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RESUMO

Introducdo: A didlise peritoneal provoca alteracdes no peritbnio, que pode assumir
formas graves, levar a suspenséo do tratamento e trazer risco ao paciente. Alguns
farmacos, incluindo estatinas, podem eventualmente prevenir o dano, mas né&o
existem estudos usando nanotecnologia para melhorar a acdo farmacoldgica nesta
situagéo clinica. Objetivo: Desenvolver e caracterizar nanocépsulas de SV e estudar
a influéncia do uso das mesmas na fibrose peritoneal induzida em ratos pelo uso de
solucdo de dialise peritoneal rica em glicose. Métodos: Foram desenvolvidas
nanocapsulas de SV pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado,
caracterizadas por Espectroscopia de Absorcdo na regidao do Infravermelho com
Transformada de Fourier, Difracdo de Raios X, Microscopia Eletrénica de Varredura
por Emissdo de Campo, Potencial Zeta, mensuragdo do tamanho das particulas e da
eficiéncia de encapsulacéo, e o perfil de liberacao in vitro. A seguir realizado estudo
in vivo prospectivo controlado, em ratos Wistar ndo urémicos. Foram estudados 48
animais, divididos em 4 grupos: sham, dialise peritoneal, dialise peritoneal com SV
convencional, didlise peritoneal usando nanocapsulas poliméricas contendo SV. Os
animais dos ultimos trés grupos foram submetidos diariamente a puncdo abdominal,
sendo infundida solugéo de dialise peritoneal com glicose a 4,25%. Foi avaliado do
grau de fibrose, e expressdo de TNF-a e Interleucina-6. Resultados: O método de
obtencdo das nanocapsulas contendo SV resultou em uma incorporacdo do SV
maior que 99%. No estudo animal, a analise mostrou que a expressao de TNF-a e a
intensidade da fibrose foram significativamente menores no grupo que utilizou as
nanocapsulas de SV. Concluséo: Este estudo demonstrou que o uso de SV em
nanocapsulas poliméricas foi capaz de reduzir a inflamagé&o peritoneal induzida por
solucéo de didlise.

Palavras-chave: Fibrose peritoneal. Dialise peritoneal. Sinvastatina. Nanocapsulas.
Interleucina 6. TNF-a.



ABSTRACT

Introduction: peritoneal dialysis causes changes in the peritoneum, which can take
severe forms, which can bring risk to the patient. Some drugs, including statins,
may eventually prevent damage, but there are no studies using nanotechnology to
improve the action of drugs. Objective: To develop and characterize simvastatin
nanocapsules and to study the influence of their use on peritoneal fibrosis induced
in rats by the use of glucose-rich peritoneal dialysis solution. Methods: Simvastatin
nanocapsules were developed using a preformed polymer interfacial deposition
method, which were characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
Field Emission Gun Scanning Microscopy, X Ray Diffraction, Zeta Potential,
measurement of the particle size, encapsulation efficiency and in vitro release
profile. Next, a prospective controlled in vivo study was performed on non-uremic
Wistar rats. 48 animals were studied, divided into 4 groups: sham, peritoneal
dialysis, peritoneal dialysis with conventional simvastatin, peritoneal dialysis using
polymeric nanocapsules containing simvastatin. The animals were submitted to
abdominal puncture daily, and a peritoneal dialysis solution was infused with 4.25%
glucose. The degree of fibrosis and the expression of TNF-a and Interleukin-6 were
evaluated. Results: The method of obtaining nanocapsules achieved an
incorporation greater than 99%. In the animal study, the analysis showed that TNF-
a expression and fibrosis intensity were significantly less intense in the group using
SV nanocapsules. Conclusion: a study showed that the method is capable of
forming simvastatin nanocapsules, and that their use reduces peritoneal
inflammation induced by dialysis solution.

Key words: Peritoneal fibrosis. Peritoneal dialysis. Simvastatin. Nanocapsules.
Interleukin 6. TNF-a.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) é definida como anormalidade da estrutura e
funcdo renal que se mantém por trés meses. Esta definicdo foi adotada pela
Sociedade Internacional de Nefrologia, conforme proposto pelo National Kidney
Foundation—Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI), em 2002.
(INKER et al., 2014).

O diagnéstico precoce € extremamente importante para o manuseio dos
pacientes portadores de DRC, pois possibilita a educacdo pré-didlise e a
implementacdo de medidas preventivas que retardam ou mesmo interrompem a
progressao para 0s estagios mais avancados da DRC, assim como diminuem
morbidade e mortalidade iniciais (BASTOS, 2011). Quando a DRC chega a fase
avancada, denominada Insuficiéncia Renal Crénica (IRC), faz-se necessario
instituir alguma forma de Terapia Renal Substitutiva (TRS), que sdo modalidades
de tratamento complexas e caras, tornando o seu custeio um desafio para todos os
paises, mesmo os desenvolvidos (ROMAO JUNIOR, 2004).

Existem varias modalidades de TRS: a hemodialise (HD), a dialise
peritoneal (DP) e o transplante renal. Cada modalidade prové melhora dos
sintomas da uremia, mas todas tém impacto na vida social. A DP se popularizou
ap06s a introducdo da dialise peritoneal ambulatorial continua (DPAC). A DP
envolve o transporte de solutos e de 4gua através de uma membrana natural, o
peritbnio, que separa dois compartimentos, quais sejam, 0 sangue nos capilares e
a solucao de dialise na cavidade abdominal.

A DP é um bom método de TRS, especialmente nas modalidades DPAC e
na dialise peritoneal automatica, na qual as trocas sdo feitas por um sistema
automatizado. A DPAC, por ser feita em domicilio, causa um menor impacto na
vida social dos pacientes, proporcionando uma sobrevida equivalente a oferecida
pela HD. Tem, aparentemente, vantagem nos primeiros dois anos de terapia,
preservando melhor a funcéo renal residual (STANLEY, 2010).

No entanto, a DP é sujeita a uma série de complicacdes, de variados tipos:
mecanicas, metabdlicas e infecciosas, especialmente peritonite, causa de até 16%
dos 6bitos que ocorrem em pacientes em DP (LI, 2010). Os maiores obstaculos

para o tratamento de longo prazo em DP sao as infeccdes e as alteracdes sofridas
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pela membrana peritoneal exposta as solucfes de dialise, alteracdes estas que
afetam 50% dos pacientes em DP, e numa porcentagem menor deles tendo
esclerose peritoneal encapsulante (PE) (TREVISANI, 2015).

A fibrose peritoneal simples é uma condicdo fibrosante discreta da
membrana peritoneal e que ocorre apos varios anos de dialise. As células
mesoteliais perdem as microvilosidades e o tecido submesotelial torna-se
espessado. Este espessamento discreto parece ocorrer na maioria dos pacientes
submetidos a DP. Em uma pequena minoria, estas alteracbes escleréticas sao
ampliadas, de modo que os 6rgaos viscerais sado envoltos em um casulo abdominal
espesso e fibrotico. Esta forma mais grave € denominada PE. Trata-se de uma
doengca de alta morbimortalidade, implicando na perda do peritbnio como
membrana de troca e consequente mudanca de modalidade de tratamento
(MIHALACHE et al., 2014).

Devido ao aumento do numero de pacientes com IRC, conforme veremos a
na revisao da literatura, aumentara o niumero de pacientes em DP. Por este motivo,
se torna importante realizar estudos que possibilitem encontrar modos de prevenir
a fibrose peritoneal, especialmente a forma encapsulante.

As estatinas podem ser usadas como farmacos capazes de modificar o
curso de diversas doencas, devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
existindo poucos dados a respeito do seu uso na prevencéao de fibrose peritoneal.

A sinvastatina (SV) é um SV altamente lipofilico, sua solubilidade é baixa e
a consequente absorcdo oral também (MURTAZA, 2012). Como a absorcdo é
critica para atingir a resposta farmacoldgica desejada, o emprego da
nanotecnologia pode contribuir para a obtengcdo de melhores resultados no uso
deste SV.

Assim, a hipétese alternativa deste trabalho é que o uso de nanocapsulas
poliméricas contendo SV pode reduzir a fibrose peritoneal induzida por solucdo de
didlise de forma mais eficaz que o SV puro. E, desse modo, as nanocapsulas
poliméricas contendo SV podem figurar como uma estratégia futura para a

prevencdo e tratamento da PE, condi¢cdo devastadora e de incidéncia crescente.
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1.1 OBJETIVO

1.1.1 Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar nanocapsulas poliméricas contendo SV

na fibrose peritoneal induzida em ratos.

1.1.2 Especificos

— Obter as suspensfes de nanocapsulas poliméricas de poli € caprolactona
(PCL) contendo SV;

— Determinar a eficiéncia de encapsulacdo (EE) nas nanocépsulas, pelo
meétodo de cromatografia liquida de ultra alto desempenho com detector de
matriz de fotodiodo (UHPLC/DAD);

— Caracterizar o0s sistemas poliméricos obtidos por meio de estudos
morfologicos e espectroscépicos;

— Investigar o perfil de liberacéo in vitro, por meio de ensaios de dissolugéo;

— Analisar a estabilidade da SV na suspensao de nanocapsulas;

— Avaliar em um modelo animal o efeito da SV nanoencapsulada na fibrose
peritoneal;

— Mensurar a acdo da SV nanoencapsulada na expressdao de TNF-a e

interleucina-6.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA RENAL CRONICA

2.1.1 Definicéo e classificacdo da doenca renal cronica

Os rins sdo o6rgdos fundamentais para preservacdo da vida. Exercem
multiplas funcdes fisioldgicas: excrecdo de produtos do metabolismo e substancias
exdgenas, incluindo farmacos, regulacdo meio interno, equilibrio hidroeletrolitico e
concentracdo eletrdlitos, manutencdo da osmolalidade, equilibrio acido-base.
Participa, ainda, na regulacdo da pressao arterial, secreta, metaboliza e excreta
hormonios e faz gliconeogénese.

Das funcgdes renais, a mais 6bvia é a producdo de urina, processo composto
de duas etapas: a filtragcdo glomerular e o processamento do ultrafiltrado pelos
néfrons. A primeira etapa é critica, pois se ndo houver filtracdo, ou mesmo se a
mesma for diminuida, a funcdo de excrecdo se torna prejudicada, ou mesmo
interrompida, 0 que ocasiona multiplas alteracbes no meio interno, que, se nao
corrigidas, levam o organismo a morte. Esta etapa é tdo importante que a sua
quantificacdo, chamada de Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG), € usada para
classificar as nefropatias, conforme a mesma varie, visto que as demais func¢des dos
rins também sédo prejudicadas quando ocorre queda da TFG.

Quando ocorre queda sustentada da TFG por periodos superiores a trés
meses, estamos diante de uma situacdo denominada Doenca Renal Cronica (DRC),
conforme definigdo da National Kidney Foundation.

Em 2012, a Kidney Disease: Improving Global Outcomes avaliou e
referendou uma recomendacgéo de 2002 feita pela National Kidney Foundation,
conforme mostrado no Quadro 1, para classificacdo da DRC (KIDNEY
INTERNATIONAL SUPPLEMENTS, 2013). A mesma classificacdo € usada hoje, e
tem como base a TFG, mas considera também a intensidade da proteinuaria, que é

marcador de dano glomerular.
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Quadro 1 — Classificacdo da DRC conforme TFG e Proteinaria

Categorias de Albuminuria Persistente
Descrigdo e classe
Prognostico de DRC por Categorias Al A2 A3
de TFG e albumindria Normal ou Moderad. Severam.
levem.
aumentada | aumentada
aumentada
. 30-300 > 300
=30 mg/dla mg/dia mg/dia
= G1 Normal ou alta =99 G1 A2 G1 A3
E ml/min
~ -
- G2 Levem. reduzida e 8.9 G2 A2 G2 A3
= ml/min
E S Leve a
? g G3a moderadam. :1sl/n'?|?1
‘5 S reduzida
usn § Moderada a 30-44
¥a G3b severam. 3
= X ml/min
S8 reduzida
o Ga Severam. 15-29
= reduzida ml/min
G5 Faléncia renal = 15.
ml/min

DRC: doenca renal cronica; TFG: taxa de filtracdo glomerular. Verde: baixo risco (se ndo ha
outros marcadores de doenga renal, sem DRC); Amarelo: risco moderadamente aumentado;
Laranja: risco alto; Vermelho: risco muito alto.

Fonte: ANDRADE (2020)

Conforme reduz a TFG, comecam a acontecer alteragbes cada vez mais
severas, que acabam impactando o organismo. Quando a TFG fica abaixo de
15mL/min, os rins sdo incapazes de executar suas funcdes, especialmente de
manutencdo do meio interno e equilibrio hidroeletrolitico, sendo por isto denominada
de IRC. Nesta fase, para a manutencao da vida, se faz necessaria a instituicdo de
TRS, ou seja, alguma modalidade terapéutica que substitua, ainda que parcialmente,
o funcionamento renal. Existem varias formas de TRS, das quais a mais efetiva € o

Transplante Renal, e as terapias dialiticas, incluindo a HD e a DP.

2.1.2 Epidemiologia da doencga renal cronica

Os rins podem ser afetados por multiplas doencas, que durante o seu curso
acabam por comprometer a TFG, e ocasionar IRC. Dentre elas, destacamos o
Diabetes Mellitus (DM) e a Hipertensao Arterial (HA).

No Brasil, a Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) elabora todos os anos
o chamado Censo Brasileiro de Dialise, que mostra o panorama brasileiro da DRC.
O nuamero de pacientes em TRS é crescente, conforme mostrado nas Figuras 1 e 2,
0 que tem impactos importantes na saude geral do pais, inclusive pelo alto custo das
diversas formas de TRS (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2020).



Figura 1 — Numero de pacientes em TRS de 2001 a 2020
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Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA (2020)

Figura 2 — Prevaléncia de Pacientes em Dialise no Brasil por milh&o de habitantes de 2013 a 2020
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Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA (2020)
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Como mostrado acima, o numero tem se elevado de maneira progressiva, 0
gue pode ser explicado por diversos fatores, incluindo envelhecimento da populacéo
e pela alta prevaléncia de HA e DM na populagao geral.

No entanto, o Censo da SBN mensura relata apenas os pacientes em TRS.
A prevaléncia de DRC €, portanto, muito maior. Estima-se que a prevaléncia na
populacdo de pacientes com TFG < 60 Ml/min/1,73 m? seja de 6,7% (IC95% 6,0 —
7,4), sendo mais elevada em mulheres (8,2% 1C95% 7,2 — 9,2) do que em homens
(5,0% 1C95% 4,2 — 6,0) p < 0,001 e em idosos = 60 anos seja de 21,4% (MALTA et
al., 2019).

O Censo da SBN também mostra que as principais causas de IRC sdo o DM
e a HA, conforme a Figura 3. Se considerarmos a alta prevaléncia de DM e HA na
populacdo brasileira, vemos que a DRC e a IRC tém a possibilidade de atingir
prevaléncias muito mais elevadas, pois estima-se que existiam, em 2019,
aproximadamente 16.000.000 (prevaléncia de 11,4%) de diabéticos na populacéo
entre 20 e 79 anos (IDF DIABETES, 2019). O nuamero de hipertensos no Brasil é
ainda maior. Segundo o Ministério da Saude, em 2018, 24,7% da populacao que
vive nas capitais brasileiras afirmaram ter diagnéstico de HA. Os novos dados do
Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecédo para Doencas Crbnicas por
Inquérito Telefénico (Vigitel) mostram também que a parcela da sociedade mais
afetada é formada por idosos: 60,9% dos entrevistados com idade acima de 65
anos disseram ser hipertensos, assim como 49,5% na faixa etéria de 55 a 64 anos
(BRASIL, 2019), mas, obviamente, ndo se sabe quantos séo os brasileiros afetados
pela HA, mas que ndo tém diagndstico. Isto faz prever que a prevaléncia da IRC
sera realmente crescente, panorama também observado em outros paises e regifes.
Também é preocupante que estas doencas podem se apresentar conjuntamente nos
pacientes, o que ocorre comumente, afetando 16,2% da populacgéo brasileira com 60

ou mais anos, conforme demostrado por Francisco (2018).
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Figura 3 — Diagndstico de Base dos pacientes em didlise no Brasil de 2016 a 2020
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Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA (2020)

Segundo o ERA-EDTA Registry (2019 - com levantamento dos dados de
2017) que coleta dados de 37 paises europeus, a prevaléncia de pacientes com IRC
em TRS, nas suas diversas modalidades, varia de 667 (Sérvia) a 1516,6 (Espanha,
Murcia) pacientes/milhdo habitantes. Este estudo também demonstrou, mais uma
vez, a baixa expectativa de vida da populacdo em TRS. Para demonstrar isto,
guando comparamos um individuo de 25 anos da populacédo geral com um paciente
em TRS, temos uma expectativa de vida de 57 contra 18 anos. No ano seguinte, 0
Registro ERA-EDTA cobriu uma populacdo geral de 636 milhdes de pessoas. No
geral, a incidéncia de TRS para IRC foi de 129 pacientes/milhdo habitantes, com
uma prevaléncia de 897 pacientes/milhdo habitantes, com 57% dos pacientes em
HD, 5% em DP e 38% vivendo com um transplante renal. O mesmo levantamento
mostrou que, para pacientes que comecaram a didlise entre 2009-13, a
probabilidade de sobrevivéncia ndo ajustada em 5 anos foi de 42,6%.

Na populagéo norte-americana, segundo o United States Renal Data System /
Annual Data Report: Epidemiology of Kidney Disease in the United States (USRDS,
2019), o numero de pacientes com IRC aumenta em 20.000 por ano, e a prevaléncia
aumenta continuamente desde 2006. No final de 2017, existiam 746.557 pacientes
com IRC, com uma prevaléncia de 2.204 pacientes/milhdo de habitantes. Ja no final
de 2018 este numero chegou a 2.242 pacientes/milhdo de habitantes.
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2.1.3 Dialise Peritoneal

Quando a TFG cai abaixo de 15mL/min, ou quando surgem sintomas da
IRC, existe a necessidade de se iniciar alguma modalidade de TRS. Existem trés
modalidades de terapia: o transplante renal, a hemodialise (HD), e a didlise
peritoneal (DP).

A DP se popularizou apés a introducdo da didlise peritoneal ambulatorial
continua (DPAC). A DP envolve o transporte de solutos e de agua através de uma
membrana natural, o peritbnio, que separa dois compartimentos, quais sejam, 0
sangue nos capilares e a solucdo de dialise na cavidade abdominal. O acesso a
cavidade peritoneal é feito com uso de cateteres implantaveis cirurgicamente, que
permitem a infusdo e drenagem das solugdes utilizadas para a realizacéo da DP.

As solucBes para DP apresentam, na sua constituicdo, sodio, calcio,
magneésio, cloreto e lactato, além de glicose. Sua osmolalidade pode variar de 344 a
483 mOsm/L, tendo, portanto, uma osmolalidade maior que a do organismo. Esta
alta osmolalidade da solugcédo de DP é dada pelo alto contetdo de glicose, que varia
de 1,5 a 4,25%, tendo uma concentracdo no liquido de DP muito maior que no
sangue dos pacientes em DP. A elevada concentracdo de glicose, e consequente
alta osmolalidade do liquido de DP, é o fator principal que promove a retirada de
liguidos do paciente, pois a forca osmoética promove o fluxo de liquidos para a
cavidade peritoneal, da qual sera drenado para o meio externo. Esta retirada de
liquidos ajuda corrigir a tendéncia a retencédo de agua e eletrélitos que ocorre nos
pacientes com IRC. Além da glicose, também pode ser utilizada a icodextrina como
substancia para gerar hiperosmolalidade e promover o balan¢o negativo de liquidos
na DP.

O periténio, que na DP é o dialisador, € uma serosa formada por uma
camada delgada de tecido conjuntivo frouxo, revestida por epitélio pavimentoso
simples, denominado mesotélio. A por¢cao que recobre os 6rgdos e tem continuidade
com o mesentério € denominada peritdnio visceral, e a parte que recobre a parede
interna do abdome é chamada peritdénio parietal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A DP é um bom método de TRS, seja na DPAC e na didlise peritoneal
automatica, na qual as trocas sao feitas por um sistema automatizado. A DPAC, por
ser feita em domicilio, causa um menor impacto na vida social dos pacientes,

proporcionando uma sobrevida equivalente a oferecida pela HD.
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No entanto, a DP é sujeita a uma série de complica¢cbes, de variados tipos:
mecanicas, como formacdo de hérnias e migracdo do cateter; metabdlicas, como
dislipidemias e obesidade. Mas as principais complicagcdes sao as infecciosas, como
infecc@o no orificio de saida do cateter na parede abdominal, e a peritonite, que € a
principal complicacao da DP.

A DP néo é a principal modalidade de TRS. Conforme pode ser visto na

Figura 4, no Brasil, 6,8% da populacdo em TRS usa a DP como método.

Figura4 — Porcentagem de pacientes em didlise, conforme modalidade e fonte pagadora
no ano de 2020
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Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA (2020)

Nossa realidade nao difere muito da europeia, na qual a DP é a modalidade
usada por 5% da populacdo em TRS (ERA-EDTA, 2017), nem da americana, na
qual a DP é o tratamento de 7,1% da populagdo em TRS (USRDS, 2019).

Os maiores obstaculos para a permanéncia por longo prazo em DP séo as
infeccbes (peritonites bacterianas) e as alteragcdes sofridas pela membrana
peritoneal, que geram perda da capacidade dialitica, por modificacdo tanto na
difusdo como na ultrafiltragdo, que chegam a ocorrer em quase 50% dos pacientes
em DP, e tem intensidade varidvel, tendo como expressdo maxima a esclerose
peritoneal encapsulante (TREVISANI, 2015).
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2.2 FIBROSE PERITONEAL E ESCLAROSE PERITONEAL ENCAPSULANTE

2.2.1 Conceito e classificacdo

Quando existem processos que irritam o peritdbnio, como ocorre nas
peritonites infecciosas, pode existir, no curso do processo inflamatério, um processo

de fibrose. O Quadro 2 exibe uma série de causas de fibrose peritoneal.

Quadro 2 — Causas de Esclerose Peritoneal Encapsulante

Etiopatogenia Causas Especificas
Farmacos Betabloqueadores (practolol, timolol, propranolol)
Quimioterapicos (metotrexate)
Asbestos
Procedimentos médicos e cirlrgicos Dialise peritoneal

Derivacéo peritbnio venoso — LeVeen
Derivacao ventriculo peritoneal

Trauma

Quimioterapia intraperitoneal

Transplante hepatico

Lavagem peritoneal com povidine

Po6s transplante: renal, hepatico e intestinal

Infeccéo Tuberculose peritoneal
Peritonite por citomegalovirus
Peritonite por parasitas
Peritonite recorrente

Inflamatéria/Autoimune Sarcoidose

Lupus eritematoso sistémico
Febre familiar do Mediterraneo
Corpos estranhos

Peritonite por meconio

Doencas outras Cirrose hepética

Malignidade gastrointestinal: pancreatica,
neuroendocrina.

Malignidade renal
Endometriose

Ruptura de cisto dermoide
Ovério luteinizante
Linfomas

Adenomiose

Leiomioma

Sistémicas Deficiéncia de Proteina S

Fonte: Adaptado de Machado (2016); Singhal et al. (2019).




26

A solucdo de DP é também um irritante para o peritdnio, seja pela sua
osmolalidade, pelo alto conteudo de glicose, ou de icodextrina, e também pelo pH,
que varia de 5,0 a 6,5. Além da solucao, outro fator critico € a ocorréncia eventual de
peritonite infecciosa, como complicacdo da DP. Deste modo, ndo € surpreendente
gue pacientes em DP possam apresentar, ao longo do tratamento, quadros de
fibrose peritoneal, que como dito anteriormente tem intensidade variavel.

A International Society of Peritoneal Dialysis define PE como uma entidade
clinica caracterizada por obstrucéo intestinal persistente, intermitente ou recorrente,
associada com espessamento, esclerose, encapsulacdo ou calcificacdo, com ou
sem presenca de marcadores de inflamacdo (KAWAGUCHI et al., 2000).

A PE pode ser classificada conforme a gravidade dos sintomas em quatro
estagios, conforme Moinuddin et al. (2015), que usam mesma classificacdo de
Nakamoto, de 2005.

e Estagio 1 — Pré PE — assintomatico, com ascite minima e sem inflamacg&o.

e Estagio 2 — Inflamatério — paciente sintomatico, presenca de nauseas e
diarreia, condizente com encapsulacdo parcial das alcas intestinais e
edema das mesmas. Existe presenca de exsudacéo e fibrina.

e Estagio 3 — Encapsulacédo — presenca de sintomas obstrutivos, formacéo
de casulos fibréticos envolvendo as alcas. Presenca de inflamacéo
moderada a severa.

e Estagio 4 — Obstrucdo crbnica. Presenca de obstru¢do absoluta, com
formacao definida de casulos fibrosos. Presenca de pouca ou nenhuma

inflamagéo residual.

2.2.2 Prevaléncia

O primeiro relato de PE em DP foi feito por Ghandi, que descreveu cinco
pacientes em DP que foram submetidos a laparotomia por motivos variados, e nos
guais foi encontrado espessamento peritoneal (GANDHI et al., 1980).

A prevaléncia da PE aumenta conforme o tempo de permanéncia do
paciente em DP. Rigby e Hawley (1998), num estudo retrospectivo, encontraram
prevaléncia de 6,4% e 19,4%, respectivamente, aos cinco e oito anos em DP.

Korte et al. (2011), em um estudo multicéntrico, retrospectivo, caso controle,

gue envolveu 2.022 pacientes, mostraram que a prevaléncia de PE foi de 2,7%,
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correspondendo a 61 casos. A PE foi causa importante de transferéncia de DP para
HD. Durante o estudo, 34 pacientes com PE foram a Obito, e em 30 destes casos 0
obito foi relacionado a esta doenca. Foram encontrados como fatores de risco para
0 seu desenvolvimento: tempo em DP, a idade, a faléncia de ultrafiltracdo, o uso de
icodextrina e a realizacdo de transplante renal.

Mais recentemente, Tseng et al. (2018) publicaram um estudo retrospectivo
envolvendo 3.202 pacientes, acompanhados de janeiro de 1982 a setembro de
2018, atendidos em trés centros de dialise em Taiwan. Foram encontrados 58
casos de PE, com uma prevaléncia de 1,8%. A incidéncia de PE aumentou
conforme o tempo de DP. Os pacientes em DP, por mais de 10 anos, quando
comparados aqueles em DP por 6 anos, tiveram risco relativo de 5,5, com 95% de
Cl: 1,7 £ 17,1, p<0,01. Dos pacientes do PE, 23 tiveram forma severa. A
mortalidade da PE foi de 35% no geral, sendo de 74% naqueles com forma severa.

O surgimento dos sintomas pode ocorrer durante o tempo em DP, mas
pode ocorrer de modo muito tardio, conforme relatado por Devenport (2015), que
descreveu 4 casos, nos quais o diagndstico foi feito apés 5 anos, e um caso cujo
diagnostico ocorreu apos 10 anos, apOs cessacdo de DP. Também Ayar et al.
publicaram uma série de 12 casos de PE em 47 pacientes que receberam TX renal
ap6s estarem em DP, sendo que, em 75% dos casos, ocorreram sintomas
obstrutivos. (AYAR et al., 2018).

A PE pode também ocorrer em criancas em DP. Conforme estudo
publicado por Vidal et al. (2013), que revisou 712 pacientes com idades entre 0,6 e
14,4 anos, submetidos a DP entre 1986 a 2011, foi encontrada uma prevaléncia de
1,9%. O European Paediatric Dialysis Working Group publicou um estudo que
envolveu 1.472 pacientes, com 2.529 pacientes/ano em DP, mostrou uma
prevaléncia de 1,5%, ou 8,7 casos por 1.000 pacientes/ano (SHROFF et al., 2013).

No entanto, ao analisarmos os estudos de prevaléncia de PE, temos que
levar em conta que o diagndstico desta condicdo ndo consta com um teste de
triagem para detectar casos leves, ou assintomaticos, o que explica os casos
diagnosticados anos apos a cessacdo da DP (NITSCH; DAVENPORT, 2015).
Assim, a real prevaléncia da PE pode ser maior que a reportada.

O diagnéstico da PE pode ser tardio, como visto anteriormente, mas
meétodos de diagndstico por imagem podem fornecer achados importantes. Singhal

et al. (2019) publicaram uma revisdo sobre os achados de imagem da PE.
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Segundo estes autores, os principais métodos de imagens e seus achados sao
mostrados abaixo:

1. Raio-X simples de abdome: geralmente normal. Pode aparecer
calcificacdo no peritonio. Se houver obstrucdo intestinal, ou perfuracdo, os
achados sdo compativeis com estas complicacdes, mas inespecificos
para PE.

2. Estudos baritados: eram usados no passado. Podem mostrar alteragao de
motilidade, com partes do intestino com retardo do transito, e partes com
aceleracdo. Um achado mais tipico é imagem em serpentina, com alcas
fixas em forma de U que parecem rigidas.

3. Ultrassonografia: EUA mostram aglomeracdo de algas intestinais no
centro do abdome. As alcas intestinais podem mostrar espessamento, ou
pode ser hiperecoico. Contudo, a vascularizacdo na imagem de fluxo
Doppler colorido é geralmente preservado. Um arranjo caracteristico de
loops de forma concertina com um estreito base posterior é altamente
sugestiva de PE. Portanto, a aparéncia geral se assemelha a de uma
couve-flor, que € melhor demonstrada quando ha ascites moderadas
coexistentes. A aparéncia da membrana “trilaminar” tem sido descrita
como caracteristica da PE: da superficie para profundidade temos: (a)
uma membrana hiperecoica superficial; (b) uma camada hipoecoica média
do intestino; e (c) uma profunda camada hiperecoica do intestino.

4. Tomografia Computadorizada (TC): atualmente, a TC se tornou a base
para o diagnéstico da PE. A administracdo intravenosa de contraste
geralmente é suficiente para fornecer informacdes. Normalmente, o
peritbnio é fino, suave e quase imperceptivel. Na PE, o mesmo é
espessado, com intensificagdo continua, e uma espessura superior a 2
mm, que parece ser um ponto de corte razoavel. As algas intestinais
tendem a se reunir no centro da cavidade abdominal. O uso de contraste
baritado pode ser util para evidenciar obstrucdo. Ascite loculada pode ser
vista e quantificada. Pode existir calcificagao focal ou difusa. Dependendo
das complicagbes, como obstrucédo intestinal ou perfuragcdo, outros
achados vao aparecer. Embora possam ser propostos esquemas de

pontuacéao, eles ndo sdo muito uteis.
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5. Ressonancia magnética (RM): mostra os mesmos achados da TC, néo
apresentando vantagens adicionais. Considerando o risco do uso de
meios paramagnéticos em pacientes com IRC, a RM tem uso limitado
nesta populagéo.

6. Tomografia por emissédo de positrons (PET): embora o uso de 18 flaor-
hidro-glucose possa mostrar inflamacdo na PE, o PET nado oferece
vantagem no diagnostico quando comparado aos outros métodos,
especialmente na fase tardia, quando a inflamacéo pode estar ausente.
(SINGHAL et al., 2019).

No entanto, embora os achados de imagem ajudem, o diagndstico depende
de uma constelacdo de achados clinicos e de imagem (UPPONI et al., 2014). Além
do diagnéstico, os exames de imagem, especialmente a TC, permitem planejamento
do tratamento adequado e evitam abordagens cirdrgicas desnecessarias (KADOW et
al., 2014)

2.2.3 Fisiopatologia
2.2.3.1 Fibrose

A fibrose é a cicatrizacdo e o endurecimento do tecido causados pela
deposicado excessiva de proteinas da matriz extracelular (ECM) por miofibroblastos
em resposta a inflamacéo cronica. Uma variedade de estimulos nocivos [J incluindo
toxinas, patdgenos infecciosos, reacdes autoimunes e estresse mecéanico [ s&o
capazes de induzir uma resposta celular fibrética. A fibrose pode afetar todos os
tecidos do corpo e, se ndo for controlada, pode resultar em faléncia de 6rgaos e
morte (WYNN; RAMALINGAN, 2012).

Em resposta ao dano ao tecido, os miofibroblastos (derivados de uma série
de fontes, incluindo fibroblastos residentes, células mesenquimais, fibrocitos
circulantes e a transdiferenciacdo de outros tipos de células) iniciam uma resposta de
cicatrizagdo de feridas, remodelando o ambiente extracelular para restaurar a
integridade do tecido e promover a substituicAo de células parenquimatosas.
Normalmente, esse programa pré-fibrotico € desativado conforme o tecido cicatriza.
No entanto, insultos e lesbes persistentes resultam na desregulagéo desse processo,

levando a deposicao patologicamente excessiva de proteinas da ECM e, em conjunto
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com a atividade de miofibroblastos regulados positivamente, cria um ambiente
inflamatoério crénico com infiltracdo de macréfagos e células imunes. Nesse meio
celular, citocinas e fatores de crescimento sdo abundantemente liberados, incluindo
membros da familia do fator de crescimento transformador beta (TGF-$) e Wingless /
Int-1 (Wntl), que atuam como os principais efetores do processo fibrotico. TGF-3 e
Whntl se ligam a seus receptores de superficie celular cognatos e iniciam a sinalizacao
a jusante, levando a translocacéo nuclear de moduladores transcricionais Smad2 / 3 e
CBP / B-Catenina, respectivamente. Isso resulta na expresséo regulada positivamente
de genes alvo que funcionam para aumentar ainda mais a diferenciacdo de
miofibroblastos e a producdo e secrecdo de proteinas de ECM, incluindo colageno,
laminina e fibronectina (CELL SIGNALING TECHNOLOGY, 2020).
A Figura 5 detalha a complexa fisiopatologia dos eventos de fibrose.

Figura 5 — Modelo da fisiopatologia da fibrose
Resisténcia Indugdo Senescéncia

Injiria Epitélio
Apoptose celular

B et pm—eor Inflamagio R

Infiltragéo Lgantes TGFA Sepecda =
. Flbrorecting
macrofagos i | \MMP-9 G‘oﬁ " Catigenn

Flronecting

Cass AMHC  IL10 ‘ . Coligeno
cow CoIeY S R T
C006  Agnase KRS " s | y Searegh de Proteinas
w:n{w <\ ) o e 5 > (aﬁgf) ; ' l! o | Prb Fbeticas
{ o PI0K Sho Js \ 3 :

{
Intogrin; oy

Athvagdo por
trareducio mecinlc

Atwvagio

1

L

L}

i \

! ! , 1 R
micfibroblastos ! (\/) (TAZ) (VAP)

I \ : o vl

\

CIOF i

Y W M fgl (MM?)'_F

M CYR6!
ACS PN

MEG

MGAY  Seult NP7 ~Aaupond- VAP)
p.cw) cwu Wl AT

. : AUNK X TEAD) . (RUNX Y TEAD

.(cm)(unncDr_. ¢ f >r’ Dc»
COUA  COLMT COLSA2  COLsAY uSMA*
COMITWWILTn, (3% e B \_@

Fonte: CELL SIGNALING TECHNOLOGY (2020).



31

2.2.3.2 Colageno

A seguir, apresentamos uma revisdo sobre o colageno, baseada em
Sorushanova (SORUSHANOVA et al., 2018).

O colageno é a principal molécula da matriz extracelular (ECM) que se auto
monta em fibrilas estriadas cruzadas, fornece suporte para o crescimento celular e é
responsavel pela resiliéncia mecanica dos tecidos conjuntivos. E uma estrutura
supramolecular complexa e ocorre em morfologias altamente diversas em diferentes
tecidos, emprestando-lhes uma gama de funcbes bioldgicas. Sendo o componente
estrutural fundamental dos tecidos conjuntivos, desempenha um papel fundamental na
manutencao de sua integridade estrutural e biolégica. Corresponde a toda uma familia
de glicoproteinas que séo caracterizadas por trés caracteristicas exclusivas.

A primeira é a sequéncia de repeticdo de aminoacidos [Gly-X-Y] n, com e sem
interrupgdes. A segunda caracteristica € a ocupacao das posicdes X e Y pela prolina e
sua forma hidroxilada, hidroxiprolina, respectivamente. Em terceiro lugar, a tripla
hélice destra é formada por trés cadeias a de poliprolina canhotas de comprimento
idéntico, o que da ao colageno uma estrutura quaternaria Unica. Algarismos romanos
séo usados para indicar o tipo e as letras gregas para identificar as cadeias, bandas e
componentes de peso molecular mais alto. A natureza trimérica de uma molécula de
colageno permite a combinacdo de trés cadeias pré-a idénticas ou de duas cadeias
idénticas e uma outra com comprimento adequado e registro de propeptideo C, ou
mesmo de trés cadeias diferentes para formar uma hélice tripla completa. O ajuste
das respectivas pré-cadeias a, conforme definido pelo seu comprimento, interrupgdes
correspondentes (se houver), o registro correto dos propeptideos C e sua
combinacao, delineia diferentes tipos de coladgeno. No entanto, existem isoformas
dentro de cada tipo de colageno. Por exemplo, a maior parte do colageno tipo | existe
como heterotrimero de duas cadeias a1l e uma cadeia a2, mas também como
homotrimero de trés cadeias a1. Muitos tipos de colageno, como o colageno tipo I,
tipo 11l ou tipo VII, existem exclusivamente como homotrimeros. Na outra extremidade
do espectro esta o colageno IV, onde seis cadeias a diferentes estao disponiveis para
combinacdo para produzir um numero consideravel de isoformas que formam as
membranas basais especificas do tecido.

Embora alguns dos 29 tipos de coldgeno atualmente identificados mostrem

caracteristicas altamente exclusivas, a maioria deles parece altamente inter-
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relacionada, mas confinada a locais especificos do tecido. Com base em sua estrutura
primaria, o comprimento do dominio da hélice tripla, o peso molecular, o perfil de
carga ao longo da hélice, as interrup¢des da hélice tripla, o tamanho e a forma dos
dominios terminais, a clivagem ou retencdo destes Ultimos no agregado
supramolecular e variacdo nas modificacdes pos-traducéo, quatro grupos abrangentes
de colageno podem ser identificados

O Grupo 1 hospeda o colageno formador de fibrilas tipo |, tipo I, tipo 11, tipo V,
tipo XI, tipo XXIV e tipo XXVII. Todos eles possuem hélices triplas com trechos Gly-X-
Y ininterruptos de, aproximadamente, 300 nm de comprimento.

O Grupo 2 hospeda o coladgeno da membrana basal tipo 1V, tipo VIl e tipo
XXVIII. Enquanto o colageno tipo IV forma uma rede fibrilar, o colageno tipo VII é
criado por meio da associacdo de dimero antiparalelo e forma fibrilas estriadas
cruzadas com um padrdo de bandas diferente.

O Grupo 3 contém o colageno de cadeia curta tipo VI, tipo VIII e tipo X. Eles
sdo nomeados apos suas regides de hélice tripla, que se estendem por até 100 nm e
150 nm, respectivamente.

O Grupo 4 contém colagenos com mudltiplas interrupcdes de seus trechos de
hélice tripla Gly-X-Y. O colageno tipo IX, tipo XlI, tipo XIV, tipo XVI e os tipos XIX a
XXII' compreende o0s colagenos associados as fibrilas com hélices triplas
interrompidas (SORUSHANOVA et al., 2018).

O Quadro 3 mostra as caracteristicas dos colagenos | e Il

Quadro 3 — Caracteristicas dos Colagenos | e lI.

Tipo Cadeias Arranjo Estrutura Massa Distribuicdo Tecidual
Molecular Supramolecular Molar
Cadeia a
I [al(D]2a2(1)] Mondmeros Fibrilas com 95 Pele, tend&o, ligamento,
heterotrimero | escalonados faixas de 67 nm cérnea, capsulas de
67 nm de grande Orgdos, dura-mater do
didametro cérebro e medula
espinhal, osso
I [a1(D]3 Mondmeros Fibrilas com 95 Tumor, derme, 0SS0
Homotrimero escalonados faixas de 67 nm
67 nm
1 [a1(1I)]3 Mondmeros Fibrilas com 95 Derme, aorta, Utero,
escalonados faixas de 67 nm mistura no tend&o,
67 nm de didmetro intestino, vasos
pequeno sanguineos, no tecido

conjuntivo reticular do
figado, baco e 6rgédos
internos circundantes

Fonte: Adaptado de Sorushanova et al. (2018)
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A maioria dos tecidos flexiveis (pele, intestino, vasos sanguineos, pulmao)

tem uma razao I:lll de 2—3 para 1, enquanto os tecidos rigidos (osso, tend&o)
contém apenas colageno Tipo | (HANCE; CRYSTAL, 1977).
Na fibrose peritoneal, ocorre o acumulo de proteinas (colageno I, Ill, V, VI,

fibronectina, tenascina) no intersticio, com aumento numero de fibroblastos, alguns
deles com miofibroblastos caracteristicas e infiltracdo de células mononucleares.
Na membrana basal, geralmente h&4 acumulo de coladgeno IV e laminina e
proteoglicanos e polissacarideos e glicoproteinas também estdo presentes
extracelularmente (LOUREIRO et al., 2013).

2.2.3.3 Citocinas

Citocinas, conforme revisdo de Akdis et al. (2016), sdo polipeptidios
produzidos em resposta a microrganismos e outros antigenos, que medeiam e
regulam reacgBes imunoldgicas e inflamatérias. Atuam no crescimento e
diferenciacdo de linfocitos, ativacdo das células efetoras desenvolvimento de
células hematopoiéticas.

A secrecdo das citocinas € um evento breve e autolimitado. As ac¢des das
citocinas sado frequentemente pleiotrépicas e redundantes, podendo influenciar a
sintese de outras citocinas de forma antag6nica ou sinérgica. Iniciam suas acodes
pela ligacdo a receptores de membrana especificos nas células-alvo. As respostas
celulares as citocinas sao firmemente reguladas e existem mecanismos inibidores
por feedback para diminuir estas respostas.

Ainda segundo Akdis, as interleucinas (IL) s&o um tipo de citocina. Sao
proteinas que se ligam a receptores especificos e tém papel fundamental na
comunicacao entre leucocitos. Sua nomenclatura tem evolucdo constante e séo
classificadas em familias, baseadas na homologia, semelhancas dos receptores ou
propriedades funcionais. Praticamente todas as células que tém participacdo nos
processos imunes, incluindo CD4, CD8, células B e T, Natural Killer, e dendriticas,
tém receptores para as IL em diferentes padrdes.

A IL-6 € um membro de uma familia das IL, que inclui também Fator
Inibidor da Leucemia, Fator Neurotropico Ciliar e Oncostatina M. Sua estrutura é
um homodimero, com massa molar de 16 a 26 kDa. Sua liga¢cdo ocorre com o fator
de Ligacdo da IL-6 (binding chain - IL-6Ra). A IL-6 é multifuncional, estando
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envolvida na regulacédo da resposta imune, resposta de fase aguda, hematopoese
e também na inflamacdo. E produzida por células endoteliais, fibroblastos,
mondcitos e macréfagos, em resposta a diversos estimulos, incluindo outras
citocinas (IL-1, IL-17, e TNF-a), durante processos inflamatorios. Promove
migracao e ativacdo de leucdcitos, induz a producédo de proteinas de fase aguda,
bem como proliferacdo de células T, diferenciacdo de células B, e ainda a
producao de IgG, IgA e IgM. Tem, também, participac@o de processos alérgicos.

O Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) € uma importante citocina que tem
participacdo nos mecanismos de defesa imune, inflamacdo e apoptose. Sua
estrutura € um homotrimero, tem massa molar de 26kDa quando ligada a
membrana, e 17kDa na forma soluvel. Atua como mediador pré-inflamatério,
iniciando o0 processo, e imunossupressor, inibindo desenvolvimento de
autoimunidade, carcinogénese, tendo papel também na limitacdo de intensidade e
duracdo do processo inflamatorio. Niveis sistémicos elevados de TNF- a podem
levar ao choque séptico, e aumentos localizados ocasionam todos o0s sinais

cardinais da inflamacéo: calor, edema, hiperemia, dor e perda de fungao.

2.2.3.4 Fisiopatologia da Esclerose Peritoneal Encapsulante

Trevisani (2015) publicou uma revisao sobre a Fibrose Peritoneal e a PE.
Exposicdo a fluidos ndo biocompativeis, episédios de infeccdo, bacteriana e
fungica, ou hemoperiténio, induzem inflamacéo aguda e crénica que pode causar
danos ao tecido peritoneal. O sucesso do reparo de tecido lesionado requer uma
resposta controlada, para limitar a alteragéo estrutural. A resposta imune peritoneal
a lesdo, ou infeccdo, envolve, entre outras células, macréfagos mesoteliais e
residentes que funcionam de forma coordenada para recrutar células inflamatorias,
incluindo células mononucleadas, fagocitos, linfécitos e neutrofilos.

As células podem produzir um grande numero de citocinas, fatores de
crescimento e quimiocinas, para estabelecer uma rede complexa que retroalimenta
e resulta em inflamacgé&o aguda ou crénica, que leva a deterioragdo da membrana.
Muitos desses mediadores inflamatorios, como TNF-B, IL-1, IL-8, Fator
Transformador de Crescimento B (TGF-B) e Fator de Crescimento Fibroblastico 2
(FGF-2), podem ter um papel na fibrose peritoneal por estimulagcédo de fibroblastos
residentes, proliferacdo e depositos de matriz extracelular, induzindo
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transformacao epitelial da célula mesotelial mesenquimal, que aumenta ainda mais
o0 numero de fibroblastos peritoneais.

Além disso, ainda segundo Trevisani, a IL-8, FGF-2 e o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) podem induzir um aumento no nimero de
capilares na membrana peritoneal, e provavelmente aumenta a permeabilidade dos
vasos, causando um aumento de transporte de pequenos solutos, que produz uma
falha na ultrafiltracdo, mesmo na auséncia de infeccdo ou hemoperitonio. Acredita-
se que pacientes com fibrose podem ter inflamagao crénica de baixo grau que
promove uma alteracdo estrutural progressiva da membrana peritoneal. Além da
glicose, os produtos formados por condensacdo entre grupos amino reativos a
glicose e as proteinas podem promover inflamacdo peritoneal através de um
mecanismo dependente da leptina. Nesse contexto, os adipécitos que sao
expostos a glicose produzem leptina, que, por sua vez, promove a producdo de
TGF-B por células mesoteliais.

Mesmo na auséncia de DP, ainda segundo Trevisani, 0S pacientes com
IRC podem apresentar inflamacéo no peritonio, causada pela uremia em si, mas os
pacientes tém como fator adicional os danos causados pela solu¢cdo empregada na
terapia. As solucdes de DP, seja pela glicose, seja pela presenca de produtos dos
resultados da esterilizacdo da glicose por calor (carameliza¢do), ou ainda pelos
produtos de sua degradacéo, tém acao direta no peritbnio. A glicose aumenta o
fator de sintese TGF-B, Fator de Crescimento do Tecido Conjuntivo (CTGF),
dependendo da dose e do tempo. Os produtos de glicacdo avancada (AGE)
também desempenham um papel importante. Estes promovem a expressao de
varios fatores de crescimento, entre outros, o VEGF, aumentando permeabilidade
vascular e angiogénese. Além disso, diminuem a expressao proteica de juncdes
estreitas como ZO-1, occludina e claudina-1. Além disso, o pH e o tampao lactato
também sao agentes diretos.

Quando ocorre infeccdo bacteriana aguda, existe aumento rapido de
células no efluente peritoneal, neutrofilos e mondcitos, e destruicdo progressiva de
células mesoteliais. Os niveis de IL-1, IL-6 e TGF-B aumentam desde o primeiro
dia. Atividade inflamatoria pré de citocinas e fatores de crescimento esclerosantes

permanece alto até 6 semanas depois de remissdo do episédio de peritonite.
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Macrofagos residentes aumentam acentuadamente com uma peritonite
bacteriana e sdo capazes de gerar liberacdo de citocinas pré-inflamatorias,
incluindo IL-1 e TNF-a.

As células mesoteliais sdo as células biologicamente ativas contra a
exposicdo a liquidos hiperténico e podem aumentar a producdo de perdxido de
hidrogénio. Eles sdo altamente sensiveis ao pH da solucdo de DP, que é &acido,
estimulando a producéao de TGF-.

Receptores de AGE (RAGE) servem para remover, mas o ligante RAGE
serve para ativar a via de fatores como Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e
multiplicar, em cascata, a atividade mitogénica da proteinoquinase,
desencadeando processos de fibrose.

A exposicdo do mesotélio a solugbes estéreis de didlise peritoneal leva a
transformacao epitélio mesenquimal das células mesoteliais. Foi demonstrado
transicdo de células mesoteliais do epitélio as células do tipo fibroblasto
progressivamente e continua, perda de marcadores como ICAM 1 e alteracdo de
citoqueratina e células mesoteliais da camada “tipo paralelepipedo” ao tipo de
fibroblasto nessa camada. Além disso, esta transformacdo esta associada a
estimulos e distlrbios angiogénicos no transporte e de ultrafiltracdo. Tanto a
angiogénese quanto fibrose estdo ligadas as citocinas inflamatorias e fatores de
crescimento. A maioria das mudancas observadas no tecido peritoneal dos
pacientes consiste em aumento do submesotélio associado ao espessamento com
fibrose peritoneal e angiogénese.

Os fibroblastos representam uma populacédo dinamica de células que pode
mostrar diversidade fenotipica. Entre os varios fenoétipos, os miofibroblastos séo os
mais importantes. O termo miofibroblasto define uma célula com caracteristicas
intermediérias entre um fibroblasto e uma célula muscular lisa e é caracterizada
pela expressao da actina do musculo alfa-liso (alfa-SMA). Os miofibroblastos foram
relatados como importantes protagonistas de quase todas as situacdes de reparo e
fiborose em varias patologias. Devido a sua capacidade de sintetizar matriz
extracelular, fatores de crescimento, citocinas e participacdo na resposta
inflamatéria, bem como por suas propriedades contrateis, destaca-se o papel do
fibroblasto, sendo o fen6tipo mais importante o 34.

A transformacao de uma célula epitelial em uma célula mesenquimal é um

complexo de estagios. O processo requer alteragbes na arquitetura,
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reprogramacao celular e profunda reprogramacao molecular com novas instrucoes
bioquimicas. Comeca com a dissociacao de junc¢des intercelulares, como Caderina-
E, claudinas, ocludinas, occludens-1, desmoplaquina, e com a perda de
microvilosidades e polaridade apical-basal. Entdo, as células adotam uma
polaridade reversa como resultado da reorganizacdo do citoesqueleto, adquirirem
expressao de alfa-SMA e aumentam a capacidade migratoria.

A morfologia do peritbnio normal é simples, com uma uUnica camada de
células mesoteliais que cobre uma regido submesotelial composto de tecido
conjuntivo com poucos fibroblastos e alguns vasos. No peritbnio, miofibroblastos
normais ndo estao presentes, enquanto fibroblastos residentes mostram intensa
expressao de CD34, um antigeno que € caracteristico das células-tronco da
medula 6ssea. Fibroblastos peritoneais ndo expressam marcadores de fibrocitos, o
gue sugere que sdo simplesmente células residuais do mesénquima embrionario
gue permaneceram no tecido peritoneal apos organogénese. Em pacientes com
fibrose peritoneal, ha muitas anormalidades estruturais da membrana peritoneal,
incluindo perda de células mesoteliais monocamada, aumento do numero de
fibroblastos e fibrose submesotelial.

Os miofibroblastos podem se originar de fibroblastos residentes ativados, a
partir de células (fibrécitos circulantes) e de células mesoteliais através de uma
transicao epitelial para mesenquimal (EMT). Miofibroblastos peritoneais expressam
VEGF, matriz extracelular (ECM) e ciclooxigenase-2 (COX-2), o que indica que
essas células estdo envolvidas em alteragcdes estruturais peritoneais que séo
induzidas por DP. A capacidade de degradar a membrana basal e invadir o
estroma fibrotico depende da regulacdo positiva da expressao de
metaloproteinases da matriz (MMP). Outros marcadores moleculares envolvidos na
transformacdo mesenquimal incluem regulacdo citoqueratinas descendentes, e
regulacdo vimentina ascendente, N-caderina e o fator de transcricdo, e aumento da
producédo de componentes da matriz extracelular.

Ditsawanon e Aramwit (2015) propuseram um esquema para mostrar o

processo fisiopatoldgico da PE, expresso na Figura 6.
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Figura 6 — Processo fisiopatoldgico da PE
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Fonte: Adaptado de Ditsawanon e Aramwit (2015).

Como o0s mecanismos envolvidos na PE ndo estdo completamente
elucidados, a busca por melhor entendimento fisiopatoldgico continua. Ossorio et al.
(2018) publicaram um artigo sobre a quimiocina humana CCL18, que esté envolvida
em distarbios fibréticos progressivos. Ela esta presente no efluente de pacientes
tratado com DP, e niveis elevados sdo capazes de predizer o desenvolvimento de
fibrose; pacientes com DP com baixos niveis sustentados de CCL18 peritoneal tém
menor risco de desenvolver disfuncdo da membrana peritoneal. Verificou-se que as
concentragbes peritoneais de CCL18 aumentam durante o curso da peritonite
bacteriana infecciosa em paralelo com o aumento da infiltracdo de macrofagos. Os
niveis da CCL18 no efluente também foram elevados na peritonite eosinofilica, e os
eosinofilos expressam CCL18.

Recentemente, foi evidenciada a participacao da IL-17, que € produzida por
células imunes infiltradas no peritbnio lesado. A mesma pode contribuir para
alteracdes adicionais, incluindo angiogénese, diferenciagcdo celular e fibrose.
(MARCHANT et al., 2020).
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2.2.4 Modelos Experimentais

Os estudos experimentais sobre fibrose peritoneal, conforme veremos
abaixo, séo feitos usando-se diversas substancias para induzir o surgimento da
fibrose e para modificar a sua evolugéo, incluindo modificagcdo da composi¢do das
solugbes usadas, ou utilizando alguma substancia que possa diminuir a fibrose.

Ishii et al. (2001) desenvolveram um modelo de estudo em camundongos,
usando injecdo intraperitoneal de gluconato de clorexidina 0,1% e etanol 15%
dissolvidos em solucéo salina, na dose de 0,3 ml diariamente, usando solucéo salina
tamponada no grupo controle. Os animais foram acompanhados por até 56 dias.
Todos os animais do grupo que usou clorexidina e alcool desenvolveram esclerose
peritoneal encapsulante. Este estudo validou para camundongos um modelo
desenvolvido por Suga et al. (1995), que estudaram PE em ratos, incluindo uso de
pirfenidona, com o objetivo de prevenir fibrose. Todos estes estudos usaram injecao
intraperitoneal diaria, apos punc¢do da parede feita com agulha, evitando-se o0 uso de
cateter implantado no peritbnio, o qual, por si s6, pode induzir a reacdo inflamatoria,
conforme demonstrado por Flessner et al. (2007).

Baroni et al. (2012) utilizaram o modelo de infusdo de solucdo de dialise
através da puncéo diaria do peritdnio, com o objetivo de avaliar a influéncia da SV
na fibrose induzida por solucdo de DP. Utilizando o mesmo modelo, Schuinski et al.
(2013) estudaram a influéncia do captopril na fibrose induzida por solucdo de DP.

Yenicerioglu et al. (2010) estudaram o efeito da atorvastatina em ratos
Wistar albinos ndo urémicos. Foram randomizados em trés grupos: sham (solugéo
salina intraperitoneal), solucédo de dialise peritoneal (DP) a 3,86%) e tratamento (TT)
(solucdo DP 3,86%, mais atorvastatina adicionada a dgua potavel na dose de 80
mg/mL). Teve como principais achados uma inflamagdo mais intensa, fibrose e
proliferacdo vascular grupo DP do que no grupo sham e que pareceu diminuir
significativamente quando a atorvastatina foi usada em conjunto com a DP. Além
disso, o peritbnio foi significativamente mais espesso no grupo DP quando
comparado aos grupos sham e TT. A atividade do dialisato da glutationa redutase e
TGF-B foi significativamente menor no grupo TT do que no grupo DP, enquanto o
nivel de IL-6 no dialisado foi maior no grupo TT. No entanto, conforme anotado pelos

proprios autores, este estudo tem como limitac6es falta de quantificacdo do farmaco
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ingerida por cada rato e uso de farmaco em maior dose em comparacao a pratica
clinica.

O uso do modelo de injecdo diaria de solucdo tem a vantagem de evitar que
o material implantado exerca influéncia no processo inflamatério. O uso de solucdo
de DP aproxima o modelo animal ao que ocorre na DP em humanos. Pawlaczyk et
al. (2015) publicaram uma revisdo dos diversos modelos de estudo, incluindo os
modelos de puncéo diaria e o uso de cateteres implantados. O modelo agudo de
dialise peritoneal foi realizado inicialmente em coelhos e posteriormente em ratos.
Nestes animais, a cavidade abdominal é perfurada e a solu¢cdo de DP é infundida
por via intraperitoneal. Os autores acreditam que, apesar de sua simplicidade
técnica, experimentos de DP aguda fornecem vasta informacao sobre a funcdo do
peritdbnio como a membrana de dialise.

Para estudar o efeito da SV na acdo de transicdo epitélio mesenquimal,
Chang et al. (2014) realizaram um estudo composto de duas partes: in vitro, com
células mesoteliais peritoneais humanas (HPMCs) que foram expostas a glicose 5,6
mM (NG) ou glicose 100 mM (HG) com ou sem SV (1 mM); e in vivo, em ratos
Sprague-Dawley a solucédo de DP a 4,25% ou SSI por 4 semanas. Os animais foram
tratados com 5mg/kg/dia de SV por via intraperitoneal. A expressao da proteina E-
caderina foi significativamente menor, enquanto a expressao proteica de caracol, a-
SMA e fibronectina foi significativamente maior em HPMCs estimuladas por HG em
comparacao com NG.

A administracdo de farmacos em experimentos com animais pode ser feita
de varias formas. O uso de via oral, com diluicdo do SV em &agua de beber, é o
método que oferece menos risco e menor desconforto aos animais. No entanto, é
dificil, neste modelo, precisar a quantidade de SV ingerido. A gavagem oferece a
vantagem neste aspecto. Trata-se de meio consagrado, no entanto sujeito a riscos.
Além das complica¢gBes oriundas por erro no procedimento, como trauma mecanico,
intubacdo de traqueia, outros riscos ocorrem, como refluxo gastresofagico e
aspiracdo, lesdo de nasofaringe e nasal posterior, com risco de morte
(EICHENBAUM et al., 2011; DAMSCH et al., 2011).
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2.3 NANOTECNOLOGIA

Nanotecnologia é o estudo de manipulagdo da matéria em escala atbmica e
molecular e inclui o desenvolvimento de materiais que esta associada a diversas
areas como a medicina, eletrdnica, ciéncia da computacao, fisica, quimica, biologia e
engenharia dos materiais entre outras. A atuacdo nessas areas tem como principio
bésico a construcdo de estruturas e novos materiais a partir dos &tomos onde o
objetivo principal ndo é chegar a um controle individual dos atomos, mas elaborar
estruturas estaveis com eles. No entanto, a definicdo nanotecnoldgica mais simples
é dada matematicamente sendo, para isso, considerado um nandmetro (nm)
correspondente a um metro dividido por um bilhdo (1 nm=10-°m) (BRASIL, 2020).

Na medicina, a nanotecnologia € uma ferramenta para alavancar os avancos
em multiplos campos, nos quais a mesma pode ter aplicacdo. Entre as diversas
aplicacdes da nanotecnologia podemos destacatr:

1. A utilizacdo de técnicas de diagndstico usando a radiomarcacédo para
aplicacdes no diagndstico por imagem;

2. Emprego de nanoparticulas magnéticas como agentes de contraste em
imagens de ressonancia magnética e na terapéutica do cancer por
hipertermia magnética;

3. O uso de nanomateriais ouro para fototermia;

4. Utilizacdo de nanotubos de carbono e grafeno em biossensores.

Em nanotecnologia, qualguer que seja qual for o material, para o seu
desenvolvimento e posterior utilizacdo, as caracteristicas do mesmo, como
estabilidade, dispersédo de tamanho, morfologia, carga superficial e toxicidade devem
ser bem definidas (CANCINO, 2014).

Para a industria farmacéutica a nanotecnologia se tornou uma ferramenta
fundamental, pois um dos maiores desafios é desenvolver farmacos com o maximo
de seu efeito terapéutico e com reducao de seus efeitos adversos (KINGSLEY et al.,
2006), pois aproximadamente 40% das substancias descobertas sdo deixadas de
lado, principalmente por apresentarem baixa solubilidade e biodisponibilidade
(VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). Com o uso da nanotecnologia € possivel o
desenvolvimento de farmacos mais seguros e eficazes, com maior
biocompatibilidade e aproveitamento de todo seu potencial de acdo (FIGUEIRAS;
COIMBRA; VEIGA, 2012).
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As nanoparticulas sdo uma das mais importantes tecnologias dentre o0s
sistemas de liberacdo de farmacos, uma vez que possuem estabilidade coloidal,
atravessam batrreiras fisioldgicas, tém a capacidade de se ligar a sitios especificos e
séo de facil producdo (LANDFESTER; MUSYANOVYCH; MAILANDER, 2010).

Uma diversidade de tipos de nanocarreadores estdo relatados na literatura e
possuem diferentes aplicacfes, como as nanocapsulas, que sdo compostas por um
envoltorio polimérico que estéa organizado em torno de um nucleo oleoso, onde o0 SV
pode estar tanto disperso nesse ndcleo como adsorvido na camada polimérica
(KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Nanoparticulas que sao formadas por polimeros sintéticos sao
transportadores apropriados para diversos farmacos, estas particulas conferem alta
estabilidade ao principio ativo, também proporcionam uma maior taxa de absorc¢ao,
reduzindo a irritacdo, o que é interessante a uma grande gama de ativos
(MIHRANYAN; FERRAZ; STR@MME, 2012). Apesar disso, conforme Kumari, Yadav
e Yadav (2010), as nanoparticulas apresentam um empecilho a sua utilizacao, pois
muitas vezes elas sdo rapidamente removidas do organismo pelo sistema fagocitario
mononuclear. Devido a isso, estratégias de modificacdo de superficie estdo sendo
estudadas, para que estas particulas ndo sejam identificadas e possam permanecer
no organismo por mais tempo, possibilitando uma maior duracdo da sua acéao.

Um marco significativo no uso da nanotecnologia em farmécia ocorreu a
partir do trabalho de Fessi, que desenvolveu nanocapsulas poliméricas, utilizando o
meétodo de deposicao interfacial do polimero pré-formado (FESSI, 1989). Com esta
técnica se obtém nanocapsulas, que sdo compostas por um nucleo cercado por
membrana impermeavel a agua cercado por polimero.

A obtencdo de nanocapsulas por esta técnica € relativamente simples,
exigindo uso de equipamentos de baixa tecnologia e de custo acessivel. O método
descrito por Fessi consiste basicamente no seguinte:

1. Criagdo de uma fase organica onde se encontram o SV a ser
encapsulado, o polimero e dois emulsificantes, como ésteres de &cidos
graxos e triglicerideos de cadeia média, e um solvente organico, como
acetona;

2. Criacdo de uma fase aquosa: com um surfactante e tendo agua como

solvente.
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ApoOs o preparo das solucbes, a fase organica é instilada sobre a fase
aguosa, a qual € mantida aquecida e sob agitacdo. As nanocapsulas se formam e a
solucdo apOs preparada é submetida a rotoevaporacdo, para retirar o solvente
organico e o excesso d'‘agua. A representacdo esquematica do processo e da

nanocapsulas obtidas sdo mostradas nas Figuras 7 e 8.

Figura 7 — Representagdo esquemética do método de obtencao de nanocapsulas.
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Figura 8 — Representagdo esquematica das nanocapsulas
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Como é facilmente perceptivel, a tecnologia é simples e de baixo custo,
embora o procedimento seja relativamente lento e trabalhoso. A formacdo das
nanocapsulas neste modelo, acontece de modo espontaneo, com baixa energia
envolvida, sendo a explicacdo para a formacdo das nanoparticulas a ocorréncia do

fenbmeno de Marangoni, conforme exposto por Fessi. Resumidamente o que ocorre é
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explicado em termos de turbuléncia interfacial ou agitacdo espontanea da interface
entre duas fases liquidas desequilibradas, envolvendo fluxo, processos de difuséo e
superficie. A solucdo passa a ser governada pelo fendbmeno de Marangoni, em que o
movimento em uma interface é causado por variacdes longitudinais da tensao
interfacial. Existe transferéncia de soluto para fora da fase de maior viscosidade,
gradientes de concentracao elevados perto da interface e tenséo interfacial sensivel a
concentracdo do soluto. A difusdo rapida da acetona da fase organica para a fase
aquosa levou a formacédo de nanogoticulas de 6leo, sendo o resultado da diminuigéo
da tenséao interfacial e migracdo do polimero insolavel para a interface 6leo/agua,

onde é depositado, formando a membrana da nanocapsula.

2.4 ESTATINAS

As estatinas sdo farmacos inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima que catalisa a etapa inicial e limitante da
velocidade da biossintese do colesterol. Elas foram isoladas de um fungo, Penicillium
citrinum, em 1976, por Endo et al. A primeira estatina aprovada para uso em humanos
foi a lovastatina, que foi isolada do Aspergillus terreus. A SV é um derivado
guimicamente modificado da lovastatina. O mecanismo de acdo das estatinas como
hipolipemiante se deve ao fato de possuirem uma porcdo semelhante ao acido
mevalbnico, e assim reduzem a formacdo de mevolanato, ao inibirem uma etapa
inicial e limitante da biossintese do colesterol (MAHLEY, 2006).

A SV (SV) (Figura 9) € um metabdlico fangico e contém um anel
hexaidronaftaleno e duas cadeias laterais, sendo um éster dimetilbutirato, e a outra
contém um hidroxiacido, que forma um analogo de seis membros do composto
intermediario na reagdo da HMG-CoA redutase. E um inibidor competitivo reversivel
do substrato natural da HMG-CoA redutase. Ela é pré-farmaco de lactona, que é
modificado no figado (MAHLEY, 2006). Apresenta-se como um po6 branco, cristalino e
nao higroscopico com log P = 4.4 e temperatura de transicdo de vidro de 25°C. Sua
Massa Molar ¢ de 418.56g/mol. E praticamente insoltvel em agua (30 pg/mL) e 0,1 M
HCI (60 pg/mL) (MURTAZA, 2012).
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Figura 9 — Estrutura da SV
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Fonte: Murtaza (2012).

Normalmente, acredita-se que os compostos com solubilidade aquosa muito
baixa exibirdo absor¢do controlada por dissolugéo e, portanto, apresentardo absorcéo,
distribuicdo e chegada ao 0rgdo alvo reduzidas. A meia-vida biolégica e
biodisponibilidade da SV sédo 3 h e 5%, indicando metabolismo extenso de primeira
passagem no figado, respectivamente. E bem absorvido a partir do trato
gastrointestinal, portanto, é vital aumentar a sua solubilidade em solucdo aquosa, a
taxa de dissolucdo e biodisponibilidade a partir de suas formulacdes sélidas orais.
Vérios procedimentos podem ser bem-sucedidos para melhorar a solubilidade da SV
por sua melhoria da biodisponibilidade: inclusao de formacédo de complexos, dispersdo
sélida, solubilizacéo por surfactantes e técnicas de reducéo de particulas (MURTAZA,
2012). E um SV que oferece boa seguranca. Foram notificados alguns casos de sobre
dosagem; a dose maxima tomada foi de 3,6 g. Todos os doentes recuperaram sem
sequelas (INFOMED, 2020).

O uso de estatinas na prevencao de risco cardiovascular € bem estabelecido.
A sua prescricdo depende da analise do risco cardiovascular de cada paciente. Nos
pacientes com elevado risco, ou seja, quando a chance de evento em 10 anos for
maior que 20%, 0 uso de estatinas deve ser indicado, além das mudancas de estilo de
vida. Alguns fatores de risco adicionais favorecem o uso de estatinas, sendo eles:
histéria de pré-eclampsia, menopausa precoce, presenca de doenca reumatica,
infeccdo por virus HIV, forte historia familiar de doenca cardiovascular, ancestrais do

sul da Asia, niveis persistentemente elevados de triglicerideos, niveis elevados de
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Proteina C Reativa, ou de lipoproteina ou apo lipoproteina B, e DRC (MICHOS et al.,
2019).

Além da acgéo hipolipemiante, foram descritas ac¢fes pleiotropicas das
estatinas. Elas diminuem a expressdo do fator tecidual, reduzem a ativacdo da
protrombina, bem como a geracdo de fator Va, que é a forma ativada do fator V, o
qual € um cofator essencial para a ativacdo da protrombina. Aumentam o ritmo de
inativacdo do fator Va e induzem ativadores de plasminogénio tissue-type (t-PA),
reduzindo, assim, a coagulacdo e favorecendo o processo fibrinolitico. Estas acdes
podem contribuir para a reducdo de eventos cardiovasculares nos pacientes em uso
de estatinas. As estatinas, ao inibirem a sintese de mevolanato, também inibem a
sintese de isoprenodides, como farnesil-pirofosfato (FPP) e geranil-pirofosfato (GPP). A
adicdo de farnesil ou geranilgeranil aos residuos de cisteina das proteinas, chamada
prenilacdo, leva a formacdo de proteinas isopreniladas ou geranilgeranilpreniladas
(BIASUCCI; BIASILLO; STEFANELLI, 2010).

Muitos dos efeitos anti-inflamatoérios das estatinas dependem da inibicdo da
prenilacdo de proteinas especificas, como as Rho e Ras, que agem via fator nuclear —
kB (NF-kB), o qual é envolvido nos processos: inflamatério, de proliferagcdo e de
apoptose, e é implicado na aterogénese. Além disso, a via Rho- Rho quinase € um
regulador negativo da sintetase endotelial do 6xido nitrico (eNOS). Nos quadros
inflamatérios, existe consequente reducédo da disponibilidade de 6xido nitrico. Assim, o
tratamento com estatina resulta no aumento da atividade da eNOS, pela reducao da
prenilacdo da Rho. As estatinas também reduzem a concentracdo da calveolina-1,
gue € o parceiro inibidor da calmodulina e aumenta a afinidade da ligacdo da eNOS
pela calmodulina. Regulacdo negativa da via NF-kB também leva um aumento na
atividade da eNOS. Baseado em revisdo de literatura, foi proposto um esquema para
explicar a acdo anti-inflamatéria das estatinas, conforme Figura 10 (BIASUCCI,
BIASILLO; STEFANELLI, 2010).



47

Figura 10 — Mecanismo anti-inflamatério das estatinas
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Desde entdo, os estudos sobre efeitos anti-inflamatérios da SV prosseguem,
com o objetivo de melhor entender a acdo da mesma na inflamacao.

Basraon et al. (2015) estudaram o efeito da SV na membrana fetal humana
exposta a lipopolissacaridios (LPS). As membranas foram expostas ao LPS e foram
alocadas em grupo controle, que nao recebeu SV, e grupos que receberam o SV na
dose 125mg/mL antes da exposicdo ao LPS, pds exposicdo ao LPS, ou
simultaneamente. As amostras foram mantidas incubadas por 24 horas. Foram
mensurados por ELISA as seguintes citocinas: IL-1b, IL-6, IL-10, e TNF-q; receptores
sIL-1R2, sIL-6R, sTNFR1 e R2; Matriz Metaloproteinases (MMP) (1, 2, 7, 9, e 10);
inibidor tecidual da metaloproteinase-2 (TIMP-2). O grupo que recebeu pré tratamento
com SV teve reducéo IL-6, TNF-a, e MMP-9. O grupo que usou SV pos teve reducao de
IL-1b e TNF-a, o grupo que fez uso simultaneo nao teve qualquer redugéo. O uso de SV
Nos grupos pré e pos tratamento reduziu a relagdo TNF-a/sTNFR1 ou R2 e IL-1b/sIL-
1R2. O grupo pré ainda teve uma reducdo na relacdo MMP-9/TIMP-2. Os autores
concluiram que o uso de SV reduz a resposta fetal inflamatoria.

O efeito da SV em células endoteliais humanas do corddao umbilical foi
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estudado por Hot et al. (2013) tratadas com IL-17 isoladamente, ou combinadas com
TNF-a, com ou sem adicao de mevolanato. O experimento mostrou que a SV reduziu a
producdo de IL-6, IL-8, RANTES mRNA, CX3CL-1 e CCL20, induzidos por IL-17, e
restaurou o nivel de IL-33 reduzido pela IL-17. Reduziu, ainda, a agregacao plaquetéria
ao normal, bem como aumentou a expressdao de CD39 e trombomodulina, que foram
reduzidas pela IL-17 combinada ao TNF-a. Todos os efeitos foram revertidos pela
adicdo de mevolanato.

Yang et al. (2016) realizaram estudo em macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal de ratos, comparando grupo que usou SV (10mol/L) com grupo sem uso de
SV, divididos em um subgrupo que usou troglitazona (50mol/L) e um que nao usou. Foi
mensurado o contetdo de colesterol e de LDL oxidada (oxLDL) nos macrofagos, e
mensurados o conteudo de IL-6 e TNF-a nos macréfagos, bem como a expressao de
MRNA de IL-6 e TNF-a. Foi demostrado que os macrofagos expostos a ox-LDL tiveram
aumento do conteudo de colesterol e se tornaram células espumosas, efeito este
significativamente atenuado pelo uso da SV. No entanto, no grupo que usou
troglitazona este efeito foi parcialmente revertido.

Kim et al. (2017), num estudo in vitro, mostraram que a presenca de SV reduz a
expressao de IL-6 e IL-8, bem como reduz expressdo de espécies reativas de oxigénio
em células isoladas de intestino estimuladas por TNF-a. O mesmo grupo, usando
modelo de ulceracgdo intestinal in vivo, com uso de les&o induzida por anti-inflamatorios,
demostrou que o uso de SV reduziu expressao de espécies reativas de oxigénio, bem
como a quantidade de ulceracdes intestinais.

Jang e colaboradores (2018) realizaram um experimento em ratos, em modelo
de cirrose hepatica, usando células mesenquimais de medula 0ssea, com uso
associado ou ndo com SV na dose de 10mg/kg/dia. A cirrose foi induzida com uso de
tiocinamida. Foi demonstrado que o0 uso associado de ambas teve forte efeito protetivo.

Estudo em ratos, submetidos a dieta aterogénica, mostrou que a SV, usada na
dose de 10mg/kg/dia, administrada intraperitoneal, reduziu calcificacéo na aorta, reduziu
expressao de TNF-a, a translocagdo de NF-kB induzida pelo TNF-a, bem como
expressao do receptor TNFR-1 (LIN et al., 2015).

Acikgoz et al. (2013) realizaram experimento em ratos para avaliar a agéo da
eritropoietina (EPO) comparado a SV, em modelo de fibrose renal induzida por ligadura
ureteral. Um grupo recebeu EPO 1000 U/kg intraperitoneal todos os dias, e outro grupo

recebeu SV 2 mg/kg por gavagem duas vezes por dia, o controle do grupo usou
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carboximetilcelulose 1 mL/kg por gavagem duas vezes ao dia. O material foi colhido
para analise no 14° dia do experimento. Foi realizada imuno-histoquimica e avalicdo da
fibrose por método por extensdo de coloragdo de fibronectina e tricromico de Masson. A
Expressdo de TNF-B foi significativamente menor no Grupo EPO e SV do que no
controle, enquanto que nao foi encontrada diferenca significativa entre o Grupo SV e
Grupo EPO. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nas expressées NF-kB e
fator basico de crescimento do fibroblasto (bFGF), quer entre grupo SV e controle ou
entre SV e EPO. Entretanto, as expressdes NF-kB e bFGF foram significativamente
menores no grupo EPO do que no SV. A fibrose foi significativamente menor nos
grupos SV e EPO que no controle, sem semelhante quando comparada entre os grupos
SV e EPO. O estudo concluiu que EPO e SV diminuiram a fibrose em ratos com
obstrugéo ureteral. Reduziram a Transi¢cao epitelial para mesenquimal (EMT) inibindo
eficazmente a expressdo de TGF-f e também reduziram significativamente as
expressdes de NF-kB e bFGF. O TGF-3 é o regulador principal para induzir EMT e
também regula fator de crescimento derivado de plaquetas B (PDGF-B) e bFGF, que
s&o outros importantes fatores de crescimento na indugédo EMT.

Chu et al. (2018), tendo em consideracdo que interacdes celulares entre células
endoteliais (CE) e células musculares lisas vasculares (VSMC) / macréfagos parecem
ser muito alterados em condi¢8es inflamatorias, realizaram um estudo com o objetivo de
investigar os efeitos da SV nas funcdes VSMC / macréfago, que séo induzidas por EC
ativada por TNF-a no sistema de cultura in vitro. Foram isoladas CE da aorta de ratos
Sprague Dawley. As CE foram pré-tratadas com ou sem SV (2 mM) por 30 minutos,
seguidos de estimulacdo com TNF-a (10 ng/mL). O experimento mostrou que a SV
reduziu a proliferacdo celular, apoptose, e reduziu a expressao de IL-6 e VEGF.

Podemos dizer que a SV exerce suas acdes anti-inflamatérias através de
variados mecanismos, nao totalmente esclarecidos, e que o uso da SV pode ser util em
multiplas doengas além da aterosclerose.

Estudos em humanos também procuram estudar as acdes da SV na
inflamacéo. A circulacao extracorporea (CEC) é usada na maioria dos casos de coracéo
aberto. Entretanto, a CEC inevitavelmente causa inflamacdo sistémica e lesdo de
isquemia-reperfuséo, que pode afetar negativamente a fungdo cardiaca pos-operatéria
e 0 prognostico a longo prazo do paciente. Hua et al. (2017) realizaram estudo em 130
pacientes com valvulopatia submetidos a cirurgia com CEC. Um grupo recebeu SV

20mg e outro recebeu placebo. As medidas incluiram indices inflamatérios TNF-a, IL-6,
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L-8no pré e pds-operatorio, e indices de comprometimento do musculo cardiaco,
troponina cardiaca sérica Isoenzima da banda miocardica T (cTnT) e creatina quinase
(CK-MB) 6, 12, 24 e 72 H no pré e pds-operatorio. O estudo mostrou que a SV melhora
significativamente a mecéanica perioperatoria, a ventilacdo e funcdo cardiaca. A SV
reduz significativamente os niveis de indicadores de leséo (CK-MB e ¢TnT), bem como
reduziu de modo significativo os niveis de IL-6, IL-8 e TNF-a (HUA et al., 2017).

2.4.1 SV e Nanotecnologia

Conforme ja relatado, SV tem baixa biodisponibilidade, assim sendo, se busca
melhorar a sua acao através da nanotecnologia (MURTAZA, 2012).

Nesta revisdo, sdo relatadas varias maneiras de se obter melhora na
biodisponibilidade da SV. Murtaza (2012) apresentou uma revisdo dos métodos usados
para melhorar a biodisponibilidade da SV, que estdo descritos a seqguir.

1. Técnicas de formacdo de complexos de inclusdo: € uma das técnicas mais
precisamente empregadas para a aumento da biodisponibilidade com poucos
farmacos sollveis. Os complexos de inclusdo sdo preparados por adicdo da(s)
molécula(s) ndo polares (substancia hodspede) em outra(s) molécula(s)
(hospedeiro). As ciclodextrinas sdo o0s oligossacarideos ciclicos e sao
frequentemente empregados como moléculas hospedeiras. Varshosaz et al. (2011)
apresentaram um estudo para aumentar a taxa de dissolucdo de SV usando
método de cristalizacéo induzida por anti-solvente. Neste método, uma solucédo SV
preparada em ebulicdo foi adicionado diclorometano a agua fria (5°C), o néo-
solvente. Apds a sedimentagdo, colmatar o solvente (acetato de isopropil) foi
colocado. Finalmente, os cristais foram reunidos e secos por 12 horas a 50 ° C em
um forno. Nenhuma alteracdo no medicamento apds o processo de cristalizacao foi
observada como evidente no FTIR (Fourier transformar espectroscopia de
infravermelho) e DSC (diferencial calorimetria de varredura). O XRPD (p0s analise
por difratometria de raios-X) exibiu menor reducdo na altura dos picos
caracteristicos. O tamanho de particula de agregados esféricos foi de cerca de 37
microns. A eficiéncia de dissolucdo de SV até 60 min aumentado para cerca de 2
vezes em solucdo tampdo fosfato com dodecilsulfato de sédio a 0,5% (pH 7)
usando o método da pa rotativa. Os cristais obtidos exibiram melhor solubilidade do

que o do pdé ndo tratado, provavelmente por razées de mudanca para a forma



51

amorfa. Sua taxa de dissolucéo aos 60 minutos ainda era 4 vezes de po nao tratado
guando armazenado por 30 dias a 25 °C e 84% de umidade relativa.

Disperséo sélida: € uma montagem de produtos sélidos consistindo em ndo menos
que dois constituintes diferentes, normalmente um meio hidrofilico e um farmaco
hidrofobico. Os mais usados transportadores hidrofilicos para dispersdes solidas
incluem polivinilpirrolidona (PVP), polietileno glicéis (PEG) e Plasdone-S630
(PS630). Surfactantes como Tween-80®, docusato de sédio, myrj-52, plurénico-F68
e lauril sulfato de sédio também sdo comumente inseridos na dispersdo solida.
Zhang et al. (2010) desenvolveram células mesocelulares esféricas espuma (MCF)
carregada com SV através de um procedimento envolvendo uma combinacdo de
equilibrio de adsorcdo e evaporacao do solvente, destinado a ser administrado por
via oral, capaz de aumentar a taxa de dissolugdo e melhorar a aptiddo para
carregar farmacos. MCF esférico tendo um sistema de poros 3-D incessante foi
produzido usando um surfactante (polimero tribloco Pluronio® 123) e um co-
surfactante (brometo de cetiltrimetilamonio). Com base na taxa de liberacdo do
medicamento e no medicamento eficiéncia de carregamento, o MCF esférico e
fioras SBA-15 foram comparados. A avaliacdo fisico-quimica revelou a
incorporacdo bem-sucedida de SV no MCF. Os resultados indicaram que o MCF
possui uma alta eficiéncia de carregamento de medicamentos até 37,5%, e superior
ao do SBA-15 fibroso, com um diametro de poro de 6,5 nm. Silva et al. (2010)
prepararam as dispersfes soélidas de SV com polietileno glicol (PEG 4000) usando
diferentes razdes SV:transportador pelo método de fusédo. Misturas fisicas (MP) nas
mesmas proporgdes também foram preparadas para comparacdo. Os produtos
foram investigados por XRPD, DSC e espectroscopia de infravermelho e estudos
de solubilidade. Amostras de dispersdes solidas foram avaliadas por cromatografia
liuida de alta eficiéncia (HPLC), para avaliar a estabilidade. Os resultados
demonstraram a presenca de SV e PEG cristalina. Uma possivel diminuicdo do
tamanho dos cristalitos também foi observada. Os termogramas e cromatogramas
obtidos ndo mostraram incompatibilidade entre componentes de dispersbes solidas
e misturas fisicas. Um 6timo efeito na solubilidade e na taxa de liberacdo de SV foi
encontrado nas dispersdes solidas SV com PEG 4000 em todas as porcentagens.
Dispersdes solidas de SV com PEG causaram um aumento significativo da
solubilidade do medicamento com quase 100% de aumento. O aprimoramento da

liberacdo de medicamentos nas dispersfes soélidas podem ser o resultado da
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reducdo no tamanho de cristalito, bem como na tensdo superficial, diminuindo a
influéncia do polimero, causando um aprimoramento em molhabilidade e
dispersibilidade de SV.

Solubilizagdo por tensoativo: tensoativos sdo moléculas com caracteristicas partes
polares e nao polares. Um grande numero de surfactantes contém uma parte de
hidrocarboneto ligada a um grupo. O grupo polar pode ser aniénico, catiénico,
zwitteribnico ou nado idbnico. Quando pequenas moléculas polares sdo inseridas,
podem provocar em uma diminuicdo da tensdo superficial e aumentar na
solubilidade do SV dentro de um solvente organico. Margulis-Goshen e Magdassi
avaliaram um método para a preparacdo de nanoparticulas de SV por evaporacao
do solvente de formacdo espontanea em microemulsées de 6leo em agua. Neste
estudo, a congelacao técnica foi aplicada para converter microemulsées contendo
um solvente volatil ¢ nanoparticulas na forma de flocos secos. A eficiéncia de
encapsulacdo de SV em nanoparticulas foi avaliada pela dispersdo dos flocos em
agua seguido de filtragao atraves de filtro de tamanho de poro de 0,1 um. O filtrado
foi utilizado para avaliar a concentracao de SV. Os resultados indicaram que> 95%
do SV estava presente em particulas amorfas (tamanho <100 nm) apés liofilizacdo.
Os estudos de dissolucdo mostraram um aumento notavel na taxa de dissolucao
dos comprimidos contendo flocos de nanoparticulas SV, em comparacdo com 0s
comprimidos convencionais. A difracdo de raios-X mostrou que o material era
originalmente amorfo, mas um lento processo de cristalizacdo ocorreu quando a
formulacéo foi armazenada em temperatura ambiente.

Diminuicdo no tamanho das particulas, resultando no aumento da solubilidade do
medicamento. A reducdo de tamanho envolve procedimentos de moagem bem
estabelecidos, tipico na preparacdo da formulacéo e pode ser realizado geralmente
por micronizacdo e nanosuspensdo. As vezes, técnicas de cristalizacdo também
podem ser usadas para reducdo do tamanho de particula.

Reducdo do tamanho das particulas: também pode ser alcancada por
nanosuspensao. O particulado aumenta a area com a diminuicdo das particulas,
resultando no aumento da solubilidade. A nanosuspensdo também pode ser
alcancada por precipitacdo. No método de precipitacdo, o SV é dissolvido em um
solvente, e a solucéo resultante € depois adicionada ao nao solvente para precipitar
os cristais. E uma técnica simples e econémica. As nanoparticulas exibem uma

propor¢do superficie-volume maior que o material a granel, e, assim, a dose e



53

frequéncia de administracdo pode diminuir, 0 que aumenta a adesao do paciente.
Patil et al. (2011) prepararam SV e Eudragit® L100 dissolvidos em metanol em
concentracdo definida, seguido pela filtracdo da solucédo obtida através de uma
membrana com tamanho de poro de 0,45 um para a remocgdo de possiveis
contaminacdes por particulas. Em seguida, a técnica de nanoprecipitacao
controlada foi empregada para preparar nanoparticulas de SV envolvendo a adi¢cao
de 5 mL de solugdo SV na mistura previamente preparada de agua destilada e
poloxamero com agitacdo mecéanica continua, seguida pela precipitacdo imediata. A
taxa de agitacdo e a concentracdo do polimero foram variadas para observar seu
efeito nas propriedades dos produtos. As nanoparticulas obtidas foram filtradas e
secas usando rotoevaporador sob vacuo a 50°C por 3 + 4 h.

Mas os métodos para aumentar a biodisponibilidade da SV ndo se resumem
aos acima referidos, de modo que muitas tentativas, usando métodos variados, foram
desenvolvidas. Com este objetivo, Gambhire, Bhalekarb e Shrivastava (2011),
desenvolveram nanoparticulas sélidas de SV (SLN), que foram preparadas por pré-
emulsdo, seguida pelo método de ultrassonicacdo. Resumidamente, fase lipidica
consistia em SV (0,5 g), Compritol® 888 ATO (2,4 g) e Span 60 (3,6%) mantidos a 70°C.
A fase aquosa foi preparada dissolvendo o poloxamero 188 (2%, p/v) em agua destilada
(suficiente para produzir 50 mL de preparacao) e aquecidos a mesma temperatura que
a fase oleosa. A fase aquosa quente foi adicionada a fase oleosa e a homogeneizagéo
foi realizada a 70°C, a 35.000 rpm por 3 min. A emulséo obtida foi ultrassonicada por 19
min para reduzir ainda mais o tamanho usando das particulas. O método resultou em
producdo consistente de nanoparticulas SLNs, com tamanho médio de 245 nm e % de
aprisionamento de 72,52%. O percentual cumulativo de liberacdo de SV em 48 h da
SLN foi significativamente retardado (37,08%) comparado ao da dispersédo de
medicamento puro (97,2%). Isto é devido ao aprisionamento de farmacos na matriz
lipidica do SLN. A biodisponibilidade relativa da SV e do hidroxiacido SV do SLN
aumentou em ~ 164% e ~ 207%, respectivamente, em comparacdo com a suspensao
de SV de referéncia. Assim, o estudo estabeleceu que a biodisponibilidade oral da SV
pode ser melhorada pela administragdo como SLN, presumivelmente apés a digestao
dos lipidios constituintes e a co-absor¢do pelo transporte linfatico (GAMBHIRE;
BHALEKARB; SHRIVASTAVA, 2011).

Também interessados em melhorar a biodisponibilidade oral da SV com o uso

de nanoparticulas, Zhang et al. (2010) criaram nanoparticulas lipidicas compostas de
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HS-15 ou Tween® 20 e &cido oleico. As nanoparticulas foram preparadas por
evaporacdo do solvente. Resumidamente, o surfactante, 6leo, lecitina e SV foram
dissolvidos em diclorometano e gotejados em agua destilada sob agitacdo, usando-se
as proporcdes SV:HS-15:M812:S-75 (5:28:14:20) ou SV:Tween® 20:0A:S-75
(5:40:20:20). A mistura foi emulsionada por sonicacdo, e o solvente organico foi
removido sob pressdo reduzida. Para aumentar a biodisponibilidade oral da SV, duas
formulacdes de nanoparticulas com diferentes componentes foram preparadas por
emulsificacéo e tecnologia de evaporacdo de solventes: formulacdo | eram constituidos
por SV: HS- 15: M812: S-75 (5: 28: 14: 20) para avaliar o efeito do HS-15 na melhora da
biodisponibilidade oral de SV; formulagdo Il composta de SV: Tween® 20: OA: S-75 (5:
40: 20: 20) para investigar o efeito de Tween® 20, porque ha relatos de que esta
formulagdo poderia inibir a atividade da enzima do sistema CYP3A. A analise da
morfologia das nanoparticulas por microscopia mostrou que elas eram particulas
nanomeétricas esféricas ou hemisféricas com tamanho de particula de 39,4 nm
(Formulacéo 1) e 78,1nm (Formulacao Il), resultado que estava de acordo com os dados
medidos por espalhamento de luz a laser com o didmetro médio de 48,9 nm
(Formulacao 1) e 68,3nm (Formulacéo Il). O potencial zeta das duas formulacdes estava
em torno de -30 mV, e a carga de farmacos foi de 7,46% (Formulacdo 1) e 5,88%
(Formulacao 1), com eficiéncia de encapsulamento 97,2 e 99,2%, respectivamente. Os
resultados indicaram que as propriedades fisico-quimicas, exceto o tamanho de
particula, ndo foram significativamente influenciadas pelos ingredientes das
formulacBes. Foi estudada a biodisponibilidade oral da SV apés sua incorporacdo nas
nanoparticulas lipidicas, que foi melhorada em 3,37 vezes para a Formulagéo I, e 2,55
vezes para Formulagéo Il em comparacao com o de SV livre em ratos. Concluiram que
as nanoparticulas podem ser um sistema de liberacdo promissor para melhorar a
biodisponibilidade oral da SV (ZHANG et al., 2010).

Shinde e More (2011) estudaram a formulagédo de nanoparticulas pelo método
de nanoprecipitacdo. Usaram &acido polilatico co-glicolico (PLGA) como polimero
lipofilico, SV e F-68 pleurbnico como surfactante estabilizador, e avaliado com
diferentes parametros: tamanho de particula, eficiéncia de encapsulagéo, liberacdo de
farmacos in vitro, estudo de transformada de Fourier, microscopia eletrbnica de
varredura, e estudo colorimétrico. As nanoparticulas de PLGA foram preparadas por
nanoprecipitacdo — método de deposicdo de solventes. A SV foi dissolvida em acetona.

O F68 foi dissolvido em 40 mL de agua. O PLGA foi solubilizado em acetona 20 ml e
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adicionada solucdo de SV em varias concentracdes. A fase organica foi vertida na
solucédo aquosa gota a gota, no estabilizador, contendo agua sob agitacdo a 3000 RPM
por 2 horas, formando, assim, uma suspensé&o coloidal. O solvente organico foi entao
evaporado usando um rotoevaporador. O resultante foi submetido a liofilizacéo. Eles
concluiram que a quantidade de estabilizador usado afeta as propriedades das
nanoparticulas. Se a concentracdo do estabilizador € muito baixa, a agregacdo do
polimero ocorrerd, porém, se houver muito estabilizador, a incorporacdo de
medicamentos pode ser reduzida como resultado da interacdo entre a farmaco e o
estabilizador. O efeito da concentracdo do polimero de aumentar a concentracao faz
com gue a emulsao tenha goticulas maiores, se a proporcédo SV: PLGA aumentou de 1:
1 para 1: 2, o tamanho das particulas aumentou significativamente e a encapsulacéo
também aumentou, mas depois, mais aumento da propor¢cdo farmaco: polimero
mostrou reducéo da eficiéncia de encapsulacdo de farmacos. Estudo de liberacédo de
farmacos in vitro das diversas formulacdes utilizadas mostraram uma liberacdo entre
74,46 a 89,65% em 24h, com uma cinética de primeira ordem. Concluiram que
nanoparticulas de PLGA podem ser eficazes para sustentar a liberacédo de farmacos.
Com o objetivo de avaliar se nanoparticulas (NP) de SV com tetraciclina (TC)
(SIM / TC — PLGA NP) aumentassem a quantidade de SV que atingia 0 0SSO,
exercendo, assim, um melhor efeito curativo na osteoporose, Wang et al. (2015)
desenvolveram um estudo um modelo animal. O PLGA é um polimero sintético
hidrofébico com boa biodegradabilidade e biocompatibilidade. Produz um subproduto
biocompativel que pode ser eliminado pelas vias metabdlicas normais e tem sido
amplamente utilizado em tratamentos clinicos. O TC — PLGA foi sintetizado por uma
reacdo de esterificacéo entre o hidroxil do TC e o carboxil do PLGA. As NP de PLGA
enxertados em TC (TC-PLGA NP) foram preparadas usando o método de emulsificacéo
de solventes. Obtiveram NP com os tamanhos aproximadamente 220 nm,
independentemente de terem ou ndo SV. O enxerto de TC nao teve efeito significativo
no tamanho das particulas, e o indice de polidispersdo dessas particulas foi de
aproximadamente 0,3. As NP em branco e carregadas com SV eram todas particulas
esféricas ou do tipo esférica e eram uniformes em tamanho e forma. A eficiéncia de
encapsulagdo com SV foi maior que 75%, e ndo houve alteracdes apds o enxerto de
TC. Os comportamentos de liberacdo de farmacos in vitro das NP carregadas com SV
mostraram 80% de liberacdo em 75 horas, ndo havendo diferenca pela presenca ou

nao da TC. Uma avaliagcdo celular in vitro indicou que as NP tinham uma excelente
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capacidade de captacédo celular e mostraram grande biocompatibilidade com as células
MC3T3-E1, reduzindo, assim, os efeitos citotéxicos da SV. O ensaio de mineralizacao
celular mostrou que NP carregados com SV induziam diferenciagdo osteogénica e
formacgéo de nddulos mineralizados nas células MC3T3-E1, atingindo o mesmo efeito
gue a SV. O uso de NP de TC-PLGA carregados com SV no tratamento da osteoporose
foi testado através de analises farmacodindmicas em animais, realizadas em ratas
ooforectomizadas, e os resultados sugeriram que as NP de TC-PLGA carregadas com
SV podem melhorar os efeitos curativos do SV na recuperacdo de minerais 0Sseos.
Concluiram que NP de direcionamento 6sseo, que foram baseados na conjugacao de
copolimeros de TC a PLGA, tém a capacidade de serem direcionadas ao 0sso, e que
NP podem ser desenvolvidos como um sistema de administragdo de medicamentos
hidrofobicos, que melhorem os efeitos curativos dos medicamentos, que reduzam as
doses administradas e reduzam os efeitos colaterais em outros 6rgaos.

Wang et al. (2014) criaram nanoparticulas catibnicas projetadas para a
liberacdo controlada de SV usando novo copolimero de bis poli (acido latico co-glicdlico)
— fenil-alanina polietilenoglicol) com aménio quaternario dietiltriamina (BPPD), usando
dietilamina quaternaria de amdnia, polietilenoglicol e PLGA. O método de precipitacédo
foi usado na fabricacdo das nanoparticulas. Resumidamente, BPPD e SV/BPPD foram
dissolvidos em dimetilformamida (DMF), agua destilada foi adicionada as solucdes
BPPD e SIM / BPPD para precipitar a nanoparticulas. O tamanho médio e potencial
zeta da SV / BPPD 2176 nm e +1,2 mV, respectivamente. A eficiéncia de
encapsulamento na SV / BPPD de 46,0 + 4,5%. A gquantidade cumulativa de SV
liberada foi de, aproximadamente, 60% nos primeiros 2 dias.

Fattahi et al. (2016) prepararam nanoparticulas de SV usando expansao rapida
supercritica (RESS) com trifluormetano. O dispositivo usado para o processo RESS
pode ser dividido em trés componentes principais: Unidade de pré-extracédo, Unidade de
extracdo e Unidade de expanséo. A primeira parte consiste em uma bomba de alta
presséo alternada e um pré-aquecedor. Na unidade de extracédo, dois recipientes de
aco inoxidavel (com volumes de 200 mL e 300 mL) sdo usados em série para garantir
que a condi¢do de equilibrio seja alcangada. Os vasos sdo colocados em um banho de
agua de controle de temperatura altamente preciso com apenas 0,1 K de incerteza para
manter a temperatura constante desejada. Para maximizar a transferéncia de massa, o
trifluormetano supercritico pré-aquecido entra em cada vaso a partir do fundo e sai pelo

topo. A solugdo supercritica resultante é transferida para a unidade de expanséo
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através de um tubo pré-aquecido para evitar entupimentos. A célula de precipitacdo, o
dispositivo de expansédo e o dispositivo de coleta sdo as trés partes da unidade de
expansdo. Para a producdo de particulas, em cada execugcdo, 2 g de SV sé&o
carregados nos vasos de extracdo que contém esferas de vidro para aumentar a area
da superficie de contato. Na entrada de cada vaso, um filtro de metal € usado para
impedir a transferéncia de SV ndo dissolvida para a unidade de expansdo. Cada
execucdo dura 30 min, ap6s 30 min iniciais dados ao sistema, o que permite que o
sistema atinja uma condicdo estavel. A aplicacdo do RESS na SV usando
trifluormetano, como o fluido supercritico, resultou na producdo de SV em
nanoparticulas, com tamanho variando de 47 a 74 nm, e a analise por FTIR indicou que
ndo houve alteracéo significativa em sua estrutura quimica. Investigou-se o efeito da
temperatura de extracdo, pressdo e distancia de pulverizagdo no tamanho das
particulas, onde o aumento da temperatura de extracdo teve o maior efeito na reducdo
do tamanho das particulas. O aumento do distanciamento por pulverizacdo resultou em
menor reducdo do tamanho das particulas, mas a modificacdo da pressao de extracao
ndo mostrou efeito estatisticamente significativo no tamanho das particulas de SV. A
taxa de dissolucdo das nanoparticulas mostrou um aumento enorme em comparacao
com a forma nao processada, e, uma vez que a SV é um medicamento BCS Classe I,
pode-se esperar um aumento na biodisponibilidade. Esta pesquisa mostra que o RESS
pode ser um método muito bom para reducdo do tamanho de particulas e
aprimoramento de dissolucdo de moléculas farmacéuticas. As condicdes ideais no
espaco do projeto foram a pressao de extracao de 10 MPa, a temperatura de extracédo
de 50 ° C e a distancia de pulverizacdo de 7 cm.

Como se sabe que a absor¢do de SV é critica, Mendes et al. (2016) realizaram
pesquisa que teve como objetivo desenvolver uma forma de dosagem sdlida inovadora
para administracdo oral baseada em transportadores lipidicos nanoestruturados (CPN)
para comprimidos, revestidos com agentes poliméricos convencionais. Dispersées CPN
de olanzapina co-encapsulada com SV (Combo-CPN) foram produzidas por alta
pressdo homogeneizacédo e avaliadas em termos de escalabilidade, procedimento de
secagem, compressdo e desempenho da liberagdo in vitro, citotoxicidade e
permeabilidade intestinal. Os CPN foram preparados pela técnica de homogeneizagéo
a alta pressdo a quente (HPH). Isto foi realizado a 80°C, uma temperatura acima do
ponto de fusédo do lipideo solido. Primeiramente, a fase lipidica derretida (7,5% p / V),

contendo acido oleico e tripalmitina (na proporcao de 50:50), foi emulsificada em uma
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solucdo aquosa de Tweenl 80 (3% p / V) a mesma temperatura, usando um Ultra-
Turrax® por 1 ou 3 min. Uma pré-emulséao foi obtida. Em segundo lugar, a pré-emulsdo
foi processada em um homogeneizador de alta pressdo pré-aquecido (HPH), a uma
presséo de 500 ou 1000 bar por 2,5 min & 12,5 min. Na formulacéo ideal carregada de
farmaco Combo-CPN, a adicdo de ambos os medicamentos foi realizada na fase
fundida lipidica inicial. CPN contendo 0,20% (p / p), em relacéo ao conteudo lipidico, de
corantes fluorescentes, vermelho do Nilo (NR) e Fluoresceina-5-isotiocianato (FITC),
foram preparados usando as mesmas condi¢des. Para a preparacao de comprimidos a
base de CPN comprimidos baseados no Combo-CPN, foi necessaria a secagem prévia
da disperséo de nanoparticulas. Para isso, duas técnicas diferentes foram consideradas
para os procedimentos de producdo: congelamento e secagem ou secagem por
pulverizagdo. Diferentes revestimentos poliméricos foram utilizados: PVP K 30, um
polimero sintético constituido essencialmente por grupos lineares de 1-vinil-2-
pirrolidona, (C6HI9NO) n; Eudragit® RL 30D, um copolimero de acrilato de etila, metila
metacrilato e um baixo teor de éster do acido metacrilico com grupos quaternarios de
amonio, empregados como liberacdo sustentada; e Sureteric®, um copolimero de alcool
polivinilico com acido acético e anidrido ftalico, C12H1206. Particulas revestidas com
diferentes polimeros exibiram perfis de liberacdo de farmacos claramente distintos. Ao
mesmo tempo, nanoparticulas aumentam a permeabilidade intestinal do medicamento,
sugerindo contribuir para melhorar a biodisponibilidade de medicamentos orais. Assim,
o trabalho permitiu demonstrar a versatilidade na aplicacédo de CPN para administracéo
oral em comprimidos.

Com o objetivo de comparar a acéo terapéutica da SV isolada com aquela do
poli (etileno glicol) -b-poli (gama-benzil I|-glutamato) carregado com SV (PEG-b-
PBLG50) na leséao de isquemia / reperfusao intestinal, Fei Tong et al. (2017) realizaram
um experimento in vivo usando ratos Sprague Dawley. Os animais receberam 20 mg/kg
de SV ou compostos de SV / PEG-b-PBLG50 (SV / P) e depois foram submetidos a 45
min de isquemia e 1 h de reperfusdo. Foram coletados sangue e intestino delgado,
niveis sericos de interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), TNF-
a e oxido nitrico (NO) foram verificados atividade da superéxido dismutase, conteudo de
mieloperoxidase, espécies reativas de oxigénio, Oxido nitrico sintetase endotelial,
proteina fagocito oxidase de 47 kDa (p47phox), BMP4, COMP-2 e proteina cinase
ativada por mitogénio p38. As expressoes de p38MAPK foram medidas nos tecidos

intestinais. SV e SV / P reduziram o dano oxidativo intestinal, restringiram o dano
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inflamatorio e reduziram as expressées de BMP4 e COX-2, mas o SV / P teve um maior
efeito. Isto pode ser explicado pela concentracdo sustentada de SV no grupo SV / P,
pois, apds uma Unica injecdo subcutanea no grupo SV na dose de 20 mg / kg, atingiu
rapidamente a Cmax de 163,56 ng / mL em 2 h e diminuiu para os valores basais dentro
de 10 h de administracéo, enquanto a concentracao plasmatica, apds uma unica injecao
subcutanea no grupo SV / P, na dose de 20 mg / kg, atingiu Cmax de 41,25 ng/ mL em
2 h, mas diminuiu para os valores basais dentro de 4 dias ap6s a administracao.

Além da utilizagdo da SV em processos inflamatérios, novos campos se abrem
para 0 seu emprego. Figueiredo et al. (2019) estudaram que o uso associado de SV
com nanoparticulas de prata sintetizadas por Fusarium oxysporum (AgNPbio) contra
cepas bacterianas de referéncia e multirresistentes (Staphylococcus aureus meticilino
resistente MRSA - e Escherichia coli produtora de becta-lactamase de espectro
estendido - ESBL), e mostraram que o uso associado de SV e AgNPbio exibiu um efeito
sinérgico da combinacdo SV-AgNPbio na atividade antibacteriana contra cepas de
MRSA, e a combinagcdo SV e AgNPbio demonstrou atividade antibacteriana contra
Escherichia coli ESBL.

2.4.2 Poli (e-caprolactona)

A poli (e-caprolactona) (PCL) é um poliéster um alifatico linear semicristalino,
com temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) de — 60 °C e temperatura de fuséo cristalina
(Tm) variando de 59 a 64 °C dependendo da natureza cristalina da PCL. E soltvel em
cloroférmio, tolueno e insollvel em etanol e éter. Tem boas propriedades mecanicas e €
amplamente compativel com muitos tipos de polimeros, sendo muito aplicado em
suturas reabsorviveis, e, recentemente, em substitutos de enxerto 6sseo. A PCL € um
dos polimeros mais biodegradaveis e hidrofébicos disponiveis comercialmente. Possui
diversas caracteristicas que tornam seu uso atraente em sistemas de liberacdo de
farmacos: biocompatibilidade, biodegradabilidade, alta cristalinidade e permeabilidade a
diversas moléculas pequenas e integridade do polimero durante a produgéo. (ELZEIN
et al., 2004; SA, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EQUIPAMENTOS

. Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil);
o Centrifuga (Hermle Z326K, Wehingen, Alemanha);
o Cromatografo liquido de ultra eficiéncia (SHIMADZU, modelo Nexera X2
System®, Quioto, Jap&o);
Maodulos:
e DGU-20A5RA - degaseificador
e LC-30AD - bomba
e SIL-30AC - autosampler/amostrador
e SPD-M20A - detector DAD
e CTO-20A - forno
e CBM-20 - médulo integrador
e Software Labsolutions verséo 5.73
e Coluna C18 Shim-pack XR-ODS lll, 200X2 mm, tamanho de particula
2.2 um, com pré-coluna C18.
o Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sédo Paulo, Brasil);
o Difratdmetro de raio-X (SHIMADZU, modelo XRD-6000, Quioto, Japéo);
o Espectrémetro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japao);
o Evaporador rotatério (FISATOM, modelo 801, Diadema, Brasil);
. Liofilizador (LIOTOP, L202, Sao Paulo, Brasil);
o Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japao);
o Microscopio eletronico de varredura por emissao de campo (TESCAN, modelo
Mira 3, Brno, Republica Tcheca);
. pHmetro digital (HANNA, HI 2221, Sao Paulo, Brasil); Ultrafreezer (REVCO,
modelo ULT-2186-3-D37, Carolina do Norte, Estados Unidos);
o Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, NANO ZS 90, Malvern Reino
Unido). Ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-D37, Carolina do Norte,
Estados Unidos).
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3.2 REAGENTES E SOLVENTES

3.2.1S8V

SV - SIV (Mw 418,57 g.mol-1, Lote DK40-1506061, Certificado por Galena®.

3.2.2 Polimero

Poli (e-caprolactona) (Mw 14.000 g.mol-1, Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil).

3.2.3 Agua purificada

Agua purificada pelo processo de destilagdo (H20 destilada), em equipamento
tipo Pilsen (Fanem LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);
Agua ultra purificada pelo sistema de ultra purificacdo em equipamento Milli-Q

(Merck, Integral 5, Darmstadt, Alemanha).

3.2.4 Solventes e demais reagentes

Acetona ((CH3)2CO) (Synth, Diadema, Brasil);

Acido Cloridrico (HCI) (Biotec Produtos Quimicos, S&o José dos Pinhais,
Brasil);

Acido Férmico (CH202) (Biotec Produtos Quimicos, S&o José dos Pinhais,
Brasil);

Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (Aldrich Co., St. Louis,
Estados Unidos);

Cloroférmio deuterado (CDCI3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos);
Hidréxido de Sodio (NaOH) (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil);
Lactose Mono-Hidratada PA (Biotec Produtos Quimicos, Sdo José dos Pinhais,
Brasil);

Metanol (CH30H) grau HPLC (Hexis Cientifica, Phillispsburg, Estados Unidos);
Monooleato de sorbitano etoxilado 20 (polissorbato 80, Tween® 80, Delaware,
Porto Alegre, Brasil);

Monooleato de sorbitano (Span 80®, OXITENO, Maud, S&do Paulo);
Triglicerideos dos é&cidos caprico caprilico (FOCUS QUIMICA, Sdo Paulo,
Brasil.
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3.3 OBTENCAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO SV

As suspensfes de nanocapsulas obtidas a partir do polimero PCL contendo
SV foram preparadas pela deposicdo interfacial do polimero pré-formado
(nanoprecipitacdo) descrito por Fessi et al. (1989), cuja formulagdo encontra-se na
Tabela 1.

Tabelal-  Formulagbes das nanocapsulas poliméricas contendo SV, obtidas pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado
FORMULACAO
NC-N NC-SV
COMPOSICAO (0 mg/mL) (20 mg/mL)
FASE AQUOSA
Tween 80® (g) 0,077 0,077
Agua ultrapura (mL) 53 53
FASE ORGANICA
SV (g) - 0,2
PCL (9) 0,1 0,1
Span 80°(g) 0,077 0,077
TCM* (g) 0,3 0,3
Acetona (mL) 27 27

TCM - triglicerideos de cadeia média
Fonte: O autor (2020)

Uma massa de 100 mg do polimero (PCL 14.000 MM) foi solvatada em
acetona (27 mL) em presenca de monooleato de sorbitato - Span® 80 (77 mg), SV
(200 mg) e triglicerideos dos acidos céprico/caprilico (TCC, 300 mg), assim, a fase
organica. Em seguida, foi gotejado lentamente na fase aquosa contendo agua (53
mL) e Tween 80® (polissorbato 80) (77 mg), previamente preparada e mantida sob
agitacdo magnética vigorosa e temperatura de 40°C. A agitacdo magnética foi
mantida por mais 10 minutos apos o término do gotejamento e o solvente foi, entéo,
eliminado por rotoevaporacao, usando Rotoevaporador, atingindo um volume final
de 10 mL e concentracéo estimada do SV de 20 mg.mL™.

Para fins comparativos, foi preparada uma suspensao de nanocapsulas sem
a adicdo do SV (NC-0), como controle negativo e todas as formulagdes foram

preparadas em triplicata.
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3.3.1 Mistura fisica

A mistura fisica (MF) na propor¢cdo, em massa, de 1:1 (SV:PCL) (50% m/m),

foi preparada para uma caracterizagcdo comparativa.

3.4 AVALIACAO DA EFICIENCIA DA ENCAPSULACAO

Para avaliar a capacidade de retencdo de nanoparticulas para a SV, foi
utilizado um meétodo de quantificacdo indireta, como o usado por Clementino e
Sonvicoa (2018). Esta abordagem consiste na determinacdo do SV néo encapsulado
ou precipitado, e sua subtracdo da quantidade total de SV quantificada na
formulacdo, com o uso de cromatografia liquida de ultra alto desempenho com
detector de matriz de fotodiodo (UHPLC-DAD).

Foi utilizado Cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia: (SHIMADZU, modelo
Nexera X2 System®, Quioto, Japao).

Foram as seguintes as condi¢cdes do método:

e Fase mdvel: acetonitrila:zagua pH 3,0 com acido fosférico (83:17, V/V).

e Fluxo 0,75 mL.min"t. Temperatura 40 °C. Volume de injec&o 3 pL.

e Comprimento de onda 237 nm.

e Tempo de corrida 2,1 min.

e Tempo de retencdo da SV 1,7 min.

Foram preparadas trés solucdes contendo SV a serem testadas com uma
concentracdo de 1 mg/mL, contendo acetonitrila e 4gua 65:35, v/iv (com pH 4.5
ajustados com 1.0 M H3sPOa). Foi preparada uma solucdo padrdo em triplicata, com
concentracédo de 1, 2, 5, 10, 15, 20 e 25 ug/mL, usando-se a mesma mistura de

diluente: etanol: acetonitrila: agua (55:30:15, v/v/v, pH* 4.5).

3.4.1 Limite de deteccéo e quantificacao

A determinacao de LOQ (limite de quantificacdo) e LOD (limite de detecgao)
para todos os analitos foram calculados considerando o desvio padréo da resposta e
a meédia do declive de uma curva de calibracdo especifica variando de 0,25 a 25 ug /

ml, usando as seguintes férmulas:
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LOQ=100/SLOD=3,30/S

onde o € o0 desvio padrdo da resposta e S a inclina¢do da curva de calibracao.

3.4.2 Linearidade

As solugbes de calibragdo padréo foram preparadas na faixa de 0,5-25 ug /
mL. Para acessar a linearidade na faixa de concentracdo, as amostras foram
injetadas seis vezes por concentracdo e o0s valores de area de pico foram
registrados para representar graficamente a resposta do detector em relacdo as
concentracbes de analitos. As solugcbes estoque de NC-SV, preparadas em um
frasco volumétrico de 10 ml, usando acetonitrila: agua 65:35, mistura v / v (pH 4,5,
ajustado com H3PO4 1,0 M) a 1 mg / mL e 0,1 mg / mL, respectivamente. As
solucbes padrédo utilizadas na validacdo do método foram preparadas diluindo a
solucdo de trabalho na mesma mistura de diluente etanol: acetonitrila: agua
(55:30:15, v/ v /v, pH * 4,5) para obter a seguinte faixa de concentragéo da curva de
calibracédo: 0,5, 1, 2,5,10e 25 pg / mL.

3.4.3 Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade (intra-dia) e precisao
intermediaria (inter-dia). Para avaliar a precisdo do método, avaliamos o desvio
padrdo relativo (RSD) da recuperacdo da concentracdo usando 0s niveis de
concentracdo mais baixo, central e mais alto da curva de calibracdo (0,5-2—-25 ug /
mL) em triplicado. A precisdo inter-dia foi avaliada analisando as mesmas trés
concentracbes em 3 dias diferentes. A recuperacdo meédia e RSD foram calculados

usando seis injecdes por amostra.

3.4.4 Robustez

A robustez de um método é definida como uma medida de sua capacidade
de permanecer inalterado por pequenas, mas deliberadas variacées nos parametros
do método. Em nosso método, a robustez foi realizada por mudangas significativas
em trés parametros cromatograficos principais: temperatura da coluna (2°C), taxa de

fluxo da fase movel (reduzida em 0,2 mL / min) e pH (0,3 unidades de pH).
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3.4.5 Eficiéncia de encapsulacdo de nanoparticulas

Para avaliar a capacidade de aprisionamento de SV nas NC nanopatrticulas,
essa abordagem consiste na determinacdo dos farmacos nédo encapsulados ou
precipitados e sua subtracdo da quantidade total de farmacos quantificados na
formulagédo. Para quantificar a quantidade total de SV, 100 pL de nanoemulséo
foram dispersos em 10 mL da solucdo de diluente padrdo (ou seja, etanol:
acetonitrila: agua) e sonicados por 45 min para extrair quantitativamente o0s
medicamentos das nanoparticulas. As amostras foram filtradas (filtros de celulose
regenerada 0,45 um, Sartorius, Gottingen, Alemanha) e analisadas por UHPLC para
conteddo de SV. Para quantificar a quantidade de farmacos livres, inicialmente, as
formulacbes foram centrifugadas a 1.500 g por 10 min para separar quaisquer
cristais grandes ou aglomerados de nanoparticulas. Os tubos da centrifuga foram
lavados com o diluente do SV e analisados seguindo a mesma metodologia aplicada
acima. Finalmente, 2 ml do sobrenadante da nanoemulsdo obtido na etapa anterior
foram ultrafiltrados a 4000 g por 10 min, e as amostras ultrafiltradas foram
analisadas em HPLC para amostras nao dissolvidas farmacos encapsulados. Todas
as quantificacdes foram determinadas como concentracédo por UHPLC e expressas
como porcentagem de massa de recuperagéo (n = 3 = DP).

3.5 CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

3.5.1 Determinacao do pH

A determinacgéo do pH foi realizada em um potencidémetro digital previamente
calibrado com solucdes tampéao pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensdes coloidais,

apos a preparacao. Os resultados representam a média de trés amostras diferentes.

3.5.2 Espectrometria de difracéo a laser

O tamanho de particula e potencial zeta foram determinados por
espalhamento de luz dinamico, apés o preparo de uma suspensdo das
nanocapsulas (1:500, V/V) em agua ultrapura. As medidas, em triplicata, foram

realizadas utilizando o equipamento Zetasizer.
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3.5.3 Microscopia eletrbnica de varredura por emissao de campo (Field emission

gun scanning electron microscopy — FE-SEM)

A avaliagdo morfologica e de superficie foi realizada em microscopio
eletrbnico de varredura por emissdo de campo. As amostras foram submetidas a
metalizacdo com ouro em metalizador IC-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto, Jap&o).
Para obtencao das eletromicrografias, foi empregada voltagem de aceleracao de 15
kV e utilizado software especifico (Electron Optical Design).

3.5.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (Fourier

transform infrared spectroscopy — FTIR)

Os sistemas poliméricos foram analisados por espectroscopia ha regido do
infravermelho, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4 mg
de cada amostra e 196 mg de KBr grau espectroscoépico (2%, m/m), no equipamento
IR Prestige 21 (SHIMADZU, Quito, Japdo), na faixa de 4000-400 cm, com
resolucdo de 4 cm™ e 32 scan.minl. Os espectros obtidos serdo avaliados frente

aos espectros do SV puro e da formulacéo branco referente.

3.5.5 Difragéo de raios X (X-ray diffraction — DRX)

As nanoparticulas foram examinadas em difratdmetro de raios X Shimadzu
XRD-6000, scan de 2°.min"t e 20 de 5° a 80°, radiagdo Ka de cobre (A= 1.5418 A),
corrente de 40 mA e voltagem de 40 kV, em varredura continua, velocidade de 2
graus/min, passo 0,02, DHL 10 mm, DS 1 grau, RS 0,3 mm, para a observacao de

possiveis picos indicativos de cristalinidade.

3.6 PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO

Os perfis de liberacdo de SV de nanocéapsulas poliméricas foram obtidos
pela técnica de difuséo por didlise. Cada amostra (solugdo a 30% de etanol-agua de
SV e NC-SV) foi colocada em um saco de dialise (tubo de membrana porosa
molecular Spectra / Por®, MWCO 10.000, Spectrum Laboratories, Inc., Rancho

Dominguez, CA, EUA) em uma concentragédo equivalente de 1 mg / mL e um volume
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final de 3 mL. Este sistema foi entdo imerso em 500 mL de agua com 30% de etanol
a 37°C e sob agitacdo magnética continua de 50 rpm. Aliquotas de 5 mL foram
retiradas em intervalos de tempo predeterminados e substituidas pelo mesmo
volume de meio fresco. A quantidade de SV liberada foi avaliada pelo método
UHPLC descrito. O experimento foi realizado em triplicata a partir de trés lotes

independentes.

3.7 ESTUDO IN VIVO

O experimento foi submetido ao Comité de ética no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, sendo aprovado sob numero 037/2018.
(Anexo A). Os dados dos ratos do grupo sham séo oriundos do experimento liberado
sob numero 025/2015.

3.7.1 Amostra

Foram utilizados 48 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, o numero da
amostra foi calculado no programa G. POWER 3.1.9.2, para uma for¢ga de 80%. O
ndamero de animais foi acrescido em 20%, com o intuito de se ter um N maior, e,
caso existam perdas durante a fase experimental, que elas nao interfiram nos

resultados (Anexo B).

3.7.2 Ambiente de experimentacao

O estudo foi realizado no laboratério de técnica operatéria e cirurgia
experimental da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Os animais com 90 dias e peso aproximado de 200g, oriundos do Biotério
Central da UEPG. O experimento teve duracdo de 28 dias, todos os animais foram
mantidos em gaiolas etiquetadas (Apéndice A), sendo o nimero maximo de cinco
animais por gaiola, com ragdo comercial e agua ad libitum, em ambiente com
temperatura e umidade controladas, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais
foram marcados com caneta dermogréfica e as gaiolas foram etiquetadas. Foram

preenchidas as planilhas de acompanhamento (Apéndice B).
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3.7.3 Inducao da fibrose

Para inducao da fibrose, foi utilizado o modelo de inje¢&o intraperitoneal com
uso de solucédo de didlise, com glicose a 4,25%, tamponada com lactato. A infuséao
da solucdo de dialise foi por injecao intraperitoneal, com uso de agulha 25x7. A
contencdo dos animais para a realizagdo dos procedimentos foi realizada conforme
a seguinte técnica: o dedo indicador e o polegar foram posicionados abaixo do
pescoco, atrds da mandibula, puxando a pele do animal acima da regido das
orelhas, contendo o animal, com objetivo de evitar danos ao mesmo e ao
experimentador. Os outros trés dedos seguravam a pele, fazendo pressdo em
direc@o a palma da méo para conter o corpo (NEVES et al., 2013).

Para a gavagem, foi utilizada sonda curvada, com o animal contido e com a
cabeca imobilizada. Para a infusdo da solucéo de dialise, o animal foi imobilizado do
modo anteriormente descrito, sendo o mesmo posicionado com a sua face ventral
voltada para cima. A injecao foi aplicada no quadrante posterior do abdome, do lado
esquerdo do animal e do direito do operador. A solucéo foi injetada na cavidade

peritoneal entre os 6rgados abdominais.

3.7.4 Formulagbes contendo SV

A SV foi administrada por gavagem, com a utilizacdo de sonda curvada de
aco, com ponta bola, de 8 cm de extenséo, diametro externo de 1,5 mm, produzida
pela empresa D.L. Micof®, utilizando-se seringa de insulina para infundir o SV.

Foram utilizadas duas formulacdes para o experimento:

1. SV convencional, preparada com sacarina soédica, aerosil e 6leo de

améndoa docel.

2. SV em suspensdes de nanocapsulas, obtidas a partir do polimero PCL,

preparadas por meio de deposicéo interfacial do polimero pré-formado.

3.7.5 Grupos experimentais

Foram quatro grupos experimentais, divididos da seguinte forma:

1 Preparado conforme Preparacdes Orais Liquidas (FERREIRA; SOUZA, 2007).
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e Grupo sham: Composto por 12 animais, que durante 28 dias foram
submetidos, diariamente, a puncdo peritoneal, contudo n&o foram
infundidas quaisquer solucgdes.

e Grupo DP: Composto por 12 animais, que durante 28 dias foram
submetidos, diariamente, a punc¢éo peritoneal e infundidos com solucao
de dialise peritoneal com uma concentracdo de glicose a 4,25%, a 35°C,
tamponada com lactato, sendo utilizada uma dose de 10 mL por 100g de
peso do animal, sendo este o grupo controle para diélise peritoneal.

e Grupo SV: Composto por 12 animais, que durante 28 dias foram
submetidos, diariamente, a puncao peritoneal e infundidos com solucdo
de dialise peritoneal com uma concentracdo de glicose a 4,25%, a 35°,
tamponada com lactato, sendo utilizada uma dose de 10 mL por 100g de
peso do animal. Além disso, cada animal do grupo recebeu, diariamente,
durante 28 dias, 4 mg/kg de SV por meio de gavagem.

e Grupo NC-SV: Composto por 12 animais, que durante 28 dias foram
submetidos, diariamente, a puncao peritoneal e infundidos com solucdo
de dialise peritoneal com uma concentracédo de glicose a 4,25%, a 35°,
tamponada com lactato, sendo utilizada uma dose de 10 ml por 100g de
peso do animal. Além disso, o grupo recebeu SV em nanocépsulas na
dose de 4 mg/kg de SV.

3.7.6 Coleta de Material

Para avaliacdo da espessura peritoneal, os animais dos grupos 1, 2, 3 e 4
foram submetidos a procedimento para coleta de material no 29° dia, conforme
descricao:

1. Inducdo anestésica — realizada com a administracdo de 150 mg/kg

Intramuscular de cetamina e 20 mg/kg Intramuscular de xilazina;

2. Tricotomia da porcao ventral da parede abdominal;

3. Fixacdo do rato em prancha prépria para espécie, utilizando-se de

esparadrapo;

4. Incisdo mediana xifopubica, com abertura e exploragdo da cavidade

abdominal;

5. Retirada do baco, para analise do peritonio visceral;
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6. Retirada da parede abdominal do quadrante superior direito, para
analise histologica do peritbnio parietal;

7. Para realizacdo da eutanasia nos ratos, foi utilizado o método de
deslocamento cervical apds indugdo anestésica. Sera preenchida a

descricdo da operacao (Apéndice C).

3.7.7 Anélise do material

Os materiais obtidos, fragmentos de parede abdominal e bacos, foram
encaminhados para analise histologica no Laboratdrio de Patologia Experimental da
PUCPR, sendo preenchido o formulario de encaminhamento (Apéndice D). O
material foi preparado em blocos de parafina e cortado na espessura de cinco
micrémetros. Foram utilizadas as coloracfes hematoxilina - eosina (HE) e Sirius
Red.

O patologista analisou as amostras de modo cego.

Foi utilizado microscoépio Scope.Al (ZEISS, Alemanha) para mensuracédo de
colageno, e o escaner de laminas Axio Scam.Z1 (ZEISS, Alemanha) para realizacao
de IHQ e mensuracdo de espessura. Para captacdo das imagens, foi utilizado
scanner de laminas AxioScan da Zeiss®.

As imagens foram analisadas utilizando-se o aplicativo Image Plus® 4.5 para
Windows® da MediaCybernetics. Foi medida a espessura do peritbnio, tanto do
parietal como do visceral. Em cada lamina, foram escolhidos 10 campos
histolégicos, e em cada campo foram tomadas 10 medidas de espessura.

Foi mensurada de modo automatizado a quantidade de colagenos tipos | e
lll, usando-se para tal a coloragao Sirius Red, sendo utilizado o mesmo programa
acima referido.

Foi feita analise imuno-histoquimica. As amostras em parafina, com 4um de
espessura, foram hidratadas em solugbes com concentracdo decrescente de alcool
e foram incubadas em peréxido de hidrogénio 5% e metanol. Para identificacdo do
antigeno, as amostras foram imersas em Immunno Retrivier® (Dako, Carpinteria, CA,
USA). A seguir o material foi incubado numa solucdo diluida 1:100 de anticorpos
monoclonais anti-TNF-a de coelhos (ab6671, Abcam® Cambridge, UK) a 4°, em
camara Umida, por uma noite, e para IL-6 (ab9324, Abcam®, Cambridge, UK). Foi
usada a diluigdo de 1/100, usando anticorpos monoclonais anti-IL6. A deteccéo foi
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realizada com Advance, seguido por enzima Advance (Dako, cédigo K406889),
ambos por 30 minutos a 28-28° em camara Uumida. A reacao foi realizada usando
solugcdo de cromégeno 3-3’-diaminobenzidina (Sigma Chemichal, St. Louis, USA,
codigo D7679), seguido por coloracdo com solucdo de hematoxilina de Harris
(Biotec), desidratacdo com etanol, e diafanizacdo em xileno.

As laminas foram observadas por meio do scanner digital de laminas Axio
Scan.Z1 e do programa ZEN 2.3 (Carl Zeiss Microscopy, Gottingen, Alemanha)
quanto a presenca / auséncia de TNF-a e IL-6, que foi expresso em porcentagem
por campo de grande aumento (HPF) nas amostras do peritonio.

Os dados estatisticos obtidos no estudo foram calculados usando o teste da
andlise da variancia (ANOVA), utilizando o pés teste de TUCKEY, com um valor de p
de 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 OBTENCAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

As nanocapsulas de PCL contendo SV (NC-SV) e as formulacbes
preparadas como controle negativo (NC-0) foram obtidas com éxito pelo método da
deposicao interfacial do polimero pré-formado (nanoprecipitacdo). Todas as
formulagbes se tornaram opacas como leite no instante em que a fase organica foi

adicionada na fase aquosa.

4.2 PARAMETROS ANALITICOS DO METODO CROMATOGRAFICO POR
UHPLC/DAD PARA A QUANTIFICACAO DO SV

Antecedendo a anadlise da eficiéncia de encapsulacdo da SV nas
nanocapsulas poliméricas, foram obtidos resultados para diferentes parametros

analiticos de validacéo, conforme o discriminado a seguir.

4.2.1 Linearidade e faixa de trabalho

O método analitico proposto mostrou-se linear, resultando nos seguintes
dados:
« Faixa de concentracdo de 1,0 a 50,0 pug.mL;
* A equacdo linear obtida para o método foiy = 27763x — 2748,3(n =3, r =
0,9998);
« Limite de deteccéo 0,1564 ug.mL™?;
 Limite de quantificacédo 0,4740 pug.mL™.

A Figura 11 demonstra a linearidade do método, com valor de “r’ de 0,9998,
0 que se encontra préximo a 1. Isto representa que as variaveis area do pico e

concentracéo sao diretamente correlacionadas (BARBOSA et al., 2020).



Figura 11 — Linearidade do método de UHPLC-DAD
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Fonte: O autor (2020)

4.2.2 Precisao
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Foi avaliada a precisdo, sumarizada na Tabela 5, expressa como variagcéo

intra-dia, inter-dia e com diferentes analistas. Os valores referentes ao desvio padrao

relativo foram inferiores a 5%. Quando o RSD é menor que 5%, fica demonstrado

que o método analitico proposto é preciso (CARLETTO et al., 2020).

Tabela 2 — Dados da repetitividade e precisdo intermediaria

Concentracéo Concentragdo Experimental RSD**
Tedrica (ug.mL™?) (ug.mL!, Média + DP¥) (%)
Repetibilidade
n=6 15 15,16 £ 0,20 1,32
n=3 3 3,08 £ 0,02 0,06
n=3 18 18,32+ 0,32 1,72
n=3 35 35,67 + 0,20 0,58
Precisdo intermediaria
Intra-dia
n==6 15 15,16 £ 0,07 0,49
n=3 3 3,08 £0,01 0,25
n=3 18 18,30 £ 0,29 1,56
n=3 35 35,61+ 0,23 0,63
Inter-dia
n==6 15 15,14 £ 0,19 1,27
n=3 3 3,09+0,01 0,43
n=3 18 18,27 £ 0,28 1,54
n=3 35 35,48 + 0,32 0,89
Diferentes analistas
n==6 15 15,11 £ 0,28 1,88
n=3 3 3,08 + 0,01 0,15
n=3 18 18,41 + 0,25 1,35
n=3 35 35,48 + 0,35 0,99

*DP: desvio padrdo; ** RSD: desvio padréao relativo
Fonte: O autor (2020)
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4.2.3 Exatidao

A exatiddo do método por ensaios de recuperacdo foi determinada pela
adicdo de quantidade conhecida de SV (10,0 ug) as solucbes de 3,0; 18,0 e 35,0
ug.mL?, resultando nas concentracdes tedricas finais de 13,0; 28,0 e 45,0 pg.mL™,
respectivamente. A Tabela 6 resume os resultados obtidos. Novamente, o desvio
padréo relativo foi inferior a 5% para os trés niveis de concentracdo, o que indica

gue o método analitico proposto fornece resultados exatos.

Tabela 3 — Dados obtidos na analise de exatiddo pelo método de recuperacdo

Concentracao Exatidao RSD**
tedrica final (ug.mL1) (% + DP*) (%)
13 100,84 £ 0,22 0,22
28 97,05+ 0,97 1,00
45 98,66 + 0,62 0,62

*DP: desvio padréo; ** RSD: desvio padréo relativo
Fonte: O autor (2020)

4.2.4 Robustez

Diferentes valores de RSD foram verificados quando das alteracdes

propostas no estudo de robustez, conforme o descrito abaixo:

a. Alterando o fluxo para 0,65 - RSD = 0,56 %;

b. Alterando o fluxo para 0,85 - RSD = 3,03 %;
c. Alterando o pH para 5,2 - RSD = 0,75 %;
d. Alterando o pH para 5,8 -> RSD =0,72 %;
e. Alterando a temperatura para 38 °C - RSD = 0,68 %;
f. Alterando a temperatura para 42 °C - RSD =0,71%.

A andlise estatistica por meio do teste de Tukey nédo revelou diferenca
significativa entre os resultados, quando comparados com as condi¢cdes analiticas
padronizadas. Assim, o método provou ser robusto para o SV analisado, sob as

condi¢bes avaliadas.

4.3 EFICICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A partir dos resultados obtidos, foi possivel determinar a concentracdo de SV

nanoencapsulada e, na sequéncia, calcular a eficiéncia de encapsulacdo. A
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eficiéncia de encapsulacdo obtida foi elevada, com valor médio de 99,87%. O
cromatograma obtido esta na Figura 12, demonstrando o tempo de retencao de 1,71

min para a SV. A nanocapsula sem SV nao revelou pico neste tempo de retencao.

Figura 12 — Cromatograma da NC-SV e NC-N
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Fonte: O autor (2020)

4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

4.4.1 Espectrometria de difracéo a laser

As NC-SV mostraram tamanho médio de 332nm, apresentando indice de
Polidispersao (PDI) de 0.290, com potencial zeta de — 58,7mV, conforme Figura 13.

As mensuracgdes feitas por FE-SEM confirmaram estes resultados.
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Figura 13 — Tamanho médio e potencial zeta da formulacdo NC-SV
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Fonte: O autor (2020)
4.4.2 Microscopia eletrdnica de varredura por emissao de campo (FE-SEM)

As fotomicrografias obtidas por FE-SEM para a formulagcdo NC-SV e NC-0
(sem SV) mostraram formato esférico, com superficie lisa e distribuicdo uniforme,

sem a presenca de poros, conforme visualizado na Figura 14.

Figura 14 — Fotomicrografia das formulacdes NC-SV e NC-0 observadas por FE-SEM; (a) NC-SV
(aumento de 68 kx) e (b) NC-0 (aumento de 83 kx) (c) NC-SV (aumento 30kx) com

mensuracgdo de tamanho de particulas

SEM HV: 10.0 kV WD: 4.31 mm. : wiraz Tescanfll  sem Hv: 10.0 kv WD: 4.30 mm © MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 82.0 kx Det: SE SEM MAG: 68.0 kx Det: SE

View field: 2.53 ym _ Date(midly): 12114/18 View field: 3.05 ym _ Date(m/dly): 12114/18

Fonte: O autor (2020)
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4.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A Figura 15 mostra os espectros de FTIR obtidos para o polimero puro, para

o SV puro, para a mistura fisica e para as formulacdes de nanocapsulas poliméricas.

Figura 15 — Espectroscopia FTIR das formulacdes

NC-SV

NC-0

W

MF

SV

Transmitancia (u.a.)

PCL

! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
NC-SV — nanocépsulas de SV; NC-0 — nanocépsulas sem SV;

MF — mistura fisica dos componentes; SV — SV pura; PCL - policaprolactona
Fonte: O autor (2020)
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O espectro de FTIR do polimero PCL apresenta bandas caracteristicas do
poliéster alifatico, com uma intensa banda de absorcdo a 1720 cm™ atribuida as
ligacGes éster. Observam-se também valores em 2945 cm?® e 2865 cm?
correspondentes a vibracdo da ligacdo CH: assimétrica e simétrica,
respectivamente. O espectro do SV puro mostrou bandas caracteristicas em 3012
cm™ (C=CH) 1698,9 cm ~ ! (C=0 aromatico), 1466,7 cm ~ ! (anel de benzeno). O
espectro da mistura fisica mostrou as mesmas caracteristicas reveladas pelos
materiais de partida. A formulagdo NC-SV apresentou o mesmo padrdo, obviamente
em intensidade menor, dada a concentracdo do SV usada na preparacao, e também
por estar profundamente na nanocapsula. Na formulacdo NC-N (sem SV), o padrdo

foi diferente, justamente pela auséncia do SV.

4.4.4 Difracdo de raios X (DRX)

Figura 16 — Difratograma a 26 das formulacdes
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dos componentes; SV — SV pura; PCL — policaprolactona
Fonte: O autor (2020)

O difratograma da SV, visto na Figura 16, detectou picos intensos a 26,

equivalente a 9,22°; 17,29° 18,52°, 22,23°. Estes picos evidenciam a natureza
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cristalina do SV e sua estrutura atdbmica organizada. O PCL mostrou dois picos
cristalinos de reflexdo em 21,19° e 23,85°. Na mistura fisica, ocorre uma

superposicao dos picos de PCL e SV. Do mesmo modo se observa nas NC-SV.

4.5 PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO

O perfil de liberacdo do SV puro (SV) e da NC-SV estdo mostrados na
Figura 17, considerando-se o teste de dissolucao por didlise realizado. A SV mostrou
um perfil de liberacdo com difusdo rapida ao meio etanol-agua, e atingiu uma média
de liberacdo de 80% depois de 148 min. As NC-SV tiveram uma liberacdo de 80%
da SV aos 2.880 min, ou seja, em 48 h. Assim, as NC-SV mostraram um padréo de
liberacdo prolongada, sem apresentarem liberacdo imediata (burst effect), de modo
diverso do SV puro. No presente estudo, uma tipica estrutura polimérica envolvendo
um nucleo lipofilico foi planejada para impedir a liberacdo imediata e para obter
liberacdo prolongada, permitindo acdo prolongada do SV e evitando mudltiplas
administracdes diarias da SV.

Figura 17 — Perfil de Liberacdo in vitro da SV livre e da formulacdo NC-SV em
solucdo aquosa contendo 30% de etanol.

110

100 - e

Drug released (%)

—a— SV

~® NC-SV

= N W A O OO N © ©

O O o O o O o o o o

| PR IR RENPURN RENPUR NI R RS R R
H@H

. . — . . .
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Time (h)

Fonte: O autor (2020)



80

4.6 ESTUDO IN VIVO

Do grupo inicial de 48 animais, houve perdas por motivos variaveis: obito por
perfuracdo intestinal, 6bito por possivel perfuracdo de esdfago. Também foi
descartado um animal que apresentou abscesso regido cervical (para o qual ndo se
encontrou relacéo aos procedimentos adotados), e dois animais apresentaram leséo
de parede abdominal, nos locais das puncdes, com formacéo de fibrose extensa e
aderéncia de alcas no local.

Ao final, restaram 10 animais no grupo sham, 9 animais no grupo DP, 8

animais no grupo SV e 12 animais no grupo NC-SV.

4.6.1 Avaliacdo da Espessura do Peritdnio Parietal e Colageno

Os resultados da andlise histolégica estdo resumidos na Tabela 4. Em
resumo, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada para a
espessura peritoneal quando 0s grupos experimentais foram comparados.

No entanto, um aumento significativo no colageno do tipo lll, associado a
inflamacao, foi alcancado no grupo SV (p <0,001) quando comparado ao grupo sham
e DP. Por sua vez, o efeito do NC-SV em relagcdo ao colageno tipo lll foi
estatisticamente semelhante (p> 0,05) ao grupo Sham. A nanoformulacdo também
revelou diferenga estatistica no colageno tipo Il quando comparado ao grupo SV (p
<0,05). A mesma significancia estatistica foi obtida para o colageno tipo | usual,
considerando os grupos estudados, devido a sua complementaridade no colageno

total, que chega a 100%. Os resultados também estdo expressos nas Figuras 18 e 19.

Tabela 4 — Espessura do peritdnio e Colagenos | e Il

Grupos Experimentais

Parametros
SHAM PD SV NC-SV

Espessura* (um) 19.1+6.0 20.1+4.9 19.2+6.1 255+9.1
Colageno tipo I* (%) 829+7.8 772+12.4 56.8 + 13.6 79.6 +8.1
Colageno tipo llI* (%) 17.1+7.8 22,8+12.4 43.2+13.6 20.4+8.1
Colageno relacao tipo | : Il 485:1 3,38:1 131:1 39:1
Aumento na expressao - 11,33 vezes 1 2.53 vezes 1 1.19 vezes
colageno tipo Il1** (+33%) (+153%) (+19%)

* Valores séo representados como média + desvio padréo (DP).

Diferencas significativas ocorre na relacdo Colageno | : Ill no Grupo SV quando comparado aos

demais

Fonte: O autor (2020)



Figura 18 - Expresséo de Colageno Tipo | nos grupos experimentais. Rebuscar.
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Figura 19 — Expressao de Colageno Tipo Il nos grupos experimentais
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Nas paginas seguintes, sdo mostradas algumas das fotomicrografias

obtidas. E possivel observar a espessura do peritbnio na Figura 20. Nas

fotomicrografias referentes ao SR, vistas na Figura 21, é possivel identificar os
colagenos tipo | e tipo Ill.

Figura 20 — Fotomicrografias dos cortes histologicos, coloragdo HE (200x), do

Peritbnio Parietal dos grupos experimentais
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Fonte: O autor (2020)



Figura 21 — Fotomicrografia de corte histolégico. Peritdnio Parietal. (Sirius Red — 400 X)
Verde — colageno lll Vermelho — colageno |

Fotomicrografia de corte histolégico
Peritonio Parietal, grupo sham (Sirius Red — 400 X

Fotomicrografia de corte histolégico
Periténio Parietal, grupo DP (Sirius Red — 400 X

Fotomicrografia de corte histolégico
Peritonio Parietal, grupo SV (Sirius Red — 400 X

Fotomicrografia de corte histolégico
Peritdnio Parietal, grupo NC-SV (Sirius Red — 400 X)

Fonte: O autor (2020)
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4.6.2 Avaliacdo da Expressdo de TNF-a

A expressao tecidual de TNF-a, demonstrada na Figura 22, foi de 23,5 +
14,5%, 20,3 + 11,1% e 0,79 = 0,76% para os grupos DP, SV e NC-SV,
respectivamente. Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos PD e SV.
No entanto, uma diminuicdo estatisticamente significativa na expressdo de TNF-a
nos tecidos foi alcancada quando o grupo NC-SV foi comparado com os grupos PD
(p <0,0002) e SV (p <0,0002).

Figura 22 — Expressao de TNF-a nos grupos experimentais
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Fonte: O autor (2020)

As imagens imuno-histoquimica para a expressdo do TNF-a no tecido
peritoneal de ratos sao apresentadas nas Figura 24. Os estudos de IHQ de TNF-a
indicaram que a expressdo da proteina TNF-a (% / campo de grande aumento -
HPF) foi significativamente maior no corte peritoneal obtido dos grupos DP e SV. O
tratamento de nanoformulacdo contendo SV (grupo NC-SV) evitou o aumento da

expressdo de TNF-a no tecido peritoneal
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4.6.3 Avaliacao da Expresséo de IL-6.

Com relacdo a IL-6, a expressao tecidual foi de 3,14 + 1,35%, 2,72 + 1,28%
e 2,62 + 1,32% (HPF) para os grupos DP, VS e NC-SV, respectivamente. Nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os grupos pareados,
conforme visto na Figura 23. As imagens imuno-histoquimica para a expressao da

IL-6 no tecido peritoneal de ratos séo apresentadas na Figura 24.

Figura 23 — Expressao de IL-6 nos grupos experimentais
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Figura 24 — Fotomicrografia de imuno-histoquimica de TNF-a e IL-6 nos grupos experimentais
estudados
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, as nanocapsulas carregadas com SV foram obtidas com
sucesso como nanossuspensdes pelo método de deposicéo interfacial de polimero
pré-formado. Esta formulacdo apresentou aspecto final azulado opalescente devido
ao efeito Tyndall tipico de coloides (RUDNIK et al., 2020; CAMARGO et al., 2020).

O tamanho médio de particula e o valor PDI foram semelhantes aos
previamente registrados por espectroscopia de correlacdo de fétons para outras
nanocapsulas poliméricas (MATTIAZZI et al., 2019).

Valores de PDI préoximos de zero sdo considerados monodispersos e
maiores que 0,5 indicam dispersao heterogénea (RUDNIK et al., 2020). O potencial
Zeta também foi adequado, uma vez que foi superior a | 30 mV |, o que geralmente é
considerado como tendo for¢ca repulsiva suficiente para alcancar uma melhor
estabilidade coloidal fisica (CAMARGO et al., 2020)

As micrografias eletrbnicas confirmaram a forma esférica e a superficie lisa,
que sao tipicas de nanocapsulas poliméricas obtidas usando PCL como polimero
(GOMES et al., 2019).

Assim, a nanoformulacdo contendo SV apresentou todas as caracteristicas
necessarias em termos de tamanho, carga superficial e morfologia para seu uso por
via oral, intraperitoneal e intravenosa.

O resultado do FTIR mostrou que ndo houve ligagBes quimicas entre SV e
polimero, do mesmo modo que constatado por outros autores (GOMES et al., 2019;
ELZEIN et al., 2004; SA, 2014).

O resultado da DRX da SV isolada mostrou padrdo semelhante ao esperado
para o SV (FERREIRA, 2017). O mesmo ocorreu com a PCL, que apresentou 0
padrdo esperado (CAVALCANTE; RODRIGUES; TAVARES, 2015). A mistura
fisica da PCL com o SV apresentou sobreposicoes dos padroes de DRX das
espécies isoladas. As NC-SV preservaram a cristalinidade. Isto desempenha um
papel importante em meio fisioldgico, visto que a fase cristalina € menos acessivel
as moléculas de agua, podendo causar impactos no perfil de difusdo do SV no corpo
do individuo, dessa forma, quanto mais amorfo o sistema, mais rapida sera a difuséo
do SV no meio (FERREIRA, 2017).

No entanto, é também essencial investigar a eficiéncia do encapsulamento

para descobrir a quantidade total de SV aprisionado na nanoformulagéo coloidal
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apos sua preparacao, possibilitando usar a quantidade do SV correspondente em
estudos em animais. As nanocapsulas de PCL carregadas com SV (NC-SV) tiveram
uma eficiéncia de encapsulacéo proxima a 100%. Esses altos valores de eficiéncia
de encapsulagdo sdo principalmente devido a baixa solubilidade aquosa de SV, que
fornece um alto aprisionamento do SV nas formulacdes contendo 6leo ou lipideo.

Estes resultados sdo melhores que os obtidos por Gambhire, Bhalekar e
Shrivastava (2011), que desenvolveram nanoparticulas sélidas de SV que foram
preparadas por pré-emulsdo seguida pelo método de ultrassonicacdo. O método
resultou em producéao consistente de nanoparticulas com tamanho médio de 245 nm
e % de aprisionamento de 72,52%. Os resultados obtidos neste estudo também
foram superiores que os obtidos por Zhang et al. (2010), que criaram nanoparticulas
lipidicas preparadas por evaporacdo do solvente. Ele utilizou dois tipos de
surfactante — Tween® (Formulacdo 1) ou HS-15 (Formulacdo 2), lecitina e SV
dissolvidos em diclorometano e gotejados em agua destilada sob agitacdo. O
potencial zeta das duas formulagdes estava em torno de -30 mV, e a carga de
farmacos foi de 7,46% (Formulacéo I) e 5,88% (Formulacéo Il) com eficiéncia de
encapsulamento 97,2 e 99,2%, respectivamente.

Shinde e More (2011) estudaram a formulagcédo de nanoparticulas de SV pelo
método de nanoprecipitagdo. Usaram &acido polilatico co-glicélico (PLGA) como
polimero lipofilico, F-68 como surfactante estabilizador, em concentragcfes variaveis,
obtendo eficiéncia do aprisionamento entre 87,03% e 97,18%, e o tamanho das
particulas variando entre 376nm a 409nm.

Fathi et al. (2018) prepararam NP de SV através da técnica de evaporacao
de emulsificacdo e solvente, seguida de ultrassonicacédo, usando acido estearico,
acido oleico e lecitina dissolvidas em cloroférmio como fase organica, e o surfactante
PluronicF-68 na fase aquosa. Obteve NP esféricas, com menos de 200 nm, e carga
de superficie negativa (potencial zeta de -35-40 mV). A eficiéncia de encapsulacdo
variou de 54,58% a 75,77%, sendo menor com aumento da concentracdo do
surfactante.

A proxima etapa foi investigar a liberacdo do SV in vitro para confirmar se a
nanoformulacdo poderia fornecer um padréo de liberacao controlada. Uma estrutura
tipica de nucleo oleoso envolto por um envoltério polimérico foi estrategicamente
planejada para esse fim, de forma a evitar a liberacdo imediata de SV e obter uma

resposta prolongada. Essa abordagem foi fundamental para evitar a administragao
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de doses multiplas por dia aos ratos e garantir um efeito farmacolégico mais
duradouro do que o SV convencional.

Nossa nanoformulagédo contendo SV provou uma liberagdo prolongada do
SV durante 48 horas sem nenhuma exploséo inicial relevante. A preservacao da
cristalinidade, anteriormente discutida, pode ter colaborado para este perfil de
liberacdo. No estudo de Fathi et al. (2018), os padrdes de liberacdo do SV
demonstraram uma répida liberacao inicial (burst), seguida por liberacdo sustentada
a uma taxa constante ao longo de 24 h. A rapida liberacg&o inicial no estudo de Fathi
foi atribuida a rapida liberacdo do SV aprisionado préximo a superficie das
nanoparticulas. A liberacdo prolongada do SV apds a liberacdo inicial pode estar
relacionada a natureza lipofilica da SV, que tem alta afinidade ao nucleo das
nanocapsulas. O SV no nucleo das nanoparticulas tem um caminho de difusdo mais
longo para alcancar a superficie, em comparacdo com o SV aprisionado proximo a
superficie. Padrées mais rapidos de liberacdo do SV foram observados com o
aumento das concentragcfes de 4cido oleico e da concentracdo de surfactante. Esta
liberacdo aumentada do SV a partir dos NP pode ser atribuida a diminuicédo
significativa no tamanho das particulas e, portanto, ao aumento da éarea de
superficie especifica e, subsequentemente, a taxa de liberacdo do medicamento.

Portanto, a formulacdo NC-SV pode fornecer um padrdo de liberacéo
controlada para SV e pode garantir uma melhor farmacocinética, uma vez que este
nanocarreador também pode evitar o metabolismo extenso de SV pelo sistema
citocromo-3A no intestino e no figado (ZHANG et al., 2010).

Os resultados em relacdo a espessura do peritbnio e a fibrose podem
eventualmente ser explicados pela baixa dose de SV usada. A DL50 oral da SV em
camundongos é de aproximadamente 3,8 g/kg e, em ratos, é de aproximadamente 5
g/kg?, e estudos experimentais podem usar doses maiores de SV, como o estudo de
Anbinder et al. (2007), que administrou 25 mg/kg e ndo ocasionou Obitos. Estudo
anterior usando SV na dose de 4 mg/kg ndo mostrou melhora nos parametros de
espessura e fibrose, no entanto, o numero de animais foi baixo, 0o que limitou a
conclusao do estudo (BARONI et al., 2012).

Em estudo de Yenigerioglu et al. (2010) a atorvastatina diminuiu a espessura

do peritdnio de ratos, indicando que houve menos fibrose nos animais avaliados. No

2 Informacdes sobre identificacdo do medicamento, ver Vytorin: Solu¢do Oral (2020).
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entanto, os niveis de IL-6 foram significativamente maiores no grupo tratado, os
niveis de TNF- a nao foram diferentes, mas houve queda nos niveis de TGF-f, todos
estes mensurados no efluente da solugcdo de DP infundida no peritdbnio. Em geral,
ratos Wistar usualmente bebem 20-50mL de agua ao dia (10 mL/100 g de peso/dia)
(CLAASSEN, 1995). Assim, altas doses de atorvastatina atingindo quantidades
acima de 1,6g por dia foram usadas para alcancar mudancas morfolégicas na
espessura do peritonio de ratos. Nesse sentido, supomos que a baixa dose de SV
utilizada foi responsavel pela auséncia de efeitos na espessura peritoneal de ratos
Wistar nos grupos SV e NC-SV.

Quando o tipo de colageno foi avaliado, o grupo NC-SV mostrou uma
expressdo de colageno tipo lll estatisticamente semelhante ao sham e ao DP.
Portanto, a nanoformulagcédo foi capaz de reduzir o colageno tipo Ill associado a
inflamacé&o aos niveis de controle. O colageno tipo Ill é secretado por fibroblastos e
outros tipos de células mesenquimais, tornando-se um elemento importante em
vérias doencas associadas a inflamacédo, como fibrose renal (KARSDAL, 2019).
Consequentemente, a baixa expressao do colageno tipo Il fornece fortes evidéncias
de que a inflamacéo foi significativamente suprimida pela nanoformulacdo, o que
nado foi tdo notavel com o uso de SV livre, embora o efeito anti-inflamatério da SV
seja bem conhecido por inibir a formacgéo de isoprendides intracelulares e melhorar a
biodisponibilidade do NO (MICHOS et al., 2019).

7

O que nao fica muito claro € o motivo pelo qual o grupo DP nao foi
significativamente diferente do sham. Uma possivel explicacdo é oriunda da
diferente manipulacéo entre estes grupos, visto que o grupo sham néo foi submetido
a gavagem. Sabe-se que dano na mucosa do esodfago causada por gavagem pode
alterar as células do epitélio intestinal. A gavagem, danificando o epitélio esofagico,
causa reducdo das células T yd, as quais, por sua vez, tém importante papel
regulador na manutencgéo da funcdo da barreira do epitélio intestinal e da renovagéo
celular do mesmo. A reducéo das células T yd ode causar também uma reducao das
células CD3+. Este estudo fornece evidéncias iniciais da importancia da integridade
esofagica e das populacbes celulares do intestino e que o uso de gavagem
prolongada e repetida pode ser acompanhado de complicagbes imunoldgicas
(KINDER et al., 2014).

Mais recentemente, foi descoberto que nédo apenas essas células T yd

fornecem fatores de crescimento epitelial essenciais, que s&o cruciais para manter a
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homeostase do tecido e o retorno oportuno a condicdo de estado estacionario apos
o dano, mas também agem rapidamente para compartimentar e limitar a exposicao
patogénica microbiana ao compartimento imune sistémico (NIELSEN et al., 2017).
Podemos, entdo, ter por hipétese que os animais submetidos a gavagem repetida
possam ter tido uma reacgéo inflamatoria mais intensa.

De todo modo, no grupo NC-SV, que também foi submetido a gavagem, o
padréo de propor¢éo entre colageno Tipo | e Il foi semelhante ao sham. Isto poderia
ser explicado pela acdo anti-inflamatdria mais intensa desta formulacdo. Esses
resultados confirmam que a nanotecnologia pode evitar a condicao inflamatoria
gerada pela infusdo da DS, principalmente por levar a uma liberagdo controlada de
SV, melhorando a biodisponibilidade do SV e prolongando seu efeito anti-
inflamatorio no tecido peritoneal.

Considerando os resultados promissores obtidos para o grupo NC-SV
durante a andlise do colageno, a investigacdo foi aprofundada para verificar quais
citocinas inflamatdrias foram inibidas. A nanoformulacdo diminuiu expressivamente a
expressdo do nivel de TNF-a no tecido peritoneal de ratos, o que néo foi observado
para SV livre. O TNF-a desempenha um papel fundamental em muitas doencas
inflamatorias. E produzido por macréfagos, células natural killer, neutrofilos e varias
células ndo hematopoiéticas. Embora o TNF-a tenha sido inicialmente identificado
por sua citotoxicidade contra certas linhagens celulares, sua funcdo primaria
(associada a IL-1) é iniciar a cascata de fatores associados a resposta inflamataria.
Portanto, parece que a nanoformulacao foi capaz de melhorar a quantidade do SV
no tecido peritoneal e garantir o efeito anti-inflamatério adequado da SV em baixa
dose contra o estado inflamatorio proporcionado pelo procedimento de DP.

Alguns relatérios anteriores demonstraram a maior permeabilidade intestinal
e 0 aumento da biodisponibilidade quando os nanossistemas foram usados como
abordagens tecnoldgicas para SV. A melhora no perfil farmacocinético/dinamico do
farmaco foi observada no estudo de Fathi et al. (2018), que avaliou a agdo das NP
de SV nos niveis de lipidios em ratos, usando SV convencional ou NP, na dose de
5mg/kg. A queda no nivel sérico dos lipidios foi significativamente maior do grupo
NP. As NP podem proteger o medicamento da degradagéo enzimatica, reduzindo a
exposicdo do medicamento as bactérias intestinais, bem como protegendo o
medicamento da degradacdo enzimética durante o processo de absor¢do e, assim,

permitindo uma maior permanéncia no tempo gastrointestinal e uma vida média de
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eliminacdo de 35,04 horas, resultado muito melhor quando comparado ao da
formulacdo convencional, que foi de 10,20 horas (FATHI et al., 2018).

Melhora na permeabilidade intestinal também foi demonstrada por Mendes
et al. (2016), que produziram nanoparticulas lipidicas por spray drying. Uma queda
significativa das citocinas inflamatérias, incluindo IL6 e TNF-qa, foi observada por Fei
Tong et al. (2017), usando um modelo de isquemia intestinal em ratos, sendo que a
dose utilizada foi de 20mg/kg.

Nesse sentido, o efeito anti-inflamatério proporcionado pelo NC-SV pode
estar associado a diminuicdo da expressdo do colageno tipo Ill e a reducao
significativa da expressdao do TNF-a quando o modelo experimental de rato de
fibrose peritoneal induzida pela infuséo de solugcéo de DP foi usado.

Considerando que, em estudos prévios, a SV foi capaz de reduzir a
expressdo de IL-6 em células musculares lisas e macrofagos (CHU et al., 2018), a
expressado de IL-6 foi também estudada. Kishimoto (2010) propds que a IL-6 é uma
citocina multifuncional envolvida na proliferacéo e diferenciacéo celular, mantendo a
homeostase imunoldgica, a funcdo dos macréfagos e outras fungbes essenciais. IL-
6, agindo por meio do transdutor de sinal de fatores de transcricdo latente e ativador
da transcricdo-3 (STAT3) e STATL1, também desempenha papéis essenciais no
controle da infiltracdo de leucdcitos durante a inflamacédo aguda (FIELDING et al.,
2008).

No presente estudo, nenhuma alterac&o significativa na expressao de IL-6
no tecido foi encontrada para SV puro e nanoformulacdo carregada com SV. A
possivel razdo pode ser que a IL-6 é um mediador pré-inflamatério agudo e o
modelo animal envolveu o uso crénico e duradouro de solugcéo de dialise a 4,25%.
Em geral, a deteccdo da IL-6 ocorre em estudos realizados durante poucos dias
(CHU et al., 2018), mas esse estimulo inflamatério foi mantido por quase um més no
presente estudo.

As interacdes celulares entre células endoteliais e células musculares lisas
vasculares (VSMC) / macrofagos parecem ser muito alteradas em condicoes
inflamatorias, e as citocinas tém papel nestas altera¢des. Para estudar isto, Chu et
al. (2018) utilizaram um modelo que utilizou células isoladas de aorta de ratos.
Foram estudados os efeitos de SV nas funcbes VSMC / macréfago, que sao
induzidas por células endoteliais ativadas por TNF- a no sistema de cocultura in

vitro. Os resultados mostraram que, em condi¢cdes sem contato, a SV poderia reduzir
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a proliferacdo, apoptose e TNF-a, IL-6 e secrecdo do fator de crescimento vascular
endotelial tanto na VSMC quanto nos macrofagos, que é induzido pela CE ativada
por TNF- a. E uma hipétese que a SV regula as interacdes e os fatores solluveis
entre EC e VSMC / macré6fagos podem ser obtidos. Isso pode ser um potencial
mecanismo anti-aterosclerose da SV.

Em humanos, a acdo da SV em nanoformulacao foi estudada em pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca com circulacdo extracorporea. O uso da SV resultou
na melhoria da funcdo cardiaca e reducdo nos marcadores de injaria miocardica.
Também reduz de modo significativo os niveis de IL6, IL8 e TNF-a, bem como reduz
a autofagia dos midcitos cardiacos no pés-operatoério (HUA et al., 2017).

Estes estudos mostram a efetividade do uso da nanotecnologia na melhora
do desempenho da SV em diversas situacdes experimentais, que podem ter impacto
também no seu uso em humanos.

Entre as limitacdes do estudo, podemos considerar que ndo foram
comparadas as expressdes de TNF-a e IL-6 entre todos os grupos. Também nao
foram mensuradas as repercussdes sistémicas do quadro inflamatério peritoneal.

Podemos corroborar as consideracdes de Alston, Fan e Nakayama (2017),
de que a PE € uma condic&o que resulta de varios processos patolégicos que levam
a aparéncia de aderéncia, fibrose, vasculopatia e a formacéo de tecido encapsulado
na superficie peritoneal lesada. A PE pode representar um processo patologico
exagerado; e que pesquisas na patogenia podem propiciar novas abordagens.
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6 CONCLUSAO

O estudo chegou as seguintes conclusdes:

O método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado para
obtencdo de nanocapsulas poliméricas de (PCL) foi capaz de produzir
nanocapsulas de SV,

Foi alcancada uma alta eficiéncia de encapsulacao;

Os estudos morfolégicos mostraram nanocapsulas de tamanho
adequado com G6timo potencial Zeta;

Os estudos espectroscopicos mostraram que o SV se manteve integro,
sem reagir com demais componentes da formulacdo, e mantendo sua
cristalinidade;

O ensaio de dissolucéo in vitro obtido mostrou liberacdo prolongada;

No estudo in vivo, a nanoformulagcdo de SV diminui notavelmente o
colageno do tipo lll, associado a inflamagdo e a expressao tecidual de

TNF-a, mesmo em baixa dose.

Assim sendo, abordagem baseada em nanotecnologia € promissora para o

tratamento de fibrose peritoneal ou mesmo esclerose peritoneal encapsulante.
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APENDICE A — IDENTIFICACAO DE GAIOLA

IDENTIFICACAO DE GAIOLA

GAIOLA 1 DATA
GRUPO CONTROLE

5 RATOS ACOMPANHAMENTO 21 DIAS
SEM USO DE SINVASTATINA

XX/XK /XK

RATO 1 1 MARCA

RATO 2 2 MARCAS
RATO 3 3 MARCAS
RATO 4 4 MARCAS
RATO 5 5 MARCAS

ALUNO - BARONI, GILBERTO

GAIOLA 2 DATA
GRUPO ESPERIMENTAL
5 RATOS ACOMPANHAMENTO 21 DIAS

XX/ KX XX

USO DE SINVASTATINA
RATO 1 1 MARCA
RATO 2 2 MARCAS
RATO 3 3 MARCAS
RATO 4 4 MARCAS
RATO 5 5 MARCAS

ALUNO - BARONI, GILBERTO

GAIOLA
3 DATA XXSHX KX
GRUPO CONTROLE

5 RATOS ACOMPANHAMENTO 48 DIAS

SEM USO DE SINVASTATINA
1

RATO1 MARCA

RATO2 2 MARCAS
RATO3 3 MARCAS
RATO4 4 MARCAS
RATO5 5 MARCAS
ALUNO - BARONI, GILBERTO

GAIOLA
4 DATA XXX HX

GRUPO EXPERIMENTAL
5 RATOS ACOMPANHAMENTO 48 DIAS
USO DE SINVASTATINA
1
RATO1 MARCA
RATO 2 2 MARCAS
RATO 3 3 MARCAS
RATO4 4 MARCAS
RATO5 5 MARCAS
ALUNO - BARONI, GILBERTO

107



APENDICE B — PLANILHAS DE ACOMPANHAMENTO
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APENDICE C - DESCRICAO DA OPERACAO

DESCRICAQ DE CIRURGIA

DATA
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HORA INICIO

RATON

GRUPO

EXP ()
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GAIOLA N
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AMNESTESIA
DOSE
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KILASINGA
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DESCRICAQ PROCEDIMENTOD

[HoRA FIM

EUTANASIA

| Hora
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|
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APENDICE D — FORMULARIO DE ENCAMINHAMENTO

CARTAO DE IDENTIFICACAD MATERIAL PARA PATOLOGIA
FEITO DE MODO CEGO

RATO NUMERO
GAIOLA NUMERO

MATERIAL
AACD
PERITONIO

DATA RETIRADA
DATA ENTREGA

FIXADOR | |
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO PROJETO

Pfsw% -

Ty I 0.2 ol
uEd'ﬂ""r']EIr“"

Uveasabt 5tepuaL ot s Giosta PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processol Process CEUA - 037/2018
Protocolo UEPG — 6116/2018

Titulo — .Projeto de pesquisa “"Desenvolvimento, caracterizagdo e avaliacao de
nanocapsulas poliméricas contendo sinvastatina na prevengao da fibrose

peritonial”

Interessado: Gilberto Baroni/Paulo Victor Farago

e-mail:_pyfarago@gmail.com
Data de Entrada — 17/04/2018
Resultado: Aprovado

Consideragbes
A comissao de Etica no Uso de animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-

UEPG) certifica que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa acima
especificado estao de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacsio de
Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA), estabelecidas pelo Conselho Nacional para

fins de Experimentagdo Animal (CONCEA) e com as normas internacionais para a
experimentagio animal. Dessa forma, fica autorizada a utilizagao de 36 ratos heterogénicos
para a execugao desse projeto.

Panta Grossa, 28 de setembro de 2018 |

e SEEN o
Coordenadora da Camisso de Etica no'tsrdgeaiafiais CEUA-UEPG

A, Gen, Carlos Cavalcanti, n? 4748, CEF 84.030-800 Campus Univershano em Uvaranas
Paonta Groses — Parana
Bloco da Reitoria = anexo g PROFESF
Foma: (042) 3220-3264




112

ANEXO B — CALCULO DO NUMERO DA AMOSTRA

50—

45

40

Total sample size

30

25 —

1 ' T
0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.8 0.95
Power (1~ err prob)

Plot Parameters

Plot (on y axis) Total sample size v EZ] with markers j and displaying the values in the plot
as a function of Power (1-f err prob) v from 0.6 | insteps of 0.01 ' throughto 0.95
Plot |} v | graph(s) |interpolating points v
with | Effect size f v at 0.5933303

and o err prob v at 0.05 Draw plot




