-se o valor médio da absorbancia do grupo controle negativo como
100% de viabilidade. O ensaio foi realizado no Centro de Tecnologia Celular e
Imunologia Aplicada (IMUNOCET), localizado no Instituto de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal de Juiz de Fora — Minas Gerais.

4.3.4.8 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria in vitro
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Para determinar a atividade anti-inflamatéria das NPs, células J774A.1 foram
cultivadas e plaqueadas conforme previamente descrito. Apdés 24 horas de
incubacédo, o sobrenadante foi retirado e as células foram estimuladas com 1ug/ml
de LPS de Escherichia coli, para avaliacdo da producdo de citocinas, ou a
combinagado de 1ug/ml de LPS e 0,9ng/mL de IFN--y, para avaliacdo da produg¢ao
de NO. Nova incubacgéo foi realizada por uma hora, quando entdo as amostras
(DEXAc, NP-Bs, NP-Bs-QT, NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT) foram adicionadas aos
pocos (n=4) na concentracdo de 200 ug/mL (referente ao farmaco). Como controle,
foram utilizados pocos contendo células estimuladas com LPS ou LPS + IFN-y,
porém ndo tratadas com as amostras. Além disso, poc¢os cujas células ndo foram
estimuladas e nem tratadas também foram incluidos no experimento. Apés 48 horas
a 37°C e 5% de CO2, o sobrenadante foi coletado para dosagem de 6xido nitrico e
citocinas, conforme descrito a seguir. Os ensaios foram realizados no Centro de
Tecnologia Celular e Imunologia Aplicada (IMUNOCET), localizado no Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora — Minas Gerais

4.3.4.9 Dosagem de Oxido Nitrico

Como o Oxido nitrico possui um tempo de meia vida muito curto, a
determinacdo da producdo deste radical foi mensurada pela formacdo do nitrito
(NO>2), através do método de Griess (Wang et al, 2018). Sobrenadantes das culturas
celulares foram colocados em placas de 96 pocos (50ul/poco) e misturados com 50
pl de reagente de Griess (1% sulphanilamide/0.1% N-(1-naphtyl) - ethylenediamine
dihydrochloride/2.5% H.PO.). Ap6s 5 minutos de incubacédo, o produto da reacéao foi
lido em leitor de microplaca em comprimento de onda de 550 nm. A concentracao de
NO. foi obtida por comparacdo com uma curva padrdo construida a partir de

concentragcbes conhecidas de NaNO:z2.

4.3.4.10 Dosagem de Citocinas

A dosagem das citocinas IL-6, IL-12 e TNF-a nos sobrenadantes das culturas
celulares foi realizada pelo método de ELISA do tipo sanduiche utilizando os kits
comerciais (Becton e Dickinson Company) de acordo com o protocolo do fabricante.

4.3.5 Analises estatisticas
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Os dados experimentais foram avaliados estatisticamente através da andlise de
variancia (One Way ANOVA) /Dunnett, considerando-se o nivel de significancia de
0,05. A comparacéo entre as amostras foi feita através do teste de significancia de

Tukey em programa GraphPad Prism 9.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formulacdo nanoestruturada
visando ao controle da liberacdo, aumento da eficacia e reducdo dos efeitos
colaterais decorrentes do uso sistémico da DEX quando de sua utilizagéo para o
tratamento da SRAG. Para tanto, foram desenvolvidas nanoparticulas constituidas
por PLGA em virtude das caracteristicas de baixa toxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade desse polimero (RAWAL et al., 2017). Além disso, como forma
de incrementar a atividade anti-inflamatoria da DEX, propusemos a modificacdo de
superficie das nanoparticulas com a quitosana. Esse polimero catidnico apresenta
diversas propriedades bioldgicas, incluindo a atividade anti-inflamatéria (SILVA et al.,
2020). Dessa forma, nossa teoria € a de que a atividade sinérgica entre o farmaco e
a quitosana possa permitir a reducdo da dose de DEX administrada, o que poderia
refletir na reducdo de efeitos indesejaveis caracteristicos desse corticdide. Nesse
sentido, para o preparo das hanoparticulas, optamos por empregar uma dose inicial
(5 mg) menor que aquela utilizada atualmente na prética clinica (6 mg). Os

resultados obtidos estdo descritos a seguir.

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PLGA CONTENDO FDEX E
DEXAc

5.1.1 Diametro hidrodinamico médio (Dhm), indice de polidispersividade (Pdl)

e potencial Zeta (P2)

Como j& descrito, avaliamos inicialmente a influéncia de diferentes formas de
DEX nas propriedades fisico-quimicas das NP. Abaixo estdo apresentados o0s
resultados de DHm, Pdl e PZ para as formula¢cdes desenvolvidas.

Tabela 1 - Valores* de DHm, Pdl e PZ para as diferentes formulacfes de
nanoparticulas contendo ou ndo FDEX e DEXAc**

Formulagao DHm (nm) Pdl PZ (mV)
NP-Bd 193,1 +6,9: 0,084 + 0,00 -5,18 + 1,2
NP-FDEX 197,1 +1,9: 0,095 + 0,01: -5,88 + 1,6¢
NP-Bs 2228+ 7,5 0,099 + 0,01 -10,6 £ 2,8
NP-DEXACc 207,3+6,7» 0,107 £ 0,0¢ -11,83 + 1,4

*Os valores sao expressos como média + desvio padrdo (n = 3).
**Letras iguais representam valores sem diferenca estatisticamente significativa (ANOVA)
Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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Os resultados referentes ao DHm para as diferentes formulagdes estdo de
acordo com aqueles encontrados na literatura, tanto para o método de
emulsificacado-evaporacao de solvente (KIZILBEY, 2019)., quanto para o método de
dupla emulsificacdo-evaporacdo de solvente (RIBEIRO et al, 2021). Além disso, 0s
valores obtidos para as NP-Bd e NP-FDEX nao diferem estatisticamente, assim
como para as formulagbes NP-Bs e NP-DEXAc. Nesse sentido, comportamentos
semelhantes foram relatados em outros estudos nos quais diferentes formas da DEX
foram incorporadas em nanoparticulas constituidas por PLGA e PVA (RYU et al.,
2019; RIBEIRO et al.,, 2021). Os graficos de distribuicdo de tamanho das

nanoparticulas desenvolvidas sao apresentados na Figura 10.

Figura 10 - Distribuicdo de tamanho das NP por intensidade (n=3) (a) NP-Bd; (b) NP-
FDEX; (c) NP-Bs; (d) NP-DEXAc
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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Em relacdo ao Pdl, todas as formulacdes apresentam-se como sistemas
monodispersos, uma vez que possuem valores menores que 0,3 (LU; LV; LE, 2019).
Uma vez que esse parametro estd intimamente ligado a estabilidade do sistema
coloidal, esses dados sdo importantes indicativos de sistemas estaveis (AMARAL et
al., 2019).

O PZ é um parametro importante para o reconhecimento e distribuicdo dos
nanossistemas apos sua administracao por diferentes vias de administracdo, além
de um indicativo da sua estabilidade. Nesse caso, NP com valores de PZ elevados
(em mobdulo) tendem a se repelir e, por consequéncia, a dispersdo apresentara
maior possibilidade de apresentar estabilidade pela diminuicdo da agregacao das
particulas (SILVA et al., 2020). Sob essa perspectiva, valores de PZ compreendidos
entre +0-10 mV sd&o caracteristicos de sistemas altamente instaveis. Ja as
dispersdes apresentando PZ na faixa de £10—-20 mV séo consideradas relativamente
estaveis. Por sua vez, valores entre +20-30 mV e >+30mV sao tipicos de
formulacbes moderadamente estaveis e altamente estaveis, respectivamente
(ARDANI et al., 2017).

Para todas as nanoparticulas, valores de PZ negativos foram encontrados
(Tabela 1). Esses resultados podem ser explicados devido a natureza do PLGA, um
polimero que contém grupos terminais com carboxilas livres, conferindo natureza
negativa as NP (KHANAL et al.,, 2016). Nesse sentido, nossos resultados séo
semelhantes aos encontrados na literatura (KHANAL et al., 2016; KIM et al., 2021,
RIBEIRO et al.,, 2021). Por meio dos dados obtidos, observamos que ndo houve
diferenca estatistica entre os valores de PZ para as NP-Bs e as NP-DEXAc (-10,6 +
2,8 mV e -11,8 + 1,4 mV, respectivamente - Tabela 1). De modo semelhante, ndo
houve diferenca estatistica entre os valores de PZ para as NP-Bd e as NP-FDEX (-
518 + 1,2 e -5,88 + 1,6, respectivamente - Tabela 1). Esses dados podem indicar
que o farmaco, em suas diferentes formas (FDEX e DEXAc), esteja localizado
principalmente no interior da matriz polimérica. Ademais, é importante mencionar
gue os valores de PZ dessas amostras sugerem que 0s sistemas possuem baixa

estabilidade eletrostatica.

Figura 11- Distribuicdo de PZ das NP (n=3) (a) NP-Bd; (b) NP-FDEX; (c) NP-
Bs; (d) NP-DEXAc



N fétons/segundo (Keps)

500000_
400000
200000:"

100000

MN? fétons/segundo (Keps)

45

300000

MO fétons/segundo (Keps)

0

300000

200000

100000

0

0

Potencial Zeta (mV) Potencial Zeta (mV)

() (d)

A
\

N2 de fétons/segundo (Keps)
e —

)

-100 0 100 200
-100 0 100 200

Potencial Zeta (mV) Potencial Zeta (mV)

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

5.1.2 Eficiéncia de encapsulacao (EE) e drug loading (DL)

Para a avaliacdo da EE da FDEX e DEXAc nas NP, a quantificacdo do
farmaco ndo encapsulado foi realizada empregando-se a técnica de CLAE. Para
isso, foram construidas, primeiramente, curvas analiticas nas concentracfes de 250
pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 pg/mL e 15,62 pg/mL de FDEX ou DEXAc. A
necessidade da construcdo de duas curvas se da pela diferenca de solubilidade
entre as formas do farmaco, sendo FDEX hidrossoltvel e DEXAc hidrofobica, como
mencionado anteriormente. Assim, a curva analitica para avaliagdo da EE das NP-
FDEX foi construida em agua ultrapura, enquanto aquela para avaliacdo da EE das
NP-DEXAc foi construida em etanol 70°GL. As curvas, as equacdes das retas e os

coeficientes de determinagéo sdo mostrados na Figura 12.

Figura 12 - Curvas analiticas para (a) FDEX e (b) DEXAc nas concentracdes de 50
pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 png/mL; 31,25 pg/mL e 15,62 pg/mL.
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Em relacdo aos cromatogramas, obtivemos um pico bem resolvido em 244
nm, com tempo de retengdo proximo a 6 minutos para FDEX (Figura 13a) e proximo
a 10 minutos para DEXAc (Figura 13b). Esta diferenca ocorre devido as interacdes
entre a fase estacionaria, a fase movel e o farmaco, que, por se apresentar sob
formas diferentes, interage também de maneira distinta. Ao utilizar cromatografia de
fase reversa, a FDEX, por ser hidrofilica, interage mais fortemente com a fase movel

e por isso desloca-se mais rapidamente. O contrario é observado no cromatograma
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referente & DEXAc, forma do farmaco de natureza hidrofébica, o qual se liga de
maneira forte a fase estacionaria, aumentando o tempo de retencdo. Estes mesmos
comportamentos foram observados nos cromatogramas referente aos

sobrenadantes das nanoparticulas (Figuras 14c e 14d)

Figura 13 - Cromatogramas referentes ao padrdo de FDEX (a) e DEXAc a 62,5
pg/mL (ponto central das curvas analiticas) (b); ao sobrenadante das NP-FDEX (c) e
ao sobrenadante das NP-DEXAc (d). Fase mével: metanol + 0,1 % acido férmico:
agua ultrapura + 0,1% &cido férmico (65:35), isocrética. Volume de injecdo de 5pL,
tempo de eluicdo de 15 minutos Deteccao dos picos em 244nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Ressalta-se ainda que nao houve interferéncia dos constituintes das
formulacbes na deteccdo da DFEX e DEXAc, conforme demonstrado nos

cromatogramas da Figura 14:
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Figura 14 - Cromatogramas referentes ao sobrenadante das NP-Bd (a) e NP-Bs (b).
Fase movel: metanol + 0,1 % acido férmico: agua ultrapura + 0,1% acido formico
(65:35), isocratica. Volume de injecao de 5uL, tempo de eluicdo de 15 minutos
Deteccao dos picos em 244nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores de EE e DL para as NP-FDEX e
NP-DEXACc:

Tabela 2 - Valores* de EE e DL para as nanoparticulas desenvolvidas (n=3)

NP-FDEX NP-DEXAc

EE (%) m(mg) DL (%) | EE (%) m (mg) DL (%)
Média + DP 19,8+1568 0,99+0,78 165+1,30 | 83,7 +1,04 4,18 0,05 6,96 +0,09

m = massa de farmaco nas nanopatrticulas.
*Os valores sédo expressos como média + desvio padrao (n = 3)
Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Nota-se uma diferenca discrepante entre os valores de EE e DL encontrados
para NP-FDEX e NP-DEXAc, indicativo de que a natureza hidrofilica ou hidrofébica
do farmaco apresentou papel essencial na encapsulagcéao do farmaco.

Para as NP-FDEX, obtivemos baixo valor de EE, com elevada variabilidade
entre os lotes, o que € constatado pelo valor do desvio padréo. Além disso, o DL,
calculado tendo como base a massa total de farmaco encapsulado e a massa da
matriz polimérica das nanoparticulas, foi igualmente baixo. Esse comportamento
pode ser devido a tendéncia do farmaco, altamente hidrossolavel, em se difundir da

fase interna aquosa para a fase externa aquosa durante o processo de formagéo da
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emulsdo mdltipla. De fato, a literatura aponta que essa é uma das desvantagens do
método de dupla emulsificacdo-evaporacédo de solvente (ASTETE; SABLIOV, 2006;
OPERTI et al., 2021).

Por outro lado, para as NP-DEXAc, houve uma elevada EE
(aproximadamente 84%), o pode sugerir que as condi¢cdes empregadas no método
de emulsificacdo-evaporagdo do solvente foram eficientes para a incorporacdo da
DEXAc as nanoparticulas. Esse resultado € semelhante ao relatado em outros
estudos os quais empregaram a mesma metodologia. A esse respeito, Ali e
colaboradores (2013) encontraram valor igual a 89%, enquanto Vazquez e co-
autores alcancaram porcentagem entre 75-85% para a encapsulacao da DEXAc em
nanoparticulas constituidas por PLGA e PVA. E importante mencionar que o método
escolhido para a preparacao dessa formulacdo de nanoparticulas € indicado quando
da utilizacdo de farmacos hidrofébicos (HATHOUT et al., 2021), caso do DEXAc.
Nesse contexto, a associacdo do farmaco a matriz polimérica pode ser alcancada
por meio de interacdes hidrofébicas e/ou devido a miscibilidade do farmaco no
polimero (BUDHIAN et al., 2007).

Por fim, o valor de DL foi compativel com os observados em estudo prévio,
onde os valores variaram de 4,59 a 6,42% quando da encapsulacdo da DEXAc em
nanoparticulas de PLGA (LU; LV; LE, 2019).

Diante dos resultados obtidos, sobretudo em relacdo a eficiéncia de
incorporacao do farmaco nas nanoparticulas, optamos por prosseguir o trabalho com
as NP-DEXAc. Assim, essa formulacéo foi revestida com QT (NP-DEXAc-QT) e os
resultados referentes a sua caracterizacdo sao descritos a seguir. Para fins de
comparacao, nanoparticulas brancas foram igualmente revestidas (NP-Bs-QT) e
caracterizadas. Além disso, as NP-Bs e as NP-DEX-Ac também foram incluidas nos

ensaios seguintes.

5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS REVESTIDAS

Em relacdo as caracteristicas macroscopicas, todas as formulacdes
preparadas apresentaram-se homogéneas e com aspecto leitoso tipico, conforme
Figura 15. As formulagbes foram caracterizadas em relacdo ao diametro

hidrodindmico médio, indice de polidispersividade, potencial zeta, eficiéncia de
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encapsulacdo, drug loading e morfologia, bem como por meio das técnicas de
difracéo de raios X e FTIR, perfil de liberagéo, citotoxicidade e avaliacao da atividade
anti-inflamatoria in vitro. Os resultados obtidos estdo descritos abaixo.

Figura 15 - Aspecto das formulacdes finais de (a) NP-Bs; (b) NP-Bs-QT; (c) NP-
DEXAc; (d) NP-DEXAc-QT

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

5.2.1 Diametro hidrodindmico médio (Dhm), indice de polidispersividade
(Pdl) e potencial Zeta (PZ2)

Na Tabela 3 estédo representados os resultados referentes ao DHm, Pdl e PZ
para as NP-Bs-QT e para as NP-DEXAc-QT.

Tabela 3 - Valores* de DHm, Pdl e PZ para as NP revestidas com QT

Formulacdes DHm (nm) Pdl PZ (mV)
NP-Bs-QT 261,5 +12,92 0,190 £ 0,02 +23,0+1,8°
NP-DEXAc-QT 264,4 + 4,42 0,249 +0,0 +30,0 £ 1,6°

*QOs valores séo expressos como média + desvio padrao (n = 3)
**Letras iguais representam valores sem diferenca estatisticamente significativa

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Ao avaliarmos o DHm para as NP-Bs-QT e NP-DEXAc-QT quando em
comparacao as NP-Bs (222,8 + 7,5 nm) e NP-DEXAc (207,3 = 6,7 nm) (Tabela 1),

observamos um aumento de tamanho. Esse dado sugere o primeiro indicio da
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ocorréncia do revestimento e pode ser corroborado por meio dos resultados obtidos
para a distribuicdo de tamanho dessas nanoparticulas (Figura 16), quando em
comparacdo a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas sem revestimento
(Figuras 10c e 10d).

Figura 16 - Distribuicdo de tamanho das NP por intensidade (n=3)
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Nesse caso, € interessante observar a obtencdo de um maior valor de Pdl
para as NP-DEXAc-QT (0,249 + 0,0) (Tabela 3) em detrimento as NP-DEXAc (0,107
+ 0,0) (Tabela 1). Esse resultado pode ser evidenciado pela distribuicdo bimodal
apresentada apos o revestimento com quitosana (Figura 15b). Entretanto, apesar de
um maior valor de Pdl, as NP-DEXAc-QT podem ser caracterizadas como um
sistema monodisperso, ja que o valor encontrado se situa abaixo de 0,3 (LU; LV; LE,
2019). Esse dado é particularmente importante, uma vez que, como ja descrito, 0
Pdl esta atrelado a estabilidade do sistema coloidal (AMARAL et al., 2019). A esse
respeito, vale ressaltar que, para todas as formulagcdes desenvolvidas, obtivemos
essa caracteristica.
A partir do revestimento das NP com quitosana, é possivel notar a inversdo do
PZ para valores positivos (+23,0£1,8 mV para as NP-Bs-QT e +30,0+£1,61 mV para
as NP-DEXAc-QT) (Tabela 3). Nesse caso, as cargas positivas sdo decorrentes da
presenca da QT protonada, devido a sua solubilizacdo prévia em solucéo de acido
aceético diluido. A mudanca do PZ fica evidente a partir da observacdo dos gréficos

de distribuicdo do potencial zeta para as diferentes formula¢ées (Figuras 11c, 11d e
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17) e reforca a ocorréncia da adsorcdo da quitosana a superficie das NP. A esse
respeito, a literatura descreve que o0 revestimento de nanoestruturas pode ser
alcancado devido ao fato da quitosana se apoiar na superficie das particulas, por
meio do enredamento das cadeias poliméricas, resultando em uma estrutura nuclear
revestida. Além disso, é sabido que a interacdo entre as cargas negativas presentes
na superficie dos nanossistemas (PZ =-10,6 £ 2,8 mV e -11,8 + 1,4 mV para as NP-
Bs e NP-DEXAc, respectivamente - Tabela 1) e as cargas positivas da quitosana
contribuem para a eficiéncia do revestimento (TAVARES et al., 2020; WANG et al.,
2010). Ainda, cabe destacar que, com o incremento do valor de PZ propiciado a
partir do revestimento das nanoparticulas, a formulacdo final (NP-DEXAc-QT)
podera apresentar estabilidade coloidal eletrostatica satisfatéria.

E importante mencionar que, assim como em nosso trabalho, outros estudos
da literatura também reportaram um aumento no DHm e uma inverséo de PZ (para
valores positivos) para formulagdes de NP constituidas por PLGA e revestidas com
QT (CHRONOPOULOU et al., 2013; AL-NEMRAWI et al., 2018; LU et al., 2019;
AHMAD et al., 2020).

Figura 17 - Distribuicdo de PZ das NP (n=3) para (a) NP-Bs-QT e (b) NP-DEXAc-QT
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

5.2.2 Eficiéncia de encapsulacéo (EE) e drug loading (DL)

Para a avaliagdo da EE da DEXAc nas NP ap0s o revestimento com
quitosana (NP-DEXAc-QT), a quantificacdo do farmaco ndo encapsulado foi
realizada empregando-se a técnica de CLAE, nas mesmas condi¢des ja citadas
anteriormente (item 4.3.2.2). A curva, a equacdo da reta e o coeficiente de

determinacao foram mostrados na Figura 11b
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Como j& apresentado, no cromatograma referente a DEXAc obtivemos um
pico bem resolvido em 244 nm, com tempo de retencdo préximo a 10 minutos
(Figura 13b). O mesmo comportamento foi obtido para o cromatograma

correspondente aos sobrenadantes das NP-DEXAc-QT.

Figura 18 - Cromatograma referente ao sobrenadante das NP-DEXAc-QT. Fase
movel: metanol + 0,1 % &cido férmico: 4gua ultrapura + 0,1% acido férmico (65:35),
isocratica. Volume de injecédo de 5uL, tempo de eluicdo de 15 minutos Deteccao dos

picos em 244nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Observando o cromatograma referente ao sobrenadante das NP-Bs-QT, &
importante ressaltar que ndo houve interferéncia dos constituintes da formulacdo na
detecgéo da DEXAc (Figura 19).

Figura 19 - Cromatograma referente ao sobrenadante das NP-Bs-QT. Fase movel:
metanol + 0,1 % acido formico: agua ultrapura + 0,1% acido férmico (65:35),
isocratica. Volume de injecéo de 5uL, tempo de eluicdo de 15 minutos Deteccdo dos
picos em 244nm.
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Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de EE e DL para as NP-DEXAc-

QT

Tabela 4 -Valores* de EE e DL para as nanoparticulas desenvolvidas (n=3)

NP-DEXAc-QT
EE (%) m (mg) DL (%)
Média + DP 78,5 +0,26 3,93 £0,01 6,53 £ 0,02

m = massa de DEXAc nas nanopatrticulas.
*Os valores sédo expressos como média + desvio padrao (n = 3)

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Para as NP-DEXAc-QT, apesar de ndo haver diferenca significativa (p>0,05)
no valor de EE em comparacdo as nanoparticulas néo-revestidas (Tabela 2),
observamos uma diminuicdo na massa de DEXAc encapsulada. Nesse caso, é
possivel que, durante o revestimento das nanoparticulas pela quitosana, tenha
havido o deslocamento e consequente perda de uma pequena parte do farmaco
para o meio externo.

Ademais, de modo semelhante ao observado em nosso trabalho, Khanal e
colaboradores (2016) observaram diminuicdo no DL ao desenvolverem NP de PLGA
revestidas com quitosana para encapsulacdo do diclofenaco de sodio. No estudo,
esse parametro variou de 3,92% para 3,13% ap0s revestimento das nanoparticulas

com quitosana. Como ja mencionado, esse comportamento pode ser devido ao
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deslocamento de parte do farmaco durante o processo de revestimento das

nanoestruturas.

5.2.3 Morfologia

As imagens de MEV mostram, para ambas as formulacdes (NP-Bs e NP-Bs-
QT) particulas esféricas com tamanho nanométrico, compativel com os resultados
de DLS e homogeneidade em relagéo ao formato. Entretanto, nota-se uma diferenca
no aspecto da superficie das nanoparticulas sem revestimento em detrimento as
revestidas. Enquanto as NP-Bs apresentam superficie de aspecto rugoso (Figura
20a), as NP-Bs-QT demonstram uma superficie mais lisa (Figura 20b). Essa
diferenca pode ser devido a presenca da QT na superficie externa das
nanoparticulas, o que seria um indicio adicional da ocorréncia do revestimento.
Andlises futuras serdo conduzidas visando avaliar se a presenca da DEXAc é capaz

de alterar a morfologia das nanoestruturas.

Figura 20 - Micrografias por MEV para as nanoparticulas brancas com seus
respectivos histogramas de distribuicdo de tamanho por nimero (a) NP-Bs e (b) NP-
Bs-QT
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

5.2.4 Difracado de raios X (DRX)

A técnica de DRX tem por objetivo caracterizar matérias-primas e sistemas
sélidos, podendo ser empregada para avaliar o grau de cristalinidade, além da
composicdo de fases das amostras (ALl et al., 2013). Para o ensaio, analisamos as
matérias-primas isoladas (DEXAc, PLGA, PVA e QT), bem como as formulagbes
desenvolvidas (NP-Bs, NP-Bs-QT, NP-DEXAc e NP-DEXACc-QT).

O difratograma da DEXAc é mostrado na Figura 2la. Nesse caso, 0S
principais picos registrados nos angulos de difragdo em 20 estdo localizados em
11,68°; 16,35° 18,74° 19,34° e 20, 21° Os picos agudos e bem definidos, com
deslocamento visivel da linha de base confirmam a natureza cristalina deste
farmaco. Resultados semelhantes foram reportados em outros estudos da literatura
(ALI et al., 2013).
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Figura 21 - Difratogramas das matérias primas puras (a) DEXAc; (b) PLGA,; (c) PVA;
(d) quitosana
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Em relacdo ao PLGA (Figura 21b), nenhum pico majoritario foi observado, o
que corrobora a natureza amorfa desse polimero (MOHAMMADI et al., 2021). Ja o
PVA e a quitosana apresentaram carater semi-cristalino, com halos caracteristicos
em 26: 23,19° e 22,8°, respectivamente (Figuras 21c e 21d). Tais comportamentos
estéo concordantes com dados publicados (GARCIA-CERDA et al., 2007; ZHANG et
al., 2005).

Por meio da analise do difratograma referente as NP-Bs (Figura 22a), pode-se
notar o comportamento tipico apresentado para o PLGA. Dessa forma, € possivel
sugerir que o polimero permaneca com estrutura amorfa apos formacgdo das
nanoparticulas. As NP-DEXAc (Figura 22c) apresentaram padréo semelhante ao das
NP-Bs e bastante diferente do difratograma tipico da DEXAc (Figura 21a). Assim, a
auséncia dos picos caracteristicos e discretos indica a amorfizagdo do farmaco e
sugere que este esteja molecularmente disperso na matriz polimérica. Resultados

semelhantes foram relatados por Yadav e co-autores (2010) e Mohammadi e



58

colaboradores (2021), os quais encapsulam, respectivamente, etoposideo e
anfotericina B em nanoparticulas de PLGA.

Figura 22- Difratogramas das formulacfes nanoestruturadas (a) NP-Bs; (b) NP-Bs-
QT:; (c) NP-DEXACc; (d) NP-DEXAc-QT
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Ao avaliarmos os difratogramas referentes as nanoparticulas revestidas com
quitosana, observamos, para as NP-Bs-QT (Figura 22b), comportamento semelhante
ao obtido para a quitosana pura (Figura 21d). Esse dado pode corroborar a
ocorréncia do recobrimento das nanoparticulas por esse polimero catibnico. Em
relacdo a formulacao final (NP-DEXAc-QT, Figura 22d), constatamos a presenca de
halo caracteristico da quitosana pura e, além disso, de picos inerentes a DEXAc, 0s
qguais encontram-se menos intensos quando em comparagdo ao farmaco puro
(Figura 21a). Nesse caso, 0 aparecimento de picos caracteristicos do farmaco pode
apresentar relacdo com a questdo j& mencionada de que, durante o processo de
revestimento, a quitosana desloque parte da DEXAc para o meio externo. No
trabalho conduzido por Khanal e colaboradores (2016) os autores observaram
resultado semelhante quando da encapsulacdo do diclofenaco de sddio em NP de
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PLGA-quitosana, o que reforca a teoria sobre o deslocamento de parte farmaco
durante o processo.

5.2.5 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier modo de
reflexdo total atenuada (FTIR/ATR)

A FTIR/ATR foi realizada a fim de investigar modificacdes quimicas ocorridas
ap0s a nanoestruturacdo, como surgimento, supressdo ou desaparecimento de
bandas para a confirmacdo da encapsulacdo da DEXAc e da ocorréncia do
revestimento das NP. Os espectros obtidos estao representados nas Figuras 23, 24
e 25.

Figura 23 - Espectros de infravermelho de (a) PLGA; (b) PVA e (c) QT
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

No espectro do PLGA (Figura 23a) ha um estiramento C-O-C em 1175 cm-+,
e em torno de 1390-1440 cm+ uma banda correspondente a ligagédo C-H. Em 1760
cm-: observa-se 0 estiramento correspondente a carbonila (C=0) do acido latico da
molécula de PLGA, e, proximo a 3000 cm+, bandas correspondentes a ligacdes C-H
e C-H.. Esses resultados sdo compativeis com o reportado na literatura (KHANAL et

al., 2016). Por sua vez, os espectros referentes ao PVA e a QT (Figuras 23b e 23c,
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respectivamente) se assemelham, apresentando em comum uma banda referente a
hidroxila (OH) em torno de 3200-3570 cm: e banda referente a ligacdo C-H em
2930-2870 cm-. Além disso, a QT possui, em aproximadamente 3500 cm-+, mesclado
a banda da ligacdo hidroxila (OH), uma banda correspondente a ligacdo NH.,
correspondente & amina priméria alifatica. Ademais, a banda referente a carbonila
(C=0) de amida se apresenta em aproximadamente 1750 cm+, além de bandas
entre 750-1000 cm- referentes a estrutura sacaridica da molécula (KANG et al.,
2017; PEREIRA, ARRUDA; STEFANI, 2015).

No espectro das NP-Bs (Figura 24a), como previsto, observamos padrdes de
ligacBes caracteristicos do PLGA (C=0 e C-O-C) e do PVA (-OH e C-H), os quais
sdo os constituintes dessas nanoparticulas. Ao observarmos o comportamento das
NP-Bs-QT (Figura 24b) € possivel notar o estiramento caracteristico do grupamento
NH2, o que é tipico da molécula de QT (Figura 23C). Esse dado pode corroborar a
ocorréncia do revestimento das NP e foi observado em outro estudo publicado na
literatura (LU; LV; LE, 2019). E importante ressaltar que, apesar das NP-Bs (Figura
24a) também apresentarem uma banda do grupo hidroxila em numero de onda
proximo do estiramento referente ao grupamento amina, esta se refere,
provavelmente, ao PVA remanescente apos processo de lavagem. Por outro lado, é
possivel supor, também, que a diminuicdo de intensidade dos estiramentos
referentes aos grupos C=0 e C-O-C nas NP-Bs-QT (Figura 24b) possa ser devido as
possiveis interacdes entre a QT e o0 PLGA. Essa observacdo pode representar uma
indicacdo adicional da ocorréncia do revestimento. De fato, durante esse
procedimento, interacdes eletrostaticas, bem como interacdes hidrofébicas podem
governar a adsorcao da QT a superficie das NP (LEMARCHAND et al., 2004).
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Figura 24 - Espectros de infravermelho de (a) NP-Bs e (b) NP-Bs-QT
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Nos espectros de FTIR da Figura 25, pode-se observar os estiramentos
caracteristicos da DEXAc (Figura 25a) em torno de 3500 cm- correspondente a
hidroxila (OH) e bandas préximas a 3000 cm- referentes a ligagcbes C-H. Em
aproximadamente 1740 e 1660 cm-, respectivamente, foram verificadas as vibracées
de estiramento dos grupos carbonila (C=0) C-20 e C-3. A vibracdo de estiramento
das ligacbes duplas (C=C) conjugadas a carbonila C-3 foi observada em
aproximadamente 1600 cm+. Ja a banda de estiramento da ligacao C-F foi verificada
em aproximadamente 1250 cm+. Esses dados sdo semelhantes aos reportados na
literatura (KUMAR et al., 2017; SILVA et al., 2011).
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Figura 25 - Espectros de infravermelho de (a) DEXAc; (b) NP-DEXACc; (c) NP-
DEXACc-QT e (d) mistura fisica dos componentes
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Avaliando o espectro de NP-DEXAc (Figura 25b) nota-se a auséncia do
estiramento caracteristico da DEXAc referente a ligacdo C-F em 1250 cm-. Além
disso, a banda referente ao grupo OH encontra-se suprimida e as bandas
caracteristicas da ligagdo C-H estdo diminuidas. Essas observagbes podem ser
decorrentes de interacdes do farmaco com a matriz polimérica de PLGA, o que pode
reforcar a ocorréncia da encapsulacao.

Para as NP-DEXAc-QT (Figura 25c), observamos, como esperado, a
auséncia do pico caracteristico da DEX em 1250 cm- (C-F). Ademais, é possivel
constatar a presenca de estiramentos caracteristicos da QT, incluindo a banda
correspondente a amina primaria. Nesse sentido, o espectro obtido é bastante
semelhante ao observado para as NP-Bs-QT (Figura 24b), o que corrobora a
ocorréncia do revestimento das NP-DEXAc. Por outro lado, € interessante observar
0 aparecimento do estiramento referente as ligacdes duplas (C=C) caracteristicas da
DEXAc (Figura 25c). Esse resultado, como ja descrito, pode ser devido ao possivel
deslocamento de parte do farmaco ocasionado durante o processo de revestimento.
Comportamento semelhante encontra-se descrito na literatura (KANG et al., 2017,
KHANAL et al., 2016).
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Na mistura fisica dos componentes das formulagbes (Figura 25d) pode-se
verificar bandas e estiramentos caracteristicos de todos 0s compostos puros,
diferentemente das formulacfes. Este fato reforca as evidéncias ja demonstradas de
formacdo das nanoparticulas de PLGA, encapsulacdo da DEXAc e ocorréncia do

revestimento.

5.2.6 Avaliacéo do perfil de liberacao in vitro

Para a avaliacdo do perfil de liberagdo da DEX a partir das nanoparticulas,
bem como para investigar a influéncia do revestimento neste parametro, as
formulagbes (NP-DEXAc e NP-DEXAC-QT) foram submetidas a um meio de
dissolucéo capaz de simular o fluido bioldégico sanguineo (Tampéao fosfato, pH 7,4 a
37 °C). No ensaio, utilizamos o método de didlise e as aliquotas foram coletadas, no
meio receptor, em intervalos de tempo pré-determinados por um periodo de 24
horas.

Uma curva analitica foi construida para a quantificacdo da DEXAc nas
concentracbes de 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 e 1,95 ug/mL e esta
representada na Figura 25, juntamente com o coeficiente de correlagéo e a equagéo
da reta correspondente. Os resultados de perfil de liberacdo de DEXAc frente as NP-
DEXAc e NP-DEXACc-QT estéo ilustrados na Figura 26 e discutidos a seguir.

Figura 26 - Curva analitica para DEXAc nas concentracfes de 250; 125; 62,5; 31,25;
15,62; 7,81; 3,90 e 1,95 pg/mL.
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Figura 27 - Perfis de liberacdo de DEXAc encapsulado em NP-DEXAc e NP-DEXAc
em meio de dissolucéo PBS pH 7,4 (n=3. Barras representam o desvio padréo)
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A liberagdo de farmacos a partir de nanoparticulas constituidas por PLGA
pode ocorrer em funcdo da difusdo do farmaco através da matriz polimérica e/ou por
meio dos processos de erosdo/degradacao do polimero (HINES; KAPLAN, 2013).
Nesse cenario, € possivel perceber que, para as NP-DEXAc, houve uma rapida

liberacdo de parte do DEXAc (cerca de 26%) ap0s 1 hora. Esse efeito, denominado
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“burst release” € comumente relatado para nanoparticulas de PLGA e pode estar
relacionado a difusdo do farmaco que se encontra adsorvido a superficie externa da
matriz polimérica (LU et al., 2019). Por outro lado, a liberacdo mostrou-se mais lenta
a partir de 2h, com 60% do farmaco liberado em 12h. Apds esse periodo, a liberagéao
do DEXAc se deu de forma sustentada, alcancado uma porcentagem de
aproximadamente 64%. Comportamento semelhante foi obtido no estudo de Kim e
colaboradores (2019), no qual os autores constataram uma rapida liberacdo inicial
do DEXAc a partir das NP de PLGA (~20% apds 1h), seguida por um perfil de
liberacdo sustentada durante o restante do experimento (com cerca de 50% do
farmaco liberado apds 24h).

Em relacdo as NP-DEXAc-QT, nota-se que o revestimento com QT, como
esperado, foi capaz de modificar a liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas.
Nesse caso, a porcentagem de liberacéo inicial de DEXAc (15,06%) foi menor que a
observada para as nanoparticulas ndo revestidas. Além disso, é possivel verificar
um maior controle na liberacdo do farmaco, sendo que, apés 24h, apenas 37% do
farmaco foi quantificado no meio receptor. E possivel que esse comportamento seja
devido ao efeito “barreira” proporcionado pela QT, ocasionado pelo intumescimento
desse polimero, o que pode limitar a liberagdo do farmaco, controlando sua difusédo
(TAVARES et al., 2020). Esse dado indica que as NP revestidas podem ser capazes
de propiciar um perfil de liberacdo mais lento e sustentado para o DEXAc, o que
poderia contribuir para a manutencdo de sua concentracdo plasmatica por longos
periodos, com reducédo da dose e/ou frequéncia de administracdo. Resultado similar
foi descrito por Chronopoulou e colaboradores (2013), os quais avaliaram a
liberacdo da dexametasona a partir de nanoparticulas de PLGA revestidas por

quitosana.

5.2.7 Avaliagao da citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas (NP-Bs; NP-Bs-QT; NP-
DEXAc e NP-DEXAc-QT), bem como do farmaco livre foi realizada por meio do
ensaio do metabolismo do sal de tetrazdlio (MTT) em linhagem celular de
macroéfagos (J774A.1). O MTT é um sal amarelo hidrossoluvel, o qual se converte,
via enzima succinil-desidrogenase mitocondrial, em uma substéncia insoluvel de

coloragéo roxa (formazan). Assim, a absorbancia deste produto pode ser medida por
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espectrofotometria da regido do visivel (TAVARES, 2013). Na Figura 28 séo

apresentados os resultados obtidos.

Figura 28 - Influéncia das NP-Bs e NP-Bs-QT (a) e DEXAc; NP-DEXAc e NP-
DEXACc-QT (b) na viabilidade de células J774A.1. [n= 4. Barras representam o desvio
padrdo. Diferencas significativas (p>0,05) em relacdo ao controle sdo marcadas
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Para as NP-Bs, ndo houve diferenga estatisticamente significativa em
comparacao ao grupo controle para nenhuma das concentraces avaliadas. Além
disso, em todos os casos, a viabilidade celular foi maior ou igual a 70%, o que,
segundo a ISO 10993-5, ndo caracteriza efeito toxico. O mesmo comportamento foi
observado para as NP-Bs-QT. Resultados semelhantes foram relatados na literatura
para a viabilidade de macréfagos (linhagem J774A.1) expostos a nanoparticulas
constituidas por PLGA revestidas (SINGH, 2016) ou ndo (VAN de VEN et al., 2011)
por quitosana. Esses resultados podem corroborar as propriedades de
biocompatibilidade e baixa toxicidade para os polimeros utilizados no preparo das
nanoparticulas.

Em relacdo a DEXAc livre, para todas as concentracdes testadas, os valores
de viabilidade celular ndo diferiram significativamente em relagdo ao grupo controle.
Ademais, todos os valores se mantiveram acima de 70%. Por outro lado, para
ambas as formulagcdes de nanoparticulas, a exposicao das células as concentracdes
de 400 pg/mL fez com que houvesse uma diminuicdo significativa da viabilidade
quando em comparagdo ao grupo controle. Uma hipbétese para explicar esse
resultado pode estar relacionada a elevada capacidade de internalizacdo das
nanoparticulas (VAN HEES et al., 2020), com consequente exposi¢cao das células a

uma dose de DEXAc maior do que a alcangada com o farmaco livre, resultando em
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efeitos toxicos. Nesse sentido, existe o relato de que a DEXAc € capaz de induzir
apoptose em linhagem celular de macréfagos (Al et al., 2020). No entanto,
experimentos adicionais deverdo ser realizados para confirmarmos essa
possibilidade. Apesar disso, para a formulacdo NP-DEXAc-QT, o valor de viabilidade
atingiu 70% e, como j& descrito, ndo pressupde a ocorréncia de efeitos toxicos as
células. Esse dado pode sugerir que a quitosana contribui para uma maior
tolerabilidade desta linhagem celular, sendo tal comportamento também observado
no estudo de Singh e co-autores (2016). Por fim, para as menores concentragoes,
tanto em relacdo as NP-DEXAc quanto para as NP-DEXAc-QT, n&do houve indicios
de citotoxicidade. Pelo exposto, a concentracdo de 200 pug/mL foi escolhida para a

avaliacdo da atividade anti-inflamatoria in vitro das nanopatrticulas.

5.2.8 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria in vitro

A SRAG tem como principal evento agravante a chamada “tempestade de
citocinas”, em que o organismo libera de forma exacerbada citocinas pro-
inflamatérias para combater o virus, acarretando danos ao tecido pulmonar
(KESHTA et al.,, 2021). Dentre as principais citocinas envolvidas neste fenbmeno,
estdo IL-6, IL-12 e TNF-a (ABDIN et al., 2020). Dessa forma, nessa parte do trabalho
investigamos se a nanoestruturacdo, bem como a presenca da quitosana,
influenciaram na atividade inibitoria da DEXAc frente a essas citocinas. Além disso,
uma vez que o Oxido nitrico (NO) estd diretamente envolvido na resposta
inflamatoria, investigamos a influéncia das formula¢des nos niveis dessa substancia.

Os resultados encontrados séo relatados a seguir.

5.2.8.1 Dosagem de Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) é um radical livre que assume papel importante nos
processos inflamatérios, promovendo relaxamento muscular dos vasos sanguineos,
levando a vasodilatacdo, além de reduzir a agregacéo plaquetéaria. Seu envolvimento
na resposta inflamatoria pode ter relacdo com sua habilidade em aumentar a
permeabilidade vascular e o edema através de mudancas no fluxo sanguineo local e

do aumento na producdo de prostaglandinas pro-inflamatorias (POLUHA,;
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GROSSMANN, 2018). Nesse sentido, os niveis de NO refletem a gravidade da
inflamacé&o em curso (SIU et al., 2018)

O doseamento in vitro de NO foi realizado a fim de investigar a agao anti-
inflamatoria da DEXAc e das formulacbes desenvolvidas (NP-Bs; NP-Bs-QT; NP-
DEXAc e NP-DEXAc-QT), de forma que, a inibicdo de sua formacao pode indicar
diminuicdo do processo inflamatorio. A atividade anti-inflamatéria frente ao NO foi
determinada indiretamente pela reacdo de Griess para medir a concentracdo de
nitrito no meio de cultura, apdés o estimulo das células com LPS e INF-y. Os

resultados séo apresentados na Figura 29 e discutidos a seguir.

Figura 29 - Dosagem de NO em linhagem J774A.1 estimulada com LPS e INF-y e
tratada com DEXAc, NP-Bs, NP-Bs-QT, NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT (n=4. Barras
representam desvio padréo. Diferencas significativas (p>0,05) em relacdo ao
controle sdo marcadas por # e entre as amostras sdo marcadas por *
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Apoés analise dos dados, foi possivel perceber que DEXAc foi o tratamento
mais eficaz na inibicdo da producdo de NO. No entanto, a reducdo apresentada
(~31,6%), muito embora seja estatisticamente maior que a observada para o

controle, esta aguém do que foi observado em outros trabalhos (A QURESHI et al.,
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2011; WANG et al., 2017). Nesse caso, € possivel que o excesso de estimulo,
propiciado pela presenca do INF-y, tenha interferido negativamente na atividade da
DEXAc. Esse fato ja foi relatado em outro trabalho (KORHONEN et al., 2002).
Entretanto, vale ressaltar que, para esse ensaio, 0 INF-y é importante para garantir
uma maior producdo de 6xido nitrico, bem como para mimetizar o que ocorre na
resposta imune adquirida (ABBAS; LICHTMAN; PILLAL, 2015). Com relagdo as
formulaces de nanoparticulas, a maior reducao foi observada para as NP-DEXAc-
QT sendo que, nesse caso, ndo houve diferenca significativa quando em
comparacao a reducdo observada para o farmaco livre. De fato, existem relatos que
confirmam a capacidade da quitosana em inibir a producdo de NO em linhagem
celular de macréfagos (YANG et al., 2009; CHANG et al., 2019). Assim, é possivel
gue o efeito sinérgico entre a DEXAc e a QT tenha contribuido para esse resultado,
o qual nédo foi ainda mais pronunciado, possivelmente devido a liberacdo controlada

do farmaco a partir das nanoparticulas.

5.2.8.2 Dosagem de citocinas

O estudo da modulacdo de citocinas foi realizado avaliando-se a inibicdo de
IL-6, IL-12 e TNF-a, as quais estdo diretamente envolvidas na hiperinflamagdo em
decorréncia da resposta imune frente ao SARS-COv-2. Esse quadro caracteriza a
fisiopatologia da COVID grave, situacdo na qual ocorrem alteracdes principalmente
em nivel pulmonar, ocasionando a SRAG. Esse € um fator preditivo de gravidade da
doenca devido a forte associacdo com a faléncia de mudltiplos 6rgdos e a
consequente ocorréncia de 6bitos (NAPOLEAO et al., 2021).

A IL-6 é uma citocina que desempenha papel importante nas respostas
inflamatdrias agudas, exercendo efeitos locais e sistémicos. E responséavel por
estimular a producdo de neutrofilos na medula 6ssea, induz a sintese de reagentes
de fase aguda pelo figado e esta diretamente envolvida na diferenciacdo de células
T auxiliares para o fenotipo TH17, que apresenta grande potencial inflamatorio
(ABBAS;LICHTMAN; PILLAL, 2015). Além disso, essa citocina possui papel de
destaque na SRAG, uma vez que seus niveis se elevam em pacientes com COVID-
19 grave (ABDIN et al., 2021). Ademais, tendo em vista o importante papel desta
citocina na COVID19, estratégias que visam bloquear a agcédo/producao da IL-6 tém
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sido propostas e estudadas como alternativas para o0 manejo da SRAG
(MONTAZERSAHEB et al., 2022)
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A IL-12, outra citocina pro-inflamatoria importante, € secretada principalmente
por células dendriticas, macréfagos e linfocitos B (MAL; TRINCHIERI, 2001). Essa
citocina estimula a producédo de IFN-y por ILC1s, células NK e células T, além de
intensificar a citotoxicidade mediada pela célula NK e pelo CTL. E também
responsavel pela diferenciacdo de células TH1 e esta envolvida na proliferacdo e
manutencdo de células TH17 (ABBAS;LICHTMAN; PILLAL, 2015; A VIGNALI,
KUCHROO, 2012). Assim, tendo em vista que esta citocina aumenta a ativacao de
varias ceélulas do sistema imune, a IL-12 também esta associada a tempestade de
citocinas, no contexto da SRAG (NAPOLEAO et al., 2021).

Por sua vez, o TNF-a, um mediador produzido principalmente por células
dendriticas e macrofagos, apresenta como principal efeito fisiol6gico a promocéo da
resposta imune e inflamatoria por meio do recrutamento de neutrofilos e mondcitos
para locais de infec¢des, além de ativa-los (ABBAS; LICHTMAN; PILLAL, 2015).
Esse mediador também esta envolvido na resposta imune exacerbada e na
tempestade de citocinas decorrentes da replicacéo rapida e intensa do SARS-CoV-2
no organismo (HU et al., 2021). Na COVID, ja foi demonstrado que esta citocina esta
relacionada, entre outros, com hiper responsividade bronquica, reducdo do calibre
das vias aéreas e aumento da neutrofilia do trato respiratério. Além disso, ela é
capaz de deteriorar o epitelio respiratério através da inducdo da producdo de outras
citocinas inflamatdrias e metaloproteinases. (KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2015). Assim
como para a IL-6, o bloqueio da acao/producdo de TNF-a no contexto da COVID19
também tem demonstrado efetividade (FELDMANN et al., 2020). Pelo exposto, e
considerando que a DEXAc vem sendo amplamente utilizada para o tratamento da
SRAG, avaliamos os efeitos da nanoestruturagdo e do revestimento das
nanoparticulas com QT na atividade inibitéria desse corticoide frente a IL-6, IL-12 e
TNF-a produzidas por macrofagos J774A.1 estimuladas com LPS. Os resultados

estdo apresentados nas Figura 30, 31 e 32, respectivamente.

Figura 30 - Dosagem de IL-6 em linhagem J744A.1 estimulada com LPS e tratada
com DEXAc , NP-Bs, NP-Bs-QT, NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT [n=4. Barras
representam desvio padréo. Diferencas significativas (p>0,05) em relagcéo ao
controle sdo marcadas por # e entre as amostras sdo marcadas por *]
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Os resultados demonstram que todas as amostras apresentaram efeito
inibitério estatisticamente maior quando em comparacdo ao controle. A inibicdo
provocada pelas NP-Bs pode ser resultante de interac6es ndo especificas entre a IL-
6 e as NP, como relatado por Simén-Vazquez e colaboradores (2022). Além disso,
nao houve diferenca significativa na modulacdo da IL-6 entre as NP-Bs e as NP-Bs-
QT. Esse resultado foi surpreendente, uma vez que existe a comprovacéo do efeito
inibitério da QT de baixo peso molecular frente a essa citocina (CHANG et al., 2019).
Apesar disso, para as NP-DEXAc-QT observamos uma inibicdo significativamente
maior que a apresentada pelas NP-Bs. Ainda, o efeito inibitério foi comparavel ao
observado para a DEXAc. Nesse caso, como ja descrito, o controle da liberacdo do
farmaco propiciado pelas nanoparticulas revestidas pode explicar esse achado.
Esses resultados podem sugerir que o0 revestimento apresente o potencial de
contribuir com a acdo da DEXAc, seja pela atividade intrinseca desse polimero, ou
devido ao aumento da captacao celular do farmaco propiciado pelas nanoparticulas
carregadas positivamente (LU et al., 2019; DURAN et al., 2019).

Nesse sentido, nanoparticulas de PLGA-QT possibilitaram o aumento da
captacao e retencédo da dexametasona em linhagens celulares de hepatécitos (C3A)
e fibroblastos (3T6) (CHRONOPOULOU et al., 2013). Entretanto, como ja

mencionado, experimentos adicionais deverdao ser realizados para a comprovagao
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do incremento da internalizacdo das nanoparticulas na linhagem celular utilizada

neste estudo.

Por fim, € importante destacar que, para as NP-DEXAc, apesar de ndo existir
diferenga significativa em relagdo ao farmaco livre, o efeito inibitorio frente a IL-6
mostrou-se comparavel as NP-Bs. Esse resultado corrobora a hipétese de que o
revestimento com quitosana seja capaz de contribuir para a reducdo nos niveis

dessa citocina.

Figura 31 - Dosagem de IL-12 em linhagem J744A.1 estimulada com LPS e tratada
com DEXAc, NP-Bs, NP-Bs-QT, NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT [n=4. Barras
representam desvio padréo. Diferencas significativas (p>0,05) em relacéo ao
controle sdo marcadas por # e entre as amostras sdo marcadas por *]

*
*
*
—
200 - .
* N&o estimulado
B3 NP-Bs
= 150 =3 NP-Bs-QT
% B =3 DEXAc livre
£ 100 M B NP-DEXAC
o mm NP-DEXAc-QT
— 50 E3 Controle
# o# B g
NEN InPY ™

LPS
Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Os resultados encontrados para a inibicdo da IL-12 reforcam os indicios de
que a presenca da quitosana na superficie das nanoparticulas seja capaz de
modular os niveis de citocinas pro-inflamatorias. Nesse caso, tanto as NP-Bs-QT
quanto as NP-DEXAc-QT apresentaram maior redugéo nos niveis de IL-12 quando

comparadas as NP-Bs. O efeito observado para as NP-Bs-QT foi, inclusive,
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comparavel ao observado para a DEXAc. A esse respeito, a literatura demonstra a
atividade inibitéria da quitosana, sob a forma de nanoparticulas, sobre essa citocina
em estudos in vitro (Gongalves et al., 2015).

Figura 32 - Dosagem de TNF-a em linhagem J744A.1 estimulada com LPS e tratada
com DEXAc, NP-Bs, NP-Bs-QT, NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT [n=4. Barras
representam desvio padréo. Diferencas significativas (p>0,05) em relacéo ao
controle sdo marcadas por # e entre as amostras sdo marcadas por *|
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Nesse caso, o0s resultados evidenciam que as nanoparticulas contendo o
farmaco (NP-DEXAc e NP-DEXAc-QT) apresentaram inibicdo significativamente
maior que a observada para o controle, o que nao ocorreu para a DEXAc livre. Além
disso, € interessante observar que as NP-DEXAc-QT propiciaram uma maior
diminuic&o nos niveis de TNF-a quando em comparacédo as NP-Bs-QT. Esses dados
podem reforcar o efeito positivo da nanoestruturacdo do farmaco, bem como do
revestimento das nanoparticulas na modulacéo dessa citocina. Ademais, a diferenca
observada entre as nanoparticulas revestidas (NP-DEXAc-QT e NP-Bs-QT)

corroboram a hipétese do efeito sinérgico entre a DEXAc e a QT. Nesse sentido,
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como ja descrito, o efeito modulatério da QT frente & TNF-a ja foi descrito na
literatura (CHANG et al., 2019). Por fim, observamos novamente o inesperado efeito
para as NP-Bs, o que, como ja relatado, pode ser devido a interacdes nao

especificas entre as NP e a citocina (Simon-Vazquez et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

Comparativamente a FDEX, a utilizacdo do DEXAc mostrou-se mais
adequada em relacéo a eficiéncia de incorporacdo do farmaco (EE = 83,7 £1,04%),
0 que pode estar atrelado a diferenca de solubilidade entre as diferentes formas de
DEX. Apés o revestimento das nanoparticulas contendo ou ndo DEXAc, foi
observado um aumento no DHm, além de uma inversdo no PZ, o qual tornou-se
essencialmente positivo. Tais modificacbes podem sugerir que o revestimento com
QT foi adequadamente alcancado, o que foi corroborado pelas analises de MEV,
DRX e FTIR. Ademais, as técnicas de DRX e FTIR permitiram comprovar a
incorporacdo da DEXAc na matriz polimérica das nanoparticulas. A esse respeito,
também observamos uma elevada eficiéncia de encapsulacdo desse farmaco nas
nanoparticulas revestidas (EE = 78,5 +0,26%). Por meio do ensaio de citotoxicidade,
constatamos que a presenca da QT pd6de contribuir para uma maior tolerabilidade
das células. Além disso, a formulacao revestida propiciou inibicdo significativa dos
mediadores inflamatorios. Dessa forma, o carreador desenvolvido apresentou
caracteristicas fisico-quimicas e atividade biologica satisfatérias e pode ser
considerado promissor para futura aplicacdo no tratamento da SRAG associada a
COVID-19.
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