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PRODU(;AO DE NANOPAR'I:I'CULAS CONTENDO DIETILCARBAMAZINA PARA
LIBERACAO HEPATO-ESPECIFICA E AVALIACAO EM MODELO DE INFLAMACAO
HEPATICA AGUDA

Brennda Martins Gabinio”

RESUMO

Estudos anteriores demonstraram que a dietilcarbamazina (DEC) é um potente anti-
inflamatorio gracas a sua atuacdo sobre a atividade da glutationa, citocinas e enzimas
inflamatdrias. Porém, devido as caracteristicas fisico-quimicas deste farmaco, para uma
melhor absor¢do e permanéncia no organismo, é necessario um vetor, neste caso um
nanocarreador, produzido pelo método de mdltipla emulsdo. O presente trabalho teve como
objetivo a producdo de nanoparticulas contendo DEC para liberacdo hepato-especifica,
caracterizando o sistema nanoparticulado e avaliacdo em modelo de inflamacdo hepatica
aguda em camundongos C57BI/6. Os resultados encontrados revelaram nanoparticulas com
tamanho médio variando entre 298,7 nm a 364,4 nm. Mostraram ainda que o farmaco se
encontrou disperso molecularmente e com aumento no tempo de liberagdo para as amostras
nanoencapsuladas. O tratamento com nanoparticulas de 2,5mg/ml de DEC apresentou uma
acdo anti-inflamatdria superior a dose tradicional de DEC (50 mg/kg), restaurando a
morfologia do figado, melhorando parametros soroldgicos e reduzindo a expressdo de
marcadores inflamatdrios. Portando, alcangamos uma formulacédo satisfatoria com efeito anti-
inflamatdrio significativo em células do figado, além da reducdo na dose e no tempo de
tratamento, o que representa uma formulacdo promissora para o tratamento de distarbios
inflamatorios.

Palavras-Chave: Hepatite. Anti-inflamatdrio. Nanobiotecnologia.

INTRODUCAO

Hepatite € uma inflamacdo que ocorre no figado, caracterizada por necrose difusa ou
irregular. Pode ter diversas origens, tais como: erros no sistema autoimune ou metabdlico,
infeccdes virais ou bacterianas, alteragdes decorrentes da dieta hiperlipidica e do consumo
excessivo de substancias toxicas. (KARNSAKUL & SCHWARZ, 2017; RUTHERFORD,
2016; SARTAKHTI, 2012).

A hepatite pode se manifestar de forma crénica ou aguda. O estado crénico ocorre de
forma mais lenta e com sintomas menos perceptiveis, destruindo os hepatdcitos

gradativamente. Quanto ao seu estado agudo, os sintomas sdo bastante variaveis, a depender

* Aluna de Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus V.
Email: brennda_martins@hotmail.com



do estado imunoldgico do paciente. Frequentemente esta inflamacao revela-se com o quadro
clinico similar ao de uma gripe apresentando mal-estar, febre, nauseas e dores, em quadros
mais intensos pode ocorrer o0 amarelamento da pele e dos olhos. Os tratamentos existentes sao
limitados e diferenciados, a depender da etiologia e/ou persisténcia do estimulo. Quando as
medidas terapéuticas ndo séo eficientes, os pacientes podem evoluir para uma cirrose levando
a faléncia hepética (JORGE, 2011; SHELOCK, 2002).

O figado ¢é o principal 6rgdo para o metabolismo de drogas e produtos quimicos,
consequentemente, € o Orgdo alvo para grande parte destes produtos. Diversas terapias
especificas para patologias do figado tém sido desenvolvidas com sucesso. Os tratamentos
que reduzem a inflamacéo pelo bloqueio do fator de necrose tumoral (TNF-a), sdo 0s mais
conhecidos. A compreensdo dos mecanismos de uma hepatopatia ainda é bastante indefinida,
0 que torna o transplante de figado o tratamento mais eficaz para pacientes com insuficiéncia
hepéatica (AKRIVIADIS et al, 2000; BOETTICHER et al., 2008; LEE, 2011; NAVEAU et al,
2004; ROCKEY, 2008).

A Dietilcarbamazina (DEC) é um derivado da piperazina com nome quimico 1-
dietilcarbamil-4-metilpiperazina que pode ser preparada na forma de sais de cloridrato, citrato
e fosfato (Figura 1). Santiago-Stevenson e colaboradores (1947), demonstraram sua acdo na
filariose linfatica, causada pela Wuchereria bancrofti, que hoje € tratada com
Dietilcarbamazina e Ivermectina ou em associacdo com Albendazol. A partir de 1950, a DEC
foi distribuida como sal de citrato por inmeras companhias farmacéuticas, direcionada para o
tratamento de filariose linfatica. E um p6 branco, muito soltvel em agua, estavel, mesmo em
condicdes de umidade e temperaturas muito elevadas, e resiste, inclusive, a autoclavagem.
(BAHMANI et al., 2014; DREYER & NOROES,1997).
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Figura 1 - a) Estrutura molecular da DEC e b) Estrutura molecular do Citrato da DEC (Silva, 2010;

Rolim, 2012)

Nos ultimos anos, diversos estudos vém descrevendo outras atividades farmacoldgicas
para a DEC. Ensaios clinicos concluiram que a DEC pode ser razoavelmente eficaz em
condicBes asmaéticas e pode agir como um potente inibidor de leucotrienos e da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2). Além disso, demonstrou-se que esta droga pode interferir nas vias
da ciclo-oxigenase e lipoxigenase, reduzindo a producdo de eicosanoides e também apresenta
um efeito antifibrético e prd-apoptotico, podendo demonstrar um efeito anti-inflamatério.
(DA SILVA et al, 2014; EL, 2017; FRAGOSO, 2017).

Rocha (2012), concluiu que, apés testes in vivo em camundongos (com inducdo de
consumo alcodlico), que a hepatite crbnica, nestes individuos, estd associada com a
hiperproducdo de citocinas pro-inflamatérias que desempenham um papel importante no
desenvolvimento da doenca hepatica alcodlica (DHA). Animais desnutridos e com a
inflamacéo induzida, foram submetidos ao tratamento com a DEC, mostrando que o acumulo
de lipideos foi impedido e promoveu-se uma reducdo nos danos causados devido a ma
nutricdo, bem como, a preservacdo de organelas e da membrana composta de hepatdcitos
evidenciando um efeito protetor pela DEC. Além disso, o grupo tratado com a droga mostrou

uma reducdo significativa das leses morfologicas.

Nos ultimos anos, surgiram diversos sistemas para a administracdo de farmacos. Com
o tamanho compreendido entre 10 nm a 1000 nm, as nanoparticulas sdo capazes de melhorar a
farmacocinética e a biodisponibilidade do farmaco, a estabilidade e como consequéncia

favorecer o efeito clinico; além disso, minimizar a toxicidade do principio ativo (GONG &
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CHEN, 2016; SALTAO & VEIGA, 2001; SCHAFFAZICK et al, 2003). Essa tecnologia
permite a manipulacdo das propriedades fisico-quimicas e biologicas do material e uma maior
eficiéncia e seguranca na entrega farmacoldgica. (HARISA & ALANAZI, 2014).

Considerando que a DEC é um farmaco ja produzido em larga escala e com ampla
comercializacdo ao estudar suas propriedades quimicas é possivel a aplicacdo de uma nova
finalidade farmacoldgica, sendo esta, um anti-inflamatério (DREYER & NOROES,1997;
ROCHA, 2012). Considerando também que através do uso da nanotecnologia é possivel
desenvolver um vetor que serd direcionado para atuar em um sitio de agdo especifico,
promovendo a diminuicdo dos efeitos colaterais e permanéncia prolongada do principio ativo,
uma vez que a DEC possui meia vida de aproximadamente 5 horas in vivo (DREYER &
NOROES,1997; GILL, 2013)

O presente trabalho teve como objetivo a producdo de nanoparticulas contendo
Dietilcarbamazina para liberagcdo hepato-especifica, caracterizando o sistema nanoparticulado

e avaliacdo em modelos de inflamacéo hepética aguda em camundongos C57BI/6.
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MATERIAIS E METODOS

Producao de nanoparticulas

Este procedimento foi realizado em trés etapas: Preparacdo da fase aquosa 1 (H1),
constituida por agua destilada e DEC (Sigma-Aldrich, USA), preparacao da fase orgéanica (L),
constituida por Diclorometano, Poli-e-(caprolactona) (PCL) e Pluronic F68 e preparacdo da
fase aquosa 2 (H2), constituida por agua destilada e Acetato de polivinila (PVA). A
formulacdo e seus usos para tratamento de distarbios inflamatdrios foram reivindicados por
nossa patente (BR 10 2017 002700 7), depositada no INP1 em abril de 2017.

A formulacdo final, ap6s evaporacdo dos solventes pelo evaporador rotativo IKA
RV10, continha 10ml que foi obtido por multipla emulsdo no Ultra-Turrax IKA T18 basic,

como mostra o Esquema 1.

Fase aquosa 1 Fase organica
(H1) @)
\ Y }
Emulsdo
Fase aquosa 2 S
(H2) primaria
G (H1/L)

\ }
!

Emulsio
secundaria
(H1/L/H2)

Esquema 1 — Fluxograma do processo de preparacao das nanoparticulas de PCL contendo DEC.

As nanoparticulas foram preparadas em trés formulacGes distintas: 1. Branca, onde nao
continha o farmaco (NP B), 1I. A formulacdo contendo 1,0mg/ml do farmaco (NP- DEC 10) e
I11. A formulacdo contendo 2,5mg/ml do farmaco (NP-DEC 25).
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Caracterizacao do sistema nanoparticulado

Tamanho de particula, Potencial Zeta e indice de polidispers&o

O tamanho médio e a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas
foram analisados usando dispersdo dindmica de luz (DLS) no analisador de particulas
Zetananosizer® Zs90 (Malvern), do Laboratério de Sistemas Dispersos (LASID) — UFRN.
Obtivemos a carga de superficie eletrostatica no mesmo equipamento. A diluicdo foi de

1:1000, em triplicata. As leituras foram executadas a 25°C, com angulo de incidéncia de 90°.

Analise morfoldgica

A anélise morfoldgica foi realizada por microscopia eletrdnica de transmissao (MET),
com o microscépio Tecnai G20 (FEI). Foi utilizado o acido fosfotingstico 2% (PTA 2%)
como contraste negativo. Primeiramente uma gota da suspensdo contendo as nanoparticulas
foi adicionada a grelha de cobre. Ap6s 1 minuto o excesso de amostra foi retirado com auxilio
de papel filtro. Logo depois foi adicionada uma gota do PTA 2%. Apds 1 minuto foi retirado
0 excesso do PTA 2% com papel filtro. Foi feito secagem ao ar para entdo serem observadas

no microscépio.
Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros foram obtidos em espectrofotdmetro IRPrestige-21 Shimadzu® acoplado
a um acessorio de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de seleneto de zinco (ZnSe).
Os espectros foram obtidos na faixa de 4000-700 cm™, com 20 varreduras a temperatura

ambiente.

Difratometria de pos por Raio X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos em difratbmetro da marca BRUKER, modelo
PHASER D2. Foi utilizado fonte de radiagdo Cu-Ka, varredura angular 20 de 2°/min, com

intervalo de varredura entre 5° e 70°.
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Curva de calibracéo

Uma solucéo estoque de DEC (1mg/ml) foi preparada utilizando o meio empregado na
cinética de liberacdo (Adgua destilada). A partir desta solucdo, diferentes diluicbes foram
realizadas nas concentragdes 1pg/ml, 2pug/ml, 5ug/ml, 10ug/ml, 25pug/ml, 50ug/ml, 75pug/ml
e 100pg/ml, em triplicata. As amostras foram analisadas em espectrofotometro UV-VIS,
modelo Spectrum SP2000UV, no comprimento de onda de 211nm (valor obtido por

varredura). A equacéo da curva foi obtida utilizando o Microsoft Excel 2013®.

Cinética de liberacao

A cinética de liberacdo in vitro foi determinada utilizando o método de membrana de
diélise. Ap6s obtengdo das nanoparticulas, a formulacao foi transferida para a membrana de
didlise (Dialysis Tubing Cellulose Membrane 25mmx16mm, referéncia D9777-100FT,
12.000 KDa Sigma-Aldrich®), que logo em seguida foi colocada em 100ml de &gua destilada.
Todo o sistema foi mantido a temperatura ambiente com agitacdo continua, a 500rpm. Em
dados intervalos de tempo (min: 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300, 360, 1440,
2880, 4320, 5760 e 7200), retirou-se 2mL de solucdo aquosa do meio de liberacéo,
devolvendo 2mL de agua destilada para o meio, a cada coleta. A concentracdo do soluto foi
verificada utilizando o espectrofotdmetro, a 211nm, e calculada pela curva de calibracéo.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Teste de toxicidade

Cultura de células

As células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foram fornecidas pelo
banco de células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As linhagens de células foram
mantidas no meio RPMI 1640 nutriente suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e
antibioticos (100 pg / mL de penicilina e estreptomicina) em uma incubadora de CO2 a 5% a

37 ° C. O meio de cultura foi trocado apos o periodo de 48 horas.
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Ensaio de viabilidade celular

As solucdes estoques de cada formulacdo testada foram preparadas em agua destilada
e diluidas até as concentracGes desejadas (6,25ug/ml, 12,5ug/ml, 25ug/ml, 50ug/ml,
100pg/ml e 200pg/ml) antes das experiéncias em um meio RPMI completo. A viabilidade
celular foi determinada usando brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium
pelo o teste de MTT (Mosmann, 1983). Linhas de células HUVEC, a uma densidade de 3x10*
células/mL, foram inseridas em placas de 96 pocos em contato com diferentes concentracdes
das formulagGes utilizadas, durante 24 e 72 horas a 37°C numa atmosfera umidificada
contendo 5% de CO». Depois disso, 0 MTT (5 mg / mL em PBS) foi incubado durante 3h nas
mesmas condi¢cOes descritas anteriormente. O produto do MTT, formazan, foi dissolvido em

SDS/HCI 0,01mol.L™ e a densidade optica foi registada num espectrofotometro a 570nm.

Avaliacdo em modelo de inflamacéo hepética aguda

Animais

Quarenta e dois camundongos machos C57BI/6, com idade de 5 semanas e peso médio
de 16g, foram obtidos no Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes - FIOCRUZ (PE-BR). O
estado de saude dos camundongos foi examinado e os animais foram aclimatados a um
ambiente laboratorial de 23°C e um foto periodo escuro de 12 h em 12 horas. Os animais
foram alojados em gaiolas metalicas e alimentados com uma dieta padrdo e agua ad libitum.,
O Comité de Etica em Estudos Animal do Instituto Oswaldo Cruz aprovou todos os

experimentos relatados (n. © 72/2014).

Solugdes de DEC

As solucbes foram compostas por agua destilada e DEC livre ou nanoencapsulada
foram ajustadas de acordo com o peso corporal de cada animal. Elas foram administradas
através de injecao intraperitoneal (100 ul / dia). O grupo de controle (Cont) recebeu apenas

agua destilada através da mesma via de administrag&o.
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Grupos experimentais

A inflamacdo aguda foi induzida por administracdo intraperitoneal de Hepatotoxina
tetracloreto de carbono (CCl4) administrando 0,1 uL / g de peso corporal (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) dissolvido em azeite (volume final, 100 pl por camundongo) (Allman,
2010). Uma dnica injecdo foi administrada no sexto dia de tratamento com DEC ou
nanoparticulas com DEC (NP-DEC). Foram administrados DEC (25 mg/kg e 50 mg/kg) e
NP-DEC (25 mg/kg e 10 mg/kg) através de injecéo intraperitoneal durante 6 dias (1 injecao /
dia) antes da administracdo de CCl4. Os grupos de controle receberam agua destilada através
da mesma via. Os camundongos C57BL/6 foram separados em seis grupos (n = 7 / grupo): (1)
o0 grupo controle (Cont), que recebeu apenas agua destilada; (2) o grupo CCl4 (CCl4); (3) o
grupo DEC 25 mg/kg mais CCl4 (CCl4 + DEC 25); (4) o grupo DEC 50 mg/kg mais CCl4
(CCla + DEC 50); (5) o grupo NP-DEC 10 mg/kg mais CCl4 (CCl4 + NP-DEC 10) e (6) 0
grupo NP-DEC 25 mg/kg mais CCl4 (CCl4 + NP-DEC 25). 24 horas ap6s a Ultima
administracdo intraperitoneal, os animais foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e ketamina

100 mg/kg) e sacrificados por luxacéo cervical.

Determinagdes bioquimicas

O perfil lipidico do soro foi avaliado (colesterol total, lipoproteina de alta densidade-
HDL, lipoproteina de baixa densidade-LDL e triglicerideos) e o dano hepatico foi avaliado
com base na aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). As
concentragdes séricas foram medidas pelo método espectrofotométrico com uma Integra 400
(Roche®, Basileia, Suica). Os dados foram comparados pela ANOVA unidirecional e os testes
de Dunnett ou Tukey, com GraphPad Prism versdo 6.01 (GraphPad® Software, San Diego,
CA, EUA).

Histopatologia

Coloracdo com hematoxilina-eosina (HE)

Os fragmentos de figado foram fixados em 10% de formol durante 24 h, processados e
incluidos em parafinas. Seccdes de 5 um foram cortadas e montadas em laminas de vidro. As

fatias foram coradas com HE e avaliadas por microscopia de luz invertida (Observador Z1;
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Zeiss Microlmaging®, Jena, Alemanha), camera, e software de andlise de imagem 4.7.4
(AxionCam MRm®; Zeiss, Jena, Alemanha) em magnificacdo de x400.

Ensaios imuno-histoguimicos

Cinco cortes (5 um de espessura) de cada grupo foram aderidos a laminas tratadas com
3-amino-propil-tri-etoxi-silano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As secbes foram
desparafinadas com xileno e reidratadas em etanol graduado (100 a 70%). As secBes foram
entdo aquecidas durante 30 minutos num tampdo de citrato de sédio (0,01 M, pH 6,0) e
tratadas com H,O, a 0,3% (v/v) em &gua durante cinco minutos. As sec¢des foram lavadas
com tampao fostato-salino (PBS) 0,01 M (pH 7,2) e depois com tampao bloqueador 1% de
albumina de soro bovino (BSA) e 0,2% de Tween 20 em PBS durante 1 h a temperatura
ambiente. As secgdes foram incubadas durante 12 horas a 4°C com 0s seguintes anticorpos:
anticorpo anti-PGE2 (diluigéo 1: 100; ab2318; Abcam, Cambridge, Reino Unido), anti-TNF-a
(diluicdo 1: 100; 500-P64; PrepoTech, Londres, Reino Unido), anti-iNOS (diluicdo 1: 250;
ab3523; Abcam) e anti-COX-2 (diluicdo 1: 400; ab15191; Abcam). A reacdo antigeno-
anticorpo foi visualizada com avidina-biotina peroxidase (DakoUniversal LSAB + Kit,
peroxidase), utilizando 3,3-diaminobenzidina como cromogénio. As laminas foram
contrastadas em hematoxilina. A coloracdo positiva resultou em um produto de reacdo
marrom. Os controles negativos foram tratados como acima, com excecdo do primeiro
anticorpo, que foi omitido. Cinco imagens na mesma ampliacdo foram analisadas
guantitativamente usando o software GIMP® 2.6 (GNU Image Manipulation Program,
plataformas UNIX).

Medicéo do 6xido nitrico

A reacdo colorimeétrica de Griess foi utilizada para a medicao de 6xido nitrico (NO),
que envolveu a deteccdo de nitrito (NO2-) e a oxidacdo do NO no figado. Em duplicata,
adicionou-se 50 pl de homogeneizado de figado a uma placa de ELISA de 96 pogos, seguido
pelo mesmo volume de reagente de Griess, composto por 1% de sulfanilamida diluida em
2,5% de Acido fosférico (H3PO4) (solucdo A) e N-1-naftil-etilenodiamina, também diluido
em 2,5% de H3PO4 (solugdo B). Para preparar a curva padrdo, uma solucdo de nitrito de sodio
em uma concentracdo inicial de 100 uM foi diluida em série em PBS. Apos a incubacao

durante 10 minutos no escuro, uma leitura foi realizada no espectrofotometro a 490 nm. A
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absorbéncia de diferentes amostras foi comparada com a curva padrdo e os resultados foram
expressos como média * erro padrdo da duplicata, usando o programa GraphPad® Prism 6.01.

Atividade da glutationa redutase hepatica

Os tecidos do figado foram adquiridos e pesados. Cada peca foi homogeneizada
usando o tampdo do fabricante (Abnova Corporation, Taipei, Taiwan, numero de catalogo:
KAO0881) e centrifugada a 10.000 vezes por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado
para estimar a atividade da glutationa redutase hepatica usando o kit de ensaio, seguindo as
instrucOes do fabricante.

Western blot

Os figados foram rapidamente dissecados e depois homogeneizados em Wheaton
Overhead Stirrer (modelo 903475; Wheaton Science Products, Millville, NJ, EUA) usando
um coquetel de extracdo de 10 mmol / L de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), 2 mmol
/ L de fluoreto de fenilmetilsulfonil, 100- mmol / L de sédio, 10-mmol / L de pirofosfato de
sodio, 10 mmol / L de ortovanadato de sodio, 10 mg de aprotinina e 100 mmol / L de Tris
(hidroximetil) aminometano (pH 7,4). Os ensaios de Western blot foram entdo realizados de
acordo com a metodologia descrita anteriormente (Rodrigues, 2015). Os anticorpos utilizados
foram: anticorpo anti-IL-1p (dilui¢ao 1: 1000; ab9722; Abcam, Cambridge, Reino Unido),
TNF-o (diluicdo 1: 1000; 500-P64; PrepoTech, Londres, Reino Unido), anti-iNOS (1:
Diluicdo 1000; ab3523; Abcam) e anti-COX-2 (diluigdo 1: 1000; ab15191; Abcam).

Andlise estatistica

GraphPad® Prism versdo 6.01 foi utilizado para a analise estatistica. Os dados foram
expressos como média £ desvio padrdo. As diferencas entre o controle e os grupos tratados
foram analisadas por ANOVA e teste de Dunnett, teste de Tukey ou teste t como teste post

hoc. Os valores de probabilidade inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Producao de nanoparticulas

As nanoparticulas foram produzidas com sucesso de acordo com a metodologia
descrita, onde foram obtidos 10mL da formulagdo final que continha um aspecto leitoso,

translucido e de cor branca em todas as formulages.

Caracterizacao do sistema nanoparticulado

Tamanho de particula, potencial Zeta e indice de polidispersao

A Tabela 1 apresenta os valores de tamanho medio, potencial Zeta e indice de
polidispersdo das nanoparticulas nas trés formulagdes. Como pode ser observado, o diametro
médio das nanoparticulas variou em relacdo a quantidade de farmaco. Conforme demonstrado
por Lucena (2014), a presenca do farmaco na formulacdo fez com que o tamanho médio das
nanoparticulas diminuissem em relacdo a formulagdo branca, mas aumentassem em relacéo a

quantidade de farmaco encapsulado.

As andlises de potencial Zeta, utilizada neste estudo para analisar a estabilidade,
indicaram a obtencdo de particulas pouco estaveis e com carga negativa (provavelmente
decorrentes da presenca de acidos carboxilicos terminais na estrutura do polimero) (MORA-
HUERTAS et al., 2010). O indice de polidisperséo (PDI), que fornece informacdes referente a
homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos, caracterizou as formulacdes como
monodispersas (PDI menor ou igual a 0,3) (MACHADO, 2012).

Tabela 1. Caracterizacdo do sistema nanoparticulado

Quantidade de Tamanho (d.nm) Potencial Zeta indice de
farmaco (mg/ml) ' (mV) Polidisperséo

Sem farmaco
(Branco)

1,0 298,7 £ 3,870 -3,07 £ 0,347 0,168 + 0,018

2,5 329,8 + 1,082 -8,17 + 1,56 0,260 + 0,011

364,4 + 3,439 -3.42 £ 0,0416 0,309 + 0,030
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Analise morfoldgica

As nanoparticulas apresentaram forma predominantemente esférica, individuais e sem
presenca de agregados. A formulagdo com melhor aspecto morfologico foi a que continha
1mg/ml de DEC (Figura 2b). As nanoparticulas contendo 2,5mg/ml de DEC apresentaram
formas irregulares e pouco definidas como observado na Figura 2d.

|
%

a) b)
Figura 2 — Microscopia eletrénica de transmissdo das NPs. (A) e (B) NP-DEC 10. (C) e (D) NP-DEC 25.

Espectroscopia na regido do infravermelho

A caracterizacdo do sistema nanoparticulado por meio da espectroscopia na regido do
infravermelho foi realizada a partir da comparacéo dos valores encontrados com os valores da
literatura (BADRI, 2017; KAMARAJ, 2017; ROLIM, 2012). A figura 3 apresenta o espectro
de 1V, obtido por ATR.
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Figura 3 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. Representacdo do citrato de
dietilcarbamazina livre (DEC), policaprolactona (PCL), nanoparticulas brancas (NP B), nanoparticulas contento
1 mg/ ml de DEC (NP 10) e nanoparticulas contendo 2,5 mg / ml de DEC (NP 25).

O espectro na regido do 1V foi realizado com as nanoparticulas, o polimero utilizado
(PCL) e o DEC. No espectro do DEC, podemos observar um pico curto em 2976 cm™,
referente a ligagdo C-H com hibridizacdo sp3, e outro em 3047 cm, também referente a
ligagdo C-H, possivelmente ndo tdo evidentes devido a ligagdo O-H encontrada no
agrupamento acido do citrato do DEC. Ainda, picos em 1726 cm™ e 1624 cm™, relacionados a
carbonila, porém, o segundo pico, se apresentando um pouco abaixo do esperado devido a
influéncia de outras ligagdes. Além destes, um pico caracteristico em 1192 cm™ referente a

deformacéo axial da ligacdo C-N.

Os padrdes do PCL e das nanoparticulas também pode ser observado na Figura 3. As
bandas caracteristicas do PCL apareceram em 2943 cm, relacionado ao estiramento aciclico
assimétrico e 2866 cm™, relacionado ao estiramento aciclico simétrico (C-H). Além disso, um
pico acentuado, caracteristico da carbonila, mostrou-se em 1720 cm™. As ligagbes C-O e C-C
do PCL apareceram em 1292 cm™ e a vibragio C-O-C apareceu em 1170 cm, simétrico, e

1238 cm?, assimétrico.
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Por fim, pode ser observado uma faixa ampla com pico em 3321 cm™, para NP B, NP
10 e NP 25, correspondente ao modo de vibragdo de estiramento do O-H. Da mesma forma,
observou-se uma banda em 2943 cm, para NP B, e 2941 cm, para NP 10 e NP 25, e pico a
1724 cm?, 1726 cm™ e 1724 cm™, NP B, NP 10 e NP 25, respectivamente, mostrando
similaridade com os picos caracteristicos do PCL. Além da vibragdo C-O-C bastante
expressiva, mostrando-se em 1095 cm™ para ambas amostras de NPs.

Difratometria de pos por Raio X (DRX)
A Figura 4 apresenta os difratogramas das amostras de DEC, PCL e das

nanoparticulas, com trés perfis distintos caracterizados e comparados com o0s Vvalores
encontrados na literatura (Dalmolin, 2016; De Abreu, 2014; Rolim, 2012)

Intensidade (u.a.)

20 (graus)

J M oEe

r E T E T E T E T E T E T E 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Figura 4 — Difratograma de raios X de dietilcarbamazina livre (DEC), policaprolactona (PCL), nanoparticulas
brancas (NP B), nanoparticulas contento 1 mg / ml de DEC (NP 10) e nanoparticulas contendo 2,5 mg / ml de
DEC (NP 25).

A estrutura essencialmente cristalina se apresenta na amostra de DEC, devido a
presenca de inumeros picos ao decorrer do difratograma, com o pico mais intenso e

caracteristico a 6,46° e picos secundarios em 12,8°, 15,5°, 19,4° e 21,7°.
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Pode ser observado que as nanoparticulas com DEC apresentaram um comportamento
semelhante as brancas, sendo um forte indicativo de que o farmaco estaria disperso
molecularmente na matriz polimérica, uma vez que ndo se observou nenhum padrdo de
difracdo exclusivamente caracteristico do farmaco. Além disso, pode se observar dois picos
principais, em 21,7° e 24,1°, para NP B, 21,5° e 23,8°, para NP 10 e 21,7° e 24,1°, para NP 25,
relacionados a estrutura semicristalina do polimero, que apresentou picos em 21,5° e 23,8°.

Curva de calibracéo
A curva de calibracéo foi gerada com sucesso de acordo com a metodologia descrita,
onde foi obtido a equacdo da reta posteriormente utilizada para os célculos da cinética. A

equacdo e o R2 da curva pode ser observado no Grafico 1.

Grafico 1 — Curva de calibracéo do DEC, onde o eixo X representa a concentragdo das diluicGes e o eixo y 0
valor de absorbéncia, + desvio padrdo, do DEC em 211nm.
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Cinética de liberacdo

O DEC é bastante hidrofilico como mostrado na literatura e possui curta duragdo no
organismo (Gill, 2013, Dreyer & Nordes,1997). Para a cinética de liberacdo o meio de

dissolugdo empregado foi agua destilada.
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Tabela 2 — Cinética de liberagdo in vitro de nanoparticulas contendo DEC, em concentragdo no meio
com + desvio padréo.

Tempo de coleta

Concentracdo no meio (mg/ml) + desvio padréo

(minutos) NP B NP 10 NP 25
5 0,009 +0,1367 0,2699 +0,6977 0,4307 + 0,1900
10 0,009 +0,1194 0,1822 +0,3097 11,0798 +0,0729
20 0,009 +0,1064 0,4556 +0,3021 2,1412 +0,0761
30 0,009 +0,1444 0,6149 +0,2888 2,9746 + 0,2591
45 0,009 +0,1297 0,9336 +0,3014 4,0184 +0,3114
60 0,009 +0,0527 1,2611 +0,2506 4,9643 + 0,5843
90 0,009 +0,0355 2,0608 +0,8473 6,4804 + 0,5409
120 0,009 +0,0282 2,1412 +0,2676 8,3313 + 1,6322
150 0,009 +0,0359 2,4848 +0,1738 10,1339 + 0,2628
180 0,009 + 0,0505 2,7626 +0,1370 10,8313 +0,2001
240 0,009 +0,0375 3,1617 +0,2005 12,1105 + 0,4985
300 0,009 +0,0689 3,6003 + 0,2454 12,9585 +1,0725
360 0,009 + 0,0067 4,1383 +0,2174 14,0389 + 1,2594
1440 0,009 +0,0812 5,1105 +0,4518 16,7553 + 1,5022
2880 0,009 +0,0351 5,2933 +0,3581 16,6368 + 1,8815
4320 0,009 + 0,0307 5,2845 +0,3750 15,8847 +0,2379
5760 0,009 +0,0158 5,1822 +0,4173 16,1639 + 1,2733
7200 0,009 + 0,0945 4,9526 +0,4042 16,0484 +1,7131

O ensaio do perfil de liberacdo in vitro foi realizado com as NP brancas, NP-DEC 10 e
NP-DEC 25. No ensaio foi utilizado como controle as NP B; tais mostraram um valor muito
baixo, o que tornou possivel o desenvolvimento do experimento no espectrofotdmetro. A
concentracdo do meio dissolutor (valor da absorbancia em mg/ml) é representado, em média,
na Tabela 2.

Grafico 2 — Cinética de liberacdo in vitro de nanoparticulas contendo DEC, média da porcentagem de farmaco
liberado no meio dissolutor + desvio padrao.
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Analisando os resultados é observado que em 360 minutos houve uma liberagdo de
41,4%, para as NP-DEC 10 e 56,2%, para as NP-DEC 25. A partir do Tempo (T) 1440
observa-se valores mais estaveis, ou constantes. Foi considerado como quantidade total de
farmaco liberado 5,3ug em T2880, para NP-DEC 10 e 16,8ug em T1440, para NP-DEC 25, o
que expressa uma menor taxa de liberagdo em fungdo do tempo se comparado com o farmaco
livre. A eficiéncia de encapsulagéo foi de 52,9% e 67,0%, para NP-DEC 10 e NP-DEC 25,

respectivamente.

Teste de toxicidade

O efeito citotdxico das nanoparticulas e do DEC foi avaliado, pela técnica de MTT, na
linhagem HUVEC. Na Tabela 3, podemos observar os resultados expresso para auséncia e

presenca de efeito significativo na viabilidade.

Tabela 3 - Efeito citotéxico do DEC livre e em nanoparticulas em células HUVEC, ap6s um periodo de 24 e 72
horas de incubagdo. Resultados expressos como (—) para auséncia de efeito significativo, () para efeito com 10-
30% de reducdo da viabilidade. Dados de trés experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados
por ANOVA, seguido por p6s-teste de Bonferroni. *p<0,05.

Tempo (horas)
Amostras 24 75
DEC - -
NP B - -
NP 10 - +
NP 25 - -
DEC_24h DEC_72h
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Figura 5 — Efeito citotdxico do DEC livre em células HUVEC * desvio padrdo. Dados de trés experimentos
independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por pés-teste de Bonferroni. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle.
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Figura 6 — Efeito citotoxico das nanoparticulas brancas em células HUVEC + desvio padrdo. Dados de trés
experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido por pos-teste de
Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle.
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Figura 7 — Efeito citotéxico das nanoparticulas contendo 1,0 mg/ml de DEC em células HUVEC % desvio
padrdo. Dados de trés experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido
por pds-teste de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relagdo ao controle.
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Figura 8 — Efeito citotdxico das nanoparticulas contendo 2,5 mg/ml de DEC em células HUVEC % desvio
padrdo. Dados de trés experimentos independentes, realizados em triplicata e analisados por ANOVA, seguido
por pos-teste de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo ao controle.

Os resultados ndo mostraram mudancas significantes na viabilidade celular dentro da
faixa de concentracdo selecionada (6,25 — 200 pg/ml). O DEC nédo apresentou efeito

citotoxico em nenhuma das concentragfes testadas e independente do tempo de exposicao
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utilizado neste experimento, assim como a formulagdo NP-DEC 25, apenas na formulacao
NP-DEC 10 exposta ao maior tempo de incubacgéo (72 horas), observa-se uma leve reducédo da
viabilidade (<20%).

Como mostrado por Dreyer & Nordes (1997), o DEC atua diferentemente in vivo e in
vitro, onde in vivo altera o metabolismo de células endoteliais, mostrando atividade citotoxica
nas plaquetas e granuldcitos. Entretanto, os resultados encontrados indicam que a citoxicidade
mostrada pela formulacdo NP 10 ndo pode ser creditada ao farmaco liberado, sendo

necessario a avaliacdo junto a outros parametros.

Avaliacdo em modelo de inflamacéo hepética aguda

Perfil lipidico e niveis de transaminases

Na analise bioquimica do perfil lipidico, o grupo CCIl4 apresentou um aumento
significativo no contetdo de colesterol total (Figura 9A) e triglicerideo (Figura 9D) em
comparacdo com o grupo controle. Os grupos CCl4 + DEC 25 e CCl4 + NP-DEC 10 nédo
reduziram significativamente os marcadores lipidicos. No entanto, os grupos CCl4 + DEC 50
e CCl4 + NP-DEC 25 reduziram o teor de lipidio circulante quando comparado ao grupo
CCla.

O colesterol HDL foi significativamente reduzido em todos 0s grupos em comparagao
com o controle (Figura 9B). No entanto, o grupo CCl4 + NP-DEC 25 aumentou
significativamente o teor de colesterol HDL em comparagdo com o grupo CCl4. LDL
forneceu resultados opostos (Figura 9C), com todos os grupos exibindo um aumento
significativo em relacéo ao grupo de controle e apenas o grupo CCl4 + NP-DEC 25 mostrando

uma reducao significativa em comparacao com o grupo CCl4.

Na avaliacdo dos marcadores de danos no figado (Figura 9E e F), as transaminases
AST e ALT exibiram um aumento significativo no grupo CCl4 em compara¢do com 0 grupo
controle. Os grupos CCl4 + DEC 25 e CCl4 + NP-DEC 10 também apresentaram aumento
significativo em ambas as enzimas. Os grupos CCl4 + DEC 50 e CCl4 + NP-DEC 25, no
entanto, exibiram uma redugdo nos marcadores de danos no figado em comparagdo com o

grupo inflamado.
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Figura 9 - Pardmetros bioquimicos. (A) Colesterol total. (B) Colesterol HDL. (C) Colesterol LDL. (D)
triglicerideos. (E) Aspartato aminotransferase (AST). (F) Alanina aminotransferase (ALT). Os resultados sdo
expressos como média + DP de trés camundongos por grupo. *p <0,05 vs CCl4; #p <0,05 vs controle. CCI4,
tetracloreto de carbono; Cont, controle; DEC, dietilcarbamazina.

Como pode ser observado o NP-DEC 25 melhorou o perfil lipidico, reduzindo o teor
total de colesterol e triglicerideos, aumentando o HDL e baixando os niveis de colesterol
LDL. As formulacbes NP-DEC 25 e NP-DEC 10 ndo melhoraram efetivamente os parametros
lipidicos enquanto DEC 50 reduziu apenas o teor de triglicerideos. DEC 50 e NP-DEC 25
foram eficazes na reducéo das transaminases séricas ALT e AST, marcadores de anomalias no
figado, em comparagdo com o grupo CCl4.

Histologia

A anélise histoldgica do figado identificou a morfologia padrdo no grupo controle
(Figura 10A), com hepatécitos bem conservados. Varias areas de necrose perilobular dos
hepatocitos foram observadas no grupo CCl4 (Figura 10B), juntamente com esteatose e
células inflamatorias. O grupo CCl4 + DEC 25 apresentou as mesmas caracteristicas

inflamatdrias do grupo CCl4 (Figura 10C), com varias areas de hepatdcitos danificados.
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Os grupos CCl4 + DEC 50 e CCl4 + NP-DEC 10 apresentaram uma pequena
diminuicdo da morte de hepatocitos, incluindo nas regides necréticas, mas ainda estavam
presentes alteracdes inflamatérias (Figura 10D e E). O grupo tratado com NP-DEC 25
apresentou distarbios inflamatérios mais baixos, com maior preservagdo do estroma hepético

e reducdo da esteatose com menos &reas necroticas (Figura 10F).

FiguralO — Anélise histoldgica de fragmentos hepaticos na coloracdo com hemotoxilina e eosina. (A) Grupo de
controle. (B) grupo CCl4. (C) CCl4 + DEC 25 mg / kg de grupo. (D) CCI4 + DEC 50 mg / kg grupo. (E) CCl4 +
NP-DEC 1,0 ug / kg grupo. (F) CCl4 + NP-DEC 2,5 pg / kg grupo. Bar = 50 um. Ampliagdo: 400x. Secéo fina
de figado = 4-5um. C, veia centrilobular; CCl4, tetracloreto de carbono; Cont, controle; DEC, dietilcarbamazina;
NC, areas de necrose.

A inflamacdo do figado é normalmente associada a necrose dos hepatdcitos e a
apoptose (Czaja, 2014). Esta morte de hepatécitos é o principal motor de inflamacéo crénica
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do figado e fibrose (Seki, 2015). No grupo CCl4, observou-se uma alta morte de hepatdcitos,
com significativa necrose perilobular. Os grupos CCl4 + DEC 50 e CCl4 + NP-DEC 10
apresentaram uma menor reducdo na morte celular. Porém, o grupo CCl4 + NP-DEC 25

reduziu de fato a morte de hepatocitos e areas de necrose, indicando um efeito hepatoprotetor.

Expressdo de marcadores inflamatdrios

Para avaliar os efeitos hepatotdxicos do CCl4, foi realizada imuno-histoquimica para
TNF-a (Figura 11 - TNF-a). O grupo inflamatério demonstrou positividade elevada ao TNF-
alfa, assim como os grupos CCl4 + DEC 25, CCl4 + DEC 50 e CCl4 + NP-DEC 10. O grupo
CCl4 + NP-DEC 25 apresentou positividade significativa do TNF-a em compara¢dao com o

grupo inflamatério.

O DEC é um inibidor conhecido da enzima COX-2. A expressdao de PGE2, um
produto da ciclooxigenase 2, foi avaliada (Figura 11 - PGE2). O grupo CCl4 apresentou alta
expressao de PGE2, assim como os grupos CCl4 + DEC 25 e CCl4 + NP-DEC 10. Os grupos

tratados com DEC 50 e NP-DEC 25 reduziram significativamente a expressdo de PGE2.

Todos os grupos apresentaram rotulagem elevada da enzima inflamatéria iNOS em
comparagdo com o grupo controle (Figura 11 - iNOS). Somente o grupo CCl4 + NP-DEC 25

reduziu a rotulacdo de iNOS quando comparado ao grupo CCla.

De acordo com os resultados da PGE2, os grupos CCl4, CCl4 + DEC 25 e CCl4 + NP-
DEC 10 apresentaram alta expressdo da enzima inflamatdéria COX-2 (Figura 11 - COX-2). Os
grupos CCl4 + DEC 50 e CCl4 + NP-DEC 25 reduziram significativamente a expressao da

ciclooxigenase-2 quando comparados com o grupo inflamado.
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iNOS

COX-2

Figura 11 — Imuno-histoquimica para TNF-a, PGE2, iNOS ¢ COX-2 no figado. A quantificacdo (sete areas
selecionadas arbitrariamente por animal) foi realizada usando o software de analise de imagem GIMP 2.8 (n = 3
animais por grupo). Os resultados sdo expressos como média = DP de trés camundongos por grupo. *p <0,05 vs
CCl4; #p <0,05 vs controle. Bar = 50 um. Ampliag¢do: 400x. Secdo fina de figado = 4-5um. CCIl4, tetracloreto de
carbono; Cont, controle; COX-2, ciclooxigenases-2; DEC, dietilcarbamazina; INOS, sintase de 6xido nitrico
induzivel; PGE2, prostaglandina E2; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa.
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Figura 12 — Western Blot para IL-1p, TNF-a, iNOS e COX-2. A andlise densitométrica foi realizada com o
software IMAGEJ 1.38. Os resultados sdo expressos como média £ DP de cinco camundongos por grupo. *p
<0,05 vs CCl4; #p <0,05 vs controle. CCl4, tetracloreto de carbono; Cont, controle; COX-2, ciclooxigenases-2;
DEC, dietilcarbamazina; IL-1pB, interleucina 1 beta; INOS, 6xido nitrico-sintase induzida; TNF-o, factor de
necrose tumoral alfa.
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Na analise Western Blot (Figura 12), o grupo inflamatorio apresentou alta expressao
de citocinas de IL-1p, assim como os grupos CCl4 + DEC 25 e CCl4 + NP-DEC 10. Apenas o
grupo CCl4 + NP-DEC 25 reduziu significativamente a expressdo de IL-1B em comparagédo

com o grupo CCla.

Na avaliagdo de expressdo TNF-a, os grupos CCl4, CCl4 + DEC 25 e CCl4 + DEC 50
apresentaram aumento na expressdo de citocinas quando comparado ao grupo controle. No
entanto, os grupos tratados com NP-DEC 10 e NP-DEC 25 reduziram a expressdo de TNF-a

em comparagdo com o grupo inflamatdrio.

Semelhante aos resultados encontrados na imuno-histoquimica, todos 0s grupos
inibiram a alta expressdo do iNOS em comparacdo com o grupo controle. Somente 0 grupo
CCl4 + NP-DEC 25 reduziu significativamente a expressdo da enzima quando comparado ao
grupo CCl4.

Confirmando os resultados obtidos na imuno-histoquimica, os grupos CCl4, CCl4 +
DEC 25 e CCl4 + NP-DEC 10 exibiram uma expressdo elevada de COX-2. No entanto, 0s
grupos CCl4 + DEC 50 e CCl4 + NP-DEC 25 reduzam eficientemente a expressao da ciclo-
oxigenase em comparagao com o grupo CCl4.

Devido a acdo da enzima citocromo p450 2E1, o CCl4 induz a producdo de radicais
triclorometilo que podem levar a peroxidacdo lipidica, com a producdo de radicais livres,
ativando as células de Kupffer, que produzem citoquinas pr6 inflamatérias como TNF-o e 1L-
1B (Basu,2003). Os dados de imunohistoquimica e Western blot identificaram altos niveis de
TNF-a e IL-18 em camundongos que receberam CCl4. O tratamento com NP-DEC 25 foi

capaz de prevenir o aumento desses marcadores inflamatérios.

O INOS, que estd expresso em todas as células do figado, estd associado ao
desenvolvimento e propagacdo de uma inflamacdo. Os grupos tratados com CCl4
demonstraram niveis elevados de INOS tanto no Western blot quanto na analise imuno-
histoquimica. Apenas o grupo CCl4 + NP-DEC 25 reduziu significativamente a concentragéo

de iINOS em comparacgao com o grupo CCl4.
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Rodrigues e cols em 2015, relataran a inibicdo de COX-2 por DEC a uma
concentracdo de 50 mg/kg, de camundongos C57BL/6, durante 12 dias de tratamento. O
presente estudo, com a mesma concentracdo do DEC e com 6 dias de tratamento foi capaz de
reduzir a expressao de COX-2, quando comparado ao grupo tratado com CCl4. Notavelmente,
NP-DEC 25 mostrou maior inibigdo do citocromo p450 2E1 do que quando submetido ao

tratamento com a DEC livre, em concentragdo superior.
Niveis de oxido nitrico

Na avaliacdo hepética dos niveis de NO2 (Figura 13), todos 0s grupos mostraram um
aumento significativo na concentragdo em comparagdo com o grupo controle. No entanto,

apenas o grupo CCl4 + NP-DEC 25 conseguiu reduzir significativamente a concentracdo de

NO2 em relacéo ao grupo CCla.
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Figura 13 - Avaliacdo da concentracdo hepdtica de Oxido nitrico através da medida dos metabolitos totais de
nitrito. Os resultados sdo expressos como média + DP de trés por camundongos por grupo. *p <0,05 vs CCl4;
#p <0,05 vs controle. CCl4, tetracloreto de carbono; Cont, controle; DEC, dietilcarbamazina.

Quando o equilibrio redox € interrompido, o estresse oxidativo resulta em dano celular
com inflamagdo subsequente. Em todos os grupos tradados, tetracloreto de carbono induziu
aumento do NO hepético. Apenas o grupo CCl4 + NP-DEC 25 reduziu a concentracdo de

Oxido nitrico.
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Atividade da glutationa redutase

Na avaliacdo da atividade da glutationa redutase hepatica (Figura 14), o grupo
inflamado (CCl4) apresentou uma reducéo significativa na producdo do substrato enzimatico
em comparagdo com o grupo controle. Todos os grupos tratados com DEC apresentaram um
aumento da atividade da glutationa redutase em comparagdo com o grupo CCl4. Os resultados
sugerem atividade dose-dependente, onde os grupos tratados com DEC nanoencapsulado

exibiram maior atividade enzimatica no figado.
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Figura 14 - Avaliacdo da atividade da glutationa hepéatica. Definicdo da unidade (U): uma unidade é definida
com a quantidade de enzimas que gera 1,0 pmol de acido 5-thionitrobenzoic (TNB) por minuto a 25 ° C. Os
resultados sdo expressos como média + DP de trés camundongos por grupo. *p <0,05 vs CCl4; #p <0,05 vs
controle. CCI4, tetracloreto de carbono; Cont, controle; DEC, dietilcarbamazina.

Utilizou-se a glutationa redutase hepéatica como parametro para verificar a atividade
antioxidante da glutationa. Verificou-se que a atividade da glutationa é dose-dependente. Os
grupos tratados com as NP de DEC, ambos, apresentaram maior atividade enzimatica,
provavelmente em consequéncia do maior tempo em que o farmaco se encontrou retido no
figado. Essas descobertas, junto aos resultados de NO, indicam a acdo antioxidante de
nanoparticulas de DEC no figado, muito provavelmente em virtude a estimulacdo da atividade

da glutationa redutase.
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CONCLUSAO

As nanoparticulas de PCL contendo DEC foram desenvolvidas com sucesso atraves da

técnica de multipla emulsédo (H/L/H).

A cinética de liberagdo mostrou um aumento significativo no tempo de liberagdo do

farmaco quando comparado com o farmaco livre.

Os testes in vivo mostraram bons resultados para a NP-DEC 25, demonstrando que
com uma quantidade menor de farmaco encapsulado e com menor tempo de tratamento
conseguimos obter melhores resultados em relacdo as demais amostras, quando comparado

com as analises do presente trabalho e de estudos anteriores.

Portanto, as nanoparticulas contendo DEC demonstraram um efeito mais significativo
guando comparada com sua formulacdo convencional, o que representa uma formulacéo

promissora para o tratamento de distdrbios inflamatorios.
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PRODUCTION OF NANOPARTICLES CONTAINING DIETHYLCARBAMAZINE FOR
HEPATO-SPECIFIC RELEASE AND EVALUATION IN MODEL OF ACUTE HEPATIC
INFLAMMATION

ABSTRACT

It has been reported that diethylcarbamazine (DEC) and its potent anti-inflammatory effect
due glutathione, cytokines and inflammatory enzymes have been reported in previous studies.
However, due to the physical-chemical characteristics of this drug, for a better absorption and
permanence without organism, a vector, in the case of a nanocarrier, produced by the multiple
emulsion method is necessary. The present work aimed at the production of nanoparticles
containing DEC for hepato-specific release, characterizing the nanoparticulate system and
evaluation in a model of acute hepatic inflammation in C57B1 / 6 mice. The results found
revealed nanoparticles with a mean size varying between 298.7 nm and 364.4 nm. They
further showed that the drug was found to be molecularly dispersed and had increased release
time for nanoencapsulated samples. The 2.5 mg / ml nanoparticle treatment of DEC presented
an anti-inflammatory action superior to the traditional dose of DEC (50 mg / kg), restoring a
morphology of the liver, Improving serological parameters of view and reducing the
expression of inflammatory markers. Therefore, we have achieved a satisfactory formulation
with a significant anti-inflammatory effect in liver cells, in addition to the reduction in dose
and time of treatment, which represents a promising formulation for the treatment of
inflammatory disorders.

Keywords: Hepatitis. Anti-inflammatory. Nanobiotechnology.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords Previows studiss from our bbaratory have d i that Diethy) (DEC) is a potent anti-in-
Doenkatanamoe flammatary drug. The aim of the present study was %o char, th Istion of DEC and to evaluate
Nnomapdizon meﬂactwansmamadddnﬂmmmbuheﬁmt-nr.CS?BUﬁmawmdvl&dnmsupwp 1)

Livw Cantral; 2) Carbon trachlaride (CCl4); 3) DEC 25 mg/kg + OCM; 4) DEC 50 mg/kg + CCl4; 5) DECNANO
05 mg/kg + CCl4 and 6) DEC-NANO 12.5 mg/kg + CCl4. Liver fragments were stained with hematoxylineosin,
and processed for Westemn blat, B.ISA and immunohistochemistry. Serum was ako ool!ened far biochemical
Carbon hloride i d hepatic injury, ohaved hrough 1 y mark

(MNFa, IL1§, PGE2Z COX-2 and iNOS), ch in liver logy, lm{ ed serum levels of total
didﬁeml. Ird)m(ks TGO and TGP, LDL, as well as reduced HDL levels. Nanoparticles containing DEC were
ch i palydi index and ata px ial Treatment with 12.5 dated DEC
exhibited a superior anti- nhnmxory action ta the DEC traditiona] dase (50mg/kg) wed in mwrine s ays,
restaring liver morphokgy, i un;lavug serological parameters and reducing the expression of inflammatary
markers. 'nnp'amt 1 aof apsul 'DEC:dBehuapdmtuldlaq)euﬂcmdfcdu

af i v hepatic disorders, p g the use of smaller doses and reducing treatment time,
while maintyining high efficacy.

oxidative stress Studles have demonstrated that single doses of OCly
cause aress of necrosis and the generation of reactive radicals in 2h

1. Introduction

Acute h itis can occur with and may lead to high
blood blllrubln levels (jaundice), a da:-eaai sensation of appetite, and
fatigue. About 90% of patlents with acute hepatitis recover sponta-
neously. However, depending on the type and duration of the stimulus,
the disease may progress to a serdous condition, such as acute lver
fallure (ALF). ALF is characterzed by acute inflimmation with severe
liver cell injury, where a previously nomal liver fails within days or
weeks With a high monality mte (40-50%), drug-induced injury is
responsible for half the cases of ALF [1,2].

The hep in carbon hloride (CCL) is widely used in
fon. CQ, causes fatty liver, acute necrosts and

following administration [34).

Diethylecarbamazine (DEC) is a piperazine dervative which, as a
result of its microfilaricide action, has been used in the treatment and
control of lymphatic filartasts since 1947. DEC ako has anti-in-
flammatory properties due to its interference with arachidonic acid
metabolism. Studies demonstrate the inhibition of enzymes of the 5
lipoxygenase pathway and cyclooxyg resulting in a reduction in
prostaglandin E2 (PGEz) production [5].

In a previous study, we characterized the antl-inflammatory action
of DEC in a liver model of chronic infl fon induced lcohol
The results demonstrated that treatment with 50 mg/kg of DEC for
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