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RESUMO

A pandemia COVID-19 resultou em um aumento sem precedentes de doencas,
mortes, perturbagfes econdmicas e disturbios sociais em todo o mundo. N&o
haviam planos estratégicos prontos para serem aplicados a uma pandemia de
coronavirus. Embora muitos medicamentos estejam aprovados, sua eficacia €
frequentemente limitada pois essas drogas ndo sao especificas para esse novo
virus. Nesse contexto, compostos naturais como a curcumina tém mostrado
eficacia na progresséo de doencas devido a seu potencial terapéutico. Apesar
dos inumeros efeitos benéficos da curcumina, ela apresenta baixa solubilidade
e biodisponibilidade, instabilidade nos fluidos corporais e metabolismo rapido.
Uma das estratégias promissoras para otimizar a eficacia de muitos agentes
terapéuticos sdo os sistemas carreadores de farmacos nanoparticulados. No
entanto, a seguranca desses sistemas é um aspecto a ser entendido,
principalmente em sistemas in vivo. Neste sentido, primeiramente investigamos
a seguranca de quatro diferentes sistemas nanoparticulados utilizando o
Caenorhabditis elegans (C. elegans) como modelo experimental. O objetivo do
estudo foi avaliar desfechos toxicolégicos, como sobrevivéncia, reproducao,
desenvolvimento e danos oxidativos em C. elegans expostos de maneira aguda
(30 minutos) ou crénica (48h) a nanocapsulas (NC) compostas por diferentes
componentes: polisorbato 80 (P80), polietilenoglicol (PEG), Eudragit® (EUD) e
quitosana (CS). Nossos resultados iniciais indicaram que estas formulagdes
apresentam um grau de toxicidade neste organismo, uma vez que detectamos
um aumento na mortalidade de vermes expostos de forma aguda a
nanocapsulas compostas por PEG e CS nas concentracfes mais altas e
aumento na mortalidade de vermes expostos na forma crénica as nanocapsulas
com os componentes P80, PEG e CS. Os niveis de expressdo da enzima
antioxidante superédxido dismutase foram determinados e nossos resultados
mostraram um aumento da expressdo apenas ha nanocapsula com o
componente P80 na maior concentragdo. Notavelmente, nossos resultados
demonstraram que nanocapsulas com o componente EUD foram mais seguras
e assim utilizadas para desenvolver nanocapsulas carregadas com curcumina

(NCCM), a fim de avaliar seus efeitos toxicologicos, através dos parametros de



sobrevivéncia, reproducado e desenvolvimento, bem como seus efeitos protetores
sobre a lesao inflamatdria induzida por lipopolissacarideo (LPS) em C. elegans.
As NCCM né&o apresentou toxicidade para os vermes e protegeu os animais da
lesdo induzida por LPS, resgatando fenotipos comportamentais, como 0s
movimentos de reversdo e dmega turn, e diminuindo a formacdo de corpos
apoptoéticos na linhagem germinativa. Essas nanoformula¢cdes mostraram-se
seguras e promissoras, sugerindo que estas nanocapsulas podem se tornar
adjuvantes promissores no tratamento de doencas inflamatdrias como a

tempestade de citocinas que ocorre na COVID-19.

Palavras-chave: Nanotoxicidade, Polimeros, C. elegans, COVID-19, curcumina



PROSPECTION OF NANOCAPSULES FOR CARRYING CURCUMIN IN
Caenorhabditis elegans: A STRATEGY FOR MANAGING THE
INFLAMMATORY PROCESS ASSOCIATED WITH COVID-19

ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has resulted in an unprecedented increase in illness,
death, economic disruption and social unrest around the world. There were no
strategic plans ready to apply to a coronavirus pandemic. Although many drugs
are approved, their effectiveness is often limited because these drugs are not
specific for this new virus. In this context, natural compounds such as curcumin
have shown effectiveness in the progression of diseases due of their therapeutic
potential. Despite the numerous beneficial effects of curcumin, it has low solubility
and bioavailability, instability in body fluids and rapid metabolism. One of the
promising strategies to optimize the effectiveness of many therapeutic agents are
nanoparticulate drug delivery systems. However, the security of these systems is
an aspect to be understood, especially in vivo systems. In this sense, we first
investigated the safety of four different nanoparticulate systems using
Caenorhabditis elegans (C. elegans) as an alternative model. The objective of
this study was to evaluate toxicological outcomes, such survival, reproduction,
development and oxidative damage in C. elegans acutely (30 minutes) or
chronically (48 h) exposed to nanocapsules (NC) composed of different
components: polysorbate 80 (P80), polyethylene glycol (PEG), Eudragit® (EUD)
and chitosan (CS). Our initial results indicated that these formulations present a
degree of toxicity in this organism; we detected an increase in the mortality of
worms exposed acutely to nanocapsules composed of PEG and CS at the
highest concentrations and an increase in mortality of worms chronically exposed
to P80, PEG and CS. The expression levels of antioxidant superoxide dismutase
were determined and our results showed an increased expression only following
NCP80 treatment at the highest concentration. Notably, our results demonstrated
that nanocapsules with the EUD component were safer for C. elegans and thus,
used to develop curcumin-loaded nanocapsules (NCCM) and to evaluate their
toxicological effects, through the parameters of survival, reproduction and

development, as well as their protective effects of lipopolysaccharide (LPS-



induced inflammatory injury in C. elegans. NCCM showed no toxicity to the
worms and protected them from LPS-induced injury, rescuing behavioral
phenotypes, such as reversal and omega turn movements, decreasing apoptotic
effects. These nanoformulations have shown to be safe and promising, improving
the bioavailability of curcumin and becoming promising adjuvants in the treatment

of inflammatory diseases such as the cytokine storm in COVID-19.

Keywords: Nanotoxicity, Polymers, Drug repositioning, COVID-19, curcumin
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio do atual surto de SARS-CoV-2, virus causador da COVID-
19, houve uma grande preocupacao diante de uma doenca que se espalhou
rapidamente em varias regiées do mundo, com diferentes impactos. Nao
existiam planos estratégicos prontos para serem aplicados a uma pandemia de
coronavirus. Recomendacdes da OMS, do Ministério da Saude do Brasil
(Organization 2020), do Centers for Disease Control and Prevention (CDC,
Estados Unidos) (Cao, Li et al. 2020), e outras organizagdes nacionais e
internacionais tém sugerido a aplicacao de planos de contingéncia. Esses planos
de contingéncia preveem acles diferentes de acordo com a gravidade da
pandemia. Portanto, uma potencial estratégia seria 0 reposicionamento de
medicamentos que foram aprovados, ou estdo em desenvolvimento, para outras
condicbes, 0 que pode ser beneficiado pelas informacfes detalhadas sobre a
farmacologia e toxicologia humanas ja conhecidas (Harrison 2020); no entanto,
esses medicamentos ndo sao especificos para o virus da COVID-19. Além disso,
a fisiopatologia da COVID-19 é altamente heterogénea e a maneira como o
SARS-CoV-2 modula os diferentes sistemas no hospedeiro permanece néo
identificada, apesar das descobertas recentes. Essa resposta complexa e
multifatorial requer uma abordagem terapéutica abrangente, permitindo a
integracdo e o refinamento nas respostas terapéuticas de um determinado
composto Unico com potenciais de acao (Rattis, Ramos et al. 2021).

Uma tendéncia recente é o consumo de fitoterdpicos contendo certos
compostos ativos que possuem atividades quimioterapéuticas, antimicrobianas,
antivirais, e anti-inflamatdria como a curcumina. Presume-se que compostos a
base de plantas tenham a capacidade de modular a resposta imune e, portanto,
acredita-se que tenham efeitos benéficos na prevencdo ou tratamento da
COVID-19 (Kocaadam and Sanlier 2017, Soni, Mehta et al. 2020).

A curcumina, o ingrediente bioativo da Curcuma longa (acafrao) tem uma
ampla gama de efeitos terapéuticos. De acordo com diferentes estudos, a
curcumina pode afetar o sistema imunoldégico inibindo a producdo de espécies

reativas de oxigénio (EROs) em macréfagos, regulando positivamente a
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expressdo de CD80 e CD86 em células dendriticas, modulando a proliferacéo
de células T, regulando a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e moléculas de
adeséo e, finalmente, regulando o padrdo de respostas imune (Bose, Panda et
al. 2015). Considerando que a inflamacdo € o epicentro da etiopatogenia da
COVID-19, hipotetiza-se que a curcumina pode ser candidata na terapia contra
a doenca por modular respostas inflamatorias, atenuando os sintomas da
doenca (Trivedi, Mondal et al. 2017, Afolayan, Erinwusi et al. 2018).

Apesar das notaveis atividades farmacoldgicas da curcumina, a sua baixa
solubilidade aquosa, ma absorcdo, baixa biodisponibilidade, causando
concentragbes muito baixas ou indetectaveis no sangue e nos tecidos extra
intestinais, provavelmente devido a ma& absorcdo, metabolismo rapido,
instabilidade quimica e rapida eliminacéo sistémica tém dificultado a aplicacdo
clinica da curcumina (Anand, Kunnumakkara et al. 2007, Toden and Goel 2017).

Nos ultimos anos, o sistema de administracdo de drogas baseado em
nanotecnologia melhorou efetivamente a biodisponibilidade da curcumina (lpar,
Dsouza et al. 2019). De acordo com a literatura, sistemas nanotecnolégicos que
empregam nanocarregadores como lipossomas, nanoparticulas poliméricas e
lipidicas, nanoparticulas metalicas e micelas oferecem vantagens em
comparacao aos atuais sistemas terapéuticos convencionais, como por exemplo
a liberacéo controlada de farmaco, area de superficie aprimorada, estabilizacdo
e liberacdo dos componentes ativos diretamente ao alvo (Saravanan, Mostafavi
et al. 2021). Espera-se que o tratamento baseado nesses nanocarregadores,
bem como o desenvolvimento de vacinas, melhorem a eficacia, as estratégias
de imunizacdo e a distribuicdo direcionada para promover respostas
imunoldgicas para coronavirus (Tharayil, Rajakumari et al. 2021).

Apesar dos inimeros beneficios ressaltados, a seguranca dos sistemas
nanoparticulados é um aspecto a ser compreendido. A reducéo do tamanho dos
materiais leva ao surgimento de novas propriedades fisicas e quimicas.
Associada a elevada area superficial das particulas na escala nano, esses
sistemas podem apresentar interagdes significativas com o0s sistemas Vivos,
cujas repercussoes devem ser avaliadas (Albrecht, Evans et al. 2006). Nesse
contexto, surge a nanotoxicologia, com uma nova area que busca avaliar 0os
efeitos de nanomateriais em organismos vivos. O nematoide Caenorhabditis

elegans tem se mostrado um modelo bastante util para avaliar a toxicidade de
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drogas, surgindo como uma alternativa as metodologias envolvendo mamiferos.
Outras vantagens de se utilizar C. elegans incluem a transparéncia do corpo, o
reduzido tamanho (aproximadamente 1mm quando adulto), o curto tempo de
vida (aproximadamente 28 dias), a alta reprodutibilidade (um hermafrodita é
capaz de liberar até 300 ovos ao longo de sua vida), a alta homologia com o
genoma humano (aproximadamente 70% dos genes sao homologos ao humano)
e a facil manipulacdo genética (Hunt 2017). Estudos recentes aplicam este
modelo para a avaliacdo toxicologica de sistemas nanotecnoldgicos (Charéo,
Souto et al. 2015, Chardo, Goethel et al. 2019). O desenvolvimento da
nanotecnologia tem crescido de maneira significativa nos ultimos anos,
entretanto a avaliacdo da seguranca desses sistemas ainda € muito incipiente
(Piechulek and von Mikecz 2018). Por este motivo, a presente tese avaliou a
seguranca de diferentes nanoformulacdes poliméricas utilizando um modelo
alternativo de alto rendimento a fim de escolher o melhor nanossistema para

carrear a curcumina como uma proposta
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ACQOVID-19

A doenca por coronavirus 2019 (COVID-19) comecou como uma
epidemia em Wuhan, China, em 2019 e, desde entéo, se tornou responsavel por
muitas mortes em todo o mundo. Pesquisadores na China identificaram e
sequenciaram o virus responsavel pela COVID-19, sendo denominado
coronavirus de sindrome respiratdria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) (Asselah,

Durantel et al. 2021, Bourguiba, Delplanque et al. 2021).

Apés os estudos iniciais em 2020, foi descrito que a doenca é mais do
gue uma patologia respiratéria, mas sim uma endotelite, afetando assim diversos
orgaos (Varga, Flammer et al. 2020). A infeccdo por SARS-CoV-2 resulta em
febre, tosse seca, fadiga, dor muscular, dor de cabeca, diarreia, dispneia e
hemoptise desenvolvida posteriormente a infec¢cdo (Park 2020). Os sintomas
geralmente aparecem 5,2 dias apoés a infeccao pelo virus (Li, Guan et al. 2020).
Embora 50-75 % dos pacientes com COVID-19 permanecam assintomaticos, 14
% dos individuos infectados apresentam sintomas graves que requerem
hospitalizagéo e oxigenoterapia, enquanto 5 % requerem cuidados intensivos. A
duracdo mediana do inicio dos sintomas até a admissdo na unidade de terapia
intensiva € de aproximadamente 10 dias, enquanto a duracéo entre o inicio dos
sintomas e a morte varia de 2 a 8 semanas (Li, Guan et al. 2020, Zhou, Yu et al.
2020).

Os achados laboratoriais incluem niveis elevados de lactato
desidrogenase, ferritina, D-dimero e proteina C- reativa, 0s quais indicam
processo inflamatério e aumento na taxa de coagulacao (Chilimuri, Sun et al.
2020, Lin, Bookman et al. 2020). Além disso, embora as contagens de leucdcitos
possam variar, a leucopenia e a linfopenia tém sido mais comumente observadas
em individuos infectados por SARS-CoV-2 (Liu, Zhang et al. 2020). Os achados
de radiografia de térax e tomografia computadorizada s&o diversas e

inespecificas, comumente apresentando-se como multiplas lesdes de opacidade
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em vidro fosco, sombreamento irregular bilateral ou sombreamento irregular

local (Ippolito, Maino et al. 2020).

Os coronavirus sao virus de RNAs de fita simples positivos, envelopados,
com o maior genoma de RNA viral ja conhecido, variando de 26 a 32 quilobases
de comprimento (Weiss and Leibowitz 2011, Velavan and Meyer 2020). S&ao
virions esféricos com uma concha central e uma superficie que se assemelha a
uma coroa solar com base em suas projecdes de proteinas na superficie
(Velavan and Meyer 2020). Existem quatro subfamilias principais; alfa, beta,
gama e delta coronavirus. Alfa e beta — coronavirus se originam de mamiferos,
principalmente morcegos, e acredita-se que causem doencas mais graves e
fatais em humanos, enquanto os virus gama e delta se originam principalmente
de passaros e porcos e parecem causar doencas assintomaticas ou leves em
humanos (Ergoren, Tuncel et al. 2022) .

O SARS-CoV-2 pertence ao grupo dos beta-coronavirus, que também
inclui o MERS-CoV e o0 SARS-CoV. Este ultimo compartilha 75 — 80 % de seu
genoma viral com o0 SARS-CoV-2 (Perlman 2020, Velavan and Meyer 2020). Os
beta-coronavirus tém trés proteinas de envelope importantes: proteina Spike (S),
proteina de membrana (M) e proteina de envelope (E), que estdo representadas
na Figura 1. A proteina S medeia a ligacdo viral ao receptor da membrana
celular, a fusdo da membrana e, finalmente, a entrada do virus na célula
hospedeira. A proteina M, a proteina de membrana mais abundante, juntamente
com a proteina E sdo responsaveis pela estrutura de membrana do coronavirus.
Outro componente do beta-coronavirus € a proteina N, que é componente
proteico do nucleocapsideo helicoidal que inclui o RNA do genoma (Masters
2006).
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Figura 1: Caracteristicas estruturais do coronavirus SARS-CoV-2 e suas principais proteinas
estruturais  (Fonte: https://www.shutterstock.com/pt/image-vector/covid19-morphology-virus-
structures-labels-spike-1682974321).

De acordo com as evidéncias atuais, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) relata que a transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre por meio de
goticulas respiratorias e vias de contato. A transmiss&o por goticulas ocorre por
contato direto gquando uma pessoa € exposta a goticulas respiratorias
infecciosas ao estar a um metro ou menos de distancia de alguém com sintomas
respiratorios, incluindo tosse e espirros. Estar nesta distancia coloca o individuo
em risco de ter suas mucosas, incluindo boca, nariz e olhos, expostas as
goticulas. O risco de transmissédo por contato indireto € muito baixo, mas também
pode ocorrer por meio de fébmites em superficies no ambiente proximo a pessoa
infectada. A transmissdo aérea pode ser possivel quando procedimentos
geradores de aerossol sdo realizados, incluindo intubacdo endotraqueal,
ressuscitacdo cardiopulmonar, administracdo de tratamentos nebulizados e

outros (Organization 2020).

O SARS-CoV-2 usa a proteina Spike (S), figura 2, e se liga aos
receptores da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) que sao
encontrados na superficie de muitas células humanas, mais abundantemente
expressa nas ceélulas alveolares do tipo Il, enterécitos, células endoteliais,
células musculares lisas, neurdnios corticais e células gliais, permitindo assim a
entrada do virus. A proteina S do coronavirus é submetida a clivagens

proteoliticas por proteases do hospedeiro (ou seja, tripsinas e furinas), em dois
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locais localizados na fronteira S2 (sitio S2) para liberacdo do peptideo de fuséo.
Este evento ird desencadear a ativacdo do mecanismo de fusdo da membrana.
A pesquisa de anticorpos pode encontrar suporte no direcionamento molecular
gue pode utilizar a informacéao estrutural (sequencia aa) da regido de ligacéo que

€ encontrada no receptor da enzima de ACE2.

Desta forma, este protocolo poderia definir um tratamento para bloquear
a entrada de virus (Simmons, Gosalia et al. 2005, Kabbani and Olds 2020). O
SARS-CoV-2 entra nas células hospedeiras alvo através de fusdo ou endocitose
(Li, Guan et al. 2020). A entrada do virus na célula e a liberacdo do endossoma
sdo seguidas pela remocédo do virus e liberacdo do RNA viral no citoplasma,
onde é submetido a traducéo. Os produtos de traducao incluem as poliproteinas
replicase ppla e pplab que sofrem clivagem adicional em proteinas menores,
incluindo RNA polimerase dependente de RNA, helicase e proteinas néo
estruturais nsp3, nsp4 e nsp6. Durante a traducado, o deslocamento do quadro
ribossdmico gera fracbes gendmicas e subgendmicas por transcricao
descontinua. O complexo de replicacdo-transcricdo do coronavirus é entéo
ancorado a membrana intracelular do reticulo endoplasmatico por nsp3, nsp4 e
nsp6 para formar vesiculas de membrana dupla. A polimerase de RNA
dependente de RNA e a helicase, entdo, conduzem a sintese de RNA
subgendbmico a partir do qual as proteinas estruturais e acessorias Sao
produzidas, incluindo as proteinas S, M e E, que sé&o inseridas no reticulo
endoplasmatico e entdo transportadas para o compartimento intermediario do
retivculo endoplasmatico-Golgi (REGIC). Em contraste, a proteina N se liga ao
RNA gendmico viral no citoplasma para formar o nucleocapsideo. Os virions sao
montados no REGIC e liberados em vesiculas da célula por exocitose, de modo
que podem infectar outras células. Com isso o estresse da produgé&o viral no
reticulo endoplasmatico acaba levando a morte celular (Masters 2006, Saxena
2020).



23

37,
3 ohd
- 5 Ligagdo ¢ Entrada do Virus GicA
" " () -( §
& L g 2 Jos,
SARS-CoV-2 = Liberacso Viral ét’}j

Receptor ACE2
Exocilese

Vesicula @ '

RNA Gendmico gy PSSR 1
(Positivo) Ry 1 g A
Golg
5 - 2
l Repheagio Tradugdo . / REGIC
3 l B 5 Negativo ) A \. e
§') RS Rre nugoso
5 3
58 VS E PEgi
mANAs] & ) M Tradugdo
53 s o
5 ) B 7aTb m
5 | 50 ]
5 1N
sh ) 3 Positive

Figura 2: Entrada e replicagdo de SARS-CoV-2 em célula hospedeira (Fonte: (Kumar, Nyodu et
al. 2020)).

Os mecanismos por tras da mortalidade de pacientes com COVID-19
ainda ndo sdo completamente compreendidos. A tempestade de citocinas
inflamatoérias e hipercoagulabilidade s&o dois importantes mecanismos
fisiopatologicos relacionados aos principais desfechos da COVID-19. O
fenbmeno de tempestade de citocinas € observado em muitas doencas
infecciosas e nao infecciosas. Representa uma liberacéo excessiva de citocinas
inflamatdrias como fator de necrose tumoral- alfa, interleucina-1, interleucina-6 e
interleucina-10, os quais sdo encontrados em pacientes com COVID-19 grave
(Zhang, Zhao et al. 2020). Em particular, foi demonstrado que um nivel elevado
de interleucina-6 (IL-6) pode estar associado a progndstico ruim em pacientes
com COVID-19 (Shi, Wang et al. 2020). A IL-6 liga-se aos seus receptores
transmembrana, 0 que resulta na ativagdo da resposta inflamatéria
potencialmente elevada. Os niveis de IL-6 mostram ser ~2,9 vezes maiores em
pacientes com doenca grave, principalmente aqueles que requerem internacao
em UTI, em comparacdo com aqueles com doencas leves, sendo niveis mais
elevados associados a uma maior incidéncia de morte (Coomes and Haghbayan
2020, Zhang, Wu et al. 2020). Apesar da gravidade das complicacdes da doenca
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serem diferentes entre os individuos, ndo ha ainda medicamento eficaz para o
tratamento da infeccdo pelo SARS-CoV-2. Enquanto estudos de novas
moléculas estdo sendo realizados, algumas estratégias utilizadas s&o o
reposicionamento de farmacos e o uso de compostos naturais, com amplo

potencial terapéutico.

2.2 Estratégias para o tratamento da COVID -19
2.2.1 Reposicionamento de farmacos

Atualmente, o reposicionamento de medicamentos ja aprovados para uso
em humanos € uma ferramenta Gtil na busca de novas opcdes terapéuticas,
principalmente na atual crise global (Baron, Devaux et al. 2020). Assim, esse
método, também conhecido como redirecionamento, reaproveitamento e
reperfilamento (Serafin and Horner 2018, Foletto, Serafin et al. 2020), surge
como uma possibilidade efetiva de geragao de novos tratamentos contra COVID-
19. O reposicionamento é definido como um novo uso de um medicamento, além
de sua (s) indicacéo (6es) original (is), e € uma opc¢éao para a identificacao rapida
de novos agentes terapéuticos. A disponibilidade de informacdes relacionadas a
medicamentos, como farmacocinética, farmacodindmica e toxicidade é uma
vantagem importante nos esforcos de pesquisa para encontrar rapidamente um
tratamento eficaz para o coronavirus (Zheng, Sun et al. 2018).

O reaproveitamento de medicamentos segue principalmente dois critérios.
Um deles € que uma Unica droga interage com multiplos alvos, o que abre
caminho para a busca de novos locais de acdo para o composto conhecido
(Paolini, Shapland et al. 2006, Koch, Hamacher et al. 2014). O outro conceito €
gue os alvos associados a uma doenca sao frequentemente relevantes para uma
série de processos biologicos de patogénese (Piro 2012, Hodos, Kidd et al.
2016), o que abre caminho para a designacdo de uma nova indicacao para o
alvo conhecido. Teoricamente, um medicamento que atua nesses elementos
comuns pode, em principio, ser Util para diversos transtornos.

Em termos gerais, existem trés tipos de abordagens amplamente
utilizadas no reposicionamento de medicamentos: abordagens computacionais,
abordagens experimentais biolégicas e abordagens mistas. Dados como
expressdo génica, interacdo medicamentosas-alvo, redes de proteina, registro

eletrbnicos de saulde, relatdrios de ensaios clinicos e relatérios de eventos
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adversos de medicamentos tornaram-se acessiveis em formularios
padronizados. O repositério de conhecimento e dados émicos disponiveis na
pesquisa farmacéutica leva ao surgimento de alguns métodos computacionais
gue sdo novos e estimulantes no campo do reposicionamento de medicamentos.
Esses métodos computacionais sdo capazes de fazer uma integracdo de alto
nivel de todo o conhecimento e dados e ajudar na compreenséo das novas vias
de sinalizacdo e gerar novos insights sobre os mecanismos de drogas, efeitos
colaterais e interacfes que aceleram ainda mais a descoberta de drogas. Um
estudo recente apresentou farmacologia de sistemas baseados em rede
integrativa, metodologia que quantifica a interacdo entre o interatoma
coronavirus-célula humana e os alvos de drogas na rede de interagdo proteina
humana que ajudam na identificacéo rapida de drogas reutilizaveis contra SARS-
CoV-2. Um estudo usando este tipo de abordagem foi capaz de identificar 30
potenciais drogas reposicionaveis contra COVID-19 (Zhou, Hou et al. 2020, Li,
Yu et al. 2021).

Como exemplos de reposicionamento, dentre os medicamentos antivirais
o remdesivir ganhou reconhecimento suficiente por sua capacidade de conter e
gerenciar a carga viral e foi aprovado pelo FDA para o tratamento de pacientes
com COVID-19 com pneumonia concomitante a falta de suprimento de oxigénio
(Robinson 2021).

Além disso, foi relatado que certos medicamentos anti-HIV, como lopinavir
e ritonavir, que visam virus do RNA (retrovirus), melhoram os sintomas de
pacientes com SARS (Chu, Cheng et al. 2004). Portanto, eles foram avaliados
guanto ao seu potencial uso como agente terapéutico contra a COVID-19,
porém, nenhum beneficio foi observado com o tratamento com lopinavir-ritonavir
além do tratamento padrao em pacientes adultos hospitalizados com COVID-19
grave (Cao, Wang et al. 2020)36. Da mesma forma, a cloroquina, um
medicamento cujos sais de sulfato foram comercializados como medicamentos
antimalaricos, também se mostrou eficaz contra infecgbes por SARS-CoV-2, de
acordo com alguns estudos in vivo (Inglot 1969, Rolain, Colson et al. 2007). No
entanto, um estudo recente provou que a terapia com hidroxicloroquina nao
preveniu a infeccao por SARS-CoV-2 em individuos saudaveis versus pacientes
infectados (Mitja, Corbacho-Monné et al. 2021). Além disso, outros estudos

também desacreditaram os inibidores de protease, como lopinavir, ritonavir e
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cloroquina, para modular uma potente terapia anti-SARS-CoV-2 (Ma and Wang
2021, Ma, Tan et al. 2022). Recentemente, dois anticorpos monoclonais,
tocilizumab e sarilumab, usados como anti-inflamatérios para artrite reumatoide
(Investigators 2021), foram reaproveitados para uso contra SARS-CoV-2.
Tocilizumab foi aprovado como medicamento de imunoterapia pelo FDA para o
tratamento contra a liberacdo de citocinas, essa que € uma marca registrada de
infeccdo por COVID-19 particularmente critica (Robinson 2021, Soin, Kumar et
al. 2021). Esses anticorpos monoclonais funcionam antagonizando os
receptores de interleucina-6 sollveis e ligados a sindrome de liberacdo de
citocinas (Zhang, Li et al. 2020). Ensaios clinicos mostraram que tocilizumab e
sarilumab melhoraram a taxa de sobrevivéncia e reduziram a mortalidade em
pacientes hospitalizados em 28 e 22,2%, respectivamente quando administrados
dentro de 24 horas apds a entrada em unidades de terapia intensivas (UTIS)
(Investigators 2021, Robinson 2021, Fernandes, Inchakalody et al. 2022).

Novos medicamentos orais para coronavirus ainda estdo sendo
estudados. Paxlovid® € um candidato a medicamento antiviral oral para
inibidores de protease SARS-CoV-2, recentemente lancado pela Pfizer. Trata-se
de uma combinagao de nirmatrelvir com o ritanavir, pois ndo funciona tdo bem
se for administrado isoladamente. Projetada para bloquear a atividade da
protease SARS-CoV-2-3Cl, necessaria para a replicacdo do coronavirus (Wen,
Chen et al. 2022). Paxlovid® reduziu significativamente as internacdes
hospitalares e as mortes entre pessoas com COVID-19 com alto risco de doenca
grave, quando comparadas com o placebo (Mahase 2021).

O reposicionamento de farmacos possui algumas limitacdes associadas
a natureza de “tentativa e erro”, sobretudo, para doengas que envolvem novas
vias bioquimicas e alvos moleculares (Ferreira and Andricopulo 2020). Os
poucos modelos animais pré-clinicos reproduziveis e medidas de desfecho
clinico padrao ouro em estudos COVID-19 também podem resultar em algumas
falhas em encontrar beneficios clinicos. Ferramentas e andlises com maior
sensibilidade também sdo necessarias para detectar diferencas entre o0s
medicamentos e os placebos, especialmente porque os pacientes afetados de
maneira mais leve com COVID-19 sé&o incluidos nos ensaios. A presenca de
populac6es heterogéneas com diferentes origens genéticas também pode afetar

os resultados clinicos. Os possiveis fatores que contribuem para ensaios clinicos
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gue devem ser levados em consideracdo em ensaios futuros incluem direcionar
0 uso de drogas que se engajam com o alvo pretendido (incluindo proteinas do
virus e virus-hospedeiro e proteina-proteina); intervengdo no estagio correto da
doenca, incluindo doencas precoces, leves, moderadas e
graves; biomarcadores farmacodinamicos e farmacocinéticos traduziveis
(melhor penetracdo pulmonar); escolhas de farmacos baseadas em atividades
antivirais in vitro com eficacia preditiva e em estudos com modelos animais
apropriados; abordar a rapida progressao da doenca de COVID-19 em um curto
periodo; e monitoramento com precisdo sobre a complexidade das
caracteristicas clinicas e biologicas para a intervencgéo terapéutica (Zhou, Wang
et al. 2020).

Na procura de novas estratégias terapéuticas, os compostos bioativos
vem sendo cada vez mais estudados, uma vez que os produtos de origem natural
possuem uma ampla atividade farmacoldgica e sdo geralmente menos toxicos

gue os medicamentos convencionais.

2.2.2 Compostos Naturais

Os efeitos terapéuticos de fontes naturais, como € o caso de plantas,
foram reconhecidos ha muitos anos e desde entdo tém sido utilizadas no
combate a varias doencas, uma vez gque 0S compostos naturais apresentam
atividades farmacoldgicas diversas, nomeadamente, atividade antibacteriana,
antiviral, anti-inflamatéria, antioxidante, antienvelhecimento, entre outras (Chen,
Wang et al. 2021). Assim, desde o surto de COVID-19, tém sido estudadas varias
plantas medicinais com resultados promissores na inibicdo ou interrupcdo da
proliferacdo deste agente infeccioso (Benarba and Pandiella 2020, Shah, Rasul
et al. 2021).

Os compostos naturais podem ser uma alternativa aos medicamentos
convencionais e também podem exercer atividade anti-SARS-CoV-2 atuando
nas diferentes etapas do ciclo de vida do virus e tendo em conta as diferentes
proteinas virais e as do hospedeiro, como a PLP™®, 3CLP®, RdRp, helicase,
glicoproteina S, receptor ACE2 e TMPRSS2 (Benarba and Pandiella 2020, Chen,
Wang et al. 2021). Para além disso, outra estratégia importante na prevencao e
controle desta infeccdo consiste na estimulacdo do sistema imunolégico. Assim,

quando o virus se encontra na fase de incubacao, a resposta imune tera de ser
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eficiente para elimina-lo evitando a sua replicacdo nas células hospedeiras
(Shah, Rasul et al. 2021).

Por fim, a atividade antioxidante e anti-inflamatéria pode contribuir com a
atenuacao da tempestade de citocinas e impedir a progressao da doenca para
sintomas mais severos como a pneumonia (Jager, Lowery et al. 2014).

InvestigagBes farmacologicas modernas e ensaios clinicos revelaram
inUmeras atividades farmacolégicos para fitoquimicos selecionados. A
curcumina, o ingrediente ativo da circuma, € um bom exemplo de composto com
modo de acdo multi mecanicista. A curcumina ja foi aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA e mais de 300 ensaios clinicos relataram os
efeitos protetores benéficos da curcumina contra varias doencas (Jager, Lowery
et al. 2014).

2.2.3 Curcumina

A curcumina (CUR) é uma substéancia polifendlica amarela, quimicamente
conhecida como 1,7-bis(4hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona e
isolada de uma planta chamada “ctrcuma longa”. E uma molécula simétrica, com
férmula C21H2006, peso molecular de 368,38 g/mol (Gupta, Patchva et al. 2013)
e estrutura lipofilica com propriedades polifendlicas. Possui trés entidades
guimicas em sua estrutura: dois sistemas de anéis aromaticos contendo grupos
o-metoxifenol ligados por um ligante de sete carbonos que consiste em uma
porcdo [B-dicetona a,B-insaturada (Figura 3). (Priyadarsini 2014, Jakubczyk,
Druzga et al. 2020).

A curcumina representa cerca de 3-5% da composicdo quimica do
acafrdo. A maior parte dos extratos brutos feitos de acafrdo, mesmo alguns
materiais refinados de “curcumina”, possuem trés compostos principais:
curcumina (CUR), que geralmente compde 60-70% do extrato bruto,
dimetoxicurcumina (DMC) 20-27% e bisdismetoxicurcumina (BDMC) 10-15%,
em conjunto com muitos metabdlitos secundarios, no entanto, em menor
guantidade (Nelson, Dahlin et al. 2017). Esta planta, desde os tempos antigos
até os dias atuais, tem sido utilizada para diferentes fins, por exemplo, em

alimentos e para usos terapéuticos (Kunnumakkara, Bordoloi et al. 2017).
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Figura 3: Estrutura quimica da curcumina.Fonte:https://www.saberatualizado.com.br/2016/04/a-
curcumina-possui-poder-medicinal.html

No campo da medicina, a curcumina possui humerosos beneficios
terapéuticos, destacando-se a acdo antiespamodica, antidiarreica, diurética,
antiescorbutica, antiespamddica, hepatoprotetora, antiparasitario, antiviral,
antifangica, antitumoral, anticonvulsivante, sedativo, antioxidante,
neuroprotetora e antidislipidémica (Marchi, Tedesco et al. 2016). Em patrticular,
apresenta acdes antioxidantes, anti-inflamatdrias, anti-artrite e anticancerigenas
(Tang, Li et al. 2020).

A significativa atividade anti-inflamatoéria da CUR tem atraido o interesse
de muitos pesquisadores e € considerada um dos compostos haturais com maior
potencial no tratamento de doencas. A CUR exerce efeitos anti-inflamatorios
regulando as vias de sinalizacdo inflamatéria e inibindo a producdo de
mediadores inflamatérios. Ela liga-se aos receptores Toll-like (TLRS) e regula o
fator nuclear kappa-B (NF-kB), proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK), proteina ativadora 1 e outras vias de sinalizacdo (Rahimifard, Magbool
et al. 2017, Gao, Zhuang et al. 2019, Zhang, Zheng et al. 2019), desse modo
regulando mediadores inflamatorios no tratamento de doencas inflamatorias. A
curcumina pode regular negativamente o NF-kB através da acdo no receptor

gama ativado por proliferadores de peroxissoma (PPARYy) (Li, Sun et al. 2019,
Zhu, Chen et al. 2019). A curcumina também pode desempenhar efeitos anti-

inflamatérios ao regular a via de sinalizacdo inflamatoria Janus
quinase/transdutor de sinal e ativador da transcricdo (JAK/STAT) (Kahkhaie,
Mirhosseini et al. 2019, Ashrafizadeh, Rafiei et al. 2020). Além disso, a

curcumina pode restringir diretamente a montagem do inflamassoma NLRP3 ou
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inibir a ativacdo do inflamassoma NLRP3 pela inibicdo da via NF-kB, que pode
ser um dos mecanismos da curcumina para o tratamento de doencas
inflamatorias (Kahkhaie, Mirhosseini et al. 2019, Hasanzadeh, Read et al. 2020).

Nos estudos de células inflamatdrias em mamiferos, a curcumina diminuiu
os niveis de mediadores pro-inflamatoérios, como Interleucina-1 (IL-1), IL-1, IL-
6, IL-8, IL-17, IL-27, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), sintese de 6xido nitrico
induzivel (iNOS), NO, fator expresso e secretado por células T normais), fator
estimulador de colénias de granulécitos e proteina quimiotatica de mondcitos-1
(Meng, Yan et al. 2013, Zeng, Zhan et al. 2013, Fu, Gao et al. 2014, Alizadeh,
Javadi et al. 2018, Chen, Liu et al. 2018, Sadeghi, Rostamirad et al. 2018).
Ensaios clinicos também mostraram que a curcumina pode reduzir 0s
mediadores inflamatérios como proteina C-reativa (PCR) e TNF (Panabhi,
Hosseini et al. 2016, Alizadeh, Javadi et al. 2018).

A curcumina atua principalmente nas células dendriticas, célula T helper
17 e célula T reguladora. O linfécito Thl7 é uma importante célula pro-
inflamatoéria que produz IL-17, IL-22 e IL-23 e promove a resposta
inflamatoria. As células Treg inibem a resposta inflamatoria (Atabaki, Shariati-
Sarabi et al. 2020). Alterag6es no numero e na fungéo de Th1l7 e Treg podem
causar uma resposta imune anormal, levando a inflamacdo. Portanto, a
manutencdo do equilibrio Th17/Treg favorece a manutencdo da homeostase
imunologica e o tratamento de doencas inflamatérias (Zhang, Zheng et al.
2019). A curcumina inibe a diferenciagdo Th17 e regula o reequilibrio Treg/Th17
por meio da inibicdo da via IL-23/Th17 (Chang, Zhai et al. 2021, Zhang, Liu et al.
2021).

O estresse oxidativo esta intimamente relacionado aos processos
inflamatorios. O acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) leva ao
estresse oxidativo, que aumenta a inflamacgéo ativando fatores de transcricao
associados a inflamacéo. A curcumina reduz a producéo de EROs devido ao seu
efeito na nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e ao
aumento da atividade de enzimas antioxidantes relacionadas a via Nrf2-Keapl
(Derochette, Franck et al. 2013, Lin, Bai et al. 2019, Yousefian, Shakour et al.
2019). Desta forma, a curcumina também pode reduzir a inflamacao por meio de

sua atividade antioxidante.
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Além de sua seguranca e tolerabilidade, o custo-efetividade € uma
vantagem adicional desse composto. Devido as suas propriedades, a curcumina
esta sendo comercializada em varios paises do mundo em varias formas
(Prasad, Tyagi et al. 2014). Apesar de ter multiplos beneficios medicinais, € uma
droga hidrofébica e, consequentemente, sua administracdo no corpo humano &
dificultada pela baixa solubilidade aquosa e instabilidade fisico-quimica (Sharma
1955, Wahlstrom and Blennow 1978, Couvreur 1988, Khurana and Ho 1988,
Wang, Walden et al. 1997, Mahran, Hagras et al. 2017). Estudos iniciais
mostraram que a curcumina é sensivel a exposicao a luz, sendo 15 minutos de
exposicao suficientes para a deteccdo de seus produtos de degradacao
(Tennesen, Karlsen et al. 1986, Khurana and Ho 1988). A curcumina também é
suscetivel a mudancas de pH, sendo muito mais instavel em pHs neutros (e/ou
fisiol6gicos) e alcalinos; 90% é degradado em 30 minutos em pH 7,2 ou superior
(Wang, Walden et al. 1997). Embora a ingestdo oral diaria de curcumina seja
toleravel até 12 g (Lao, Ruffin et al. 2006, Li, Sun et al. 2019), sua baixa
solubilidade aquosa resulta em biodisponibilidade muito baixa (abaixo de 1%)
(Yang, Lin et al. 2007) e consequente baixa farmacocinética.

Varios ensaios clinicos relataram que apenas quantidades insignificantes
sdo absorvidas diretamente porque a curcumina € rapidamente convertida em
seus metabdlitos e facilmente excretada do corpo apds a administracdo oral
(Asher, Xie et al. 2017, Mahran, Hagras et al. 2017, Kunati, Yang et al. 2018).
Estudos anteriores mostraram que, quando ratos receberam curcumina na dose
de 1g/kg, cerca de 75% da curcumina foi excretada nas fezes, enquanto
guantidades insignificantes de curcumina apareceram na urina. Medi¢des dos
niveis de plasma sanguineo e excrecéo biliar mostraram que a curcumina foi mal
absorvida pelo intestino e a quantidade de curcumina que atingiu os tecidos fora
do intestino foi farmacologicamente insignificante. Assim, para que a curcumina
exiba seus efeitos terapéuticos no corpo humano, é necessario que uma pessoa
ingira entre 12 a 20g de curcumina todos os dias; caso contrario, é improvavel
que concentragbes substanciais dela ocorram no corpo apds a ingestdo
(Wahlstrom and Blennow 1978).

Estudos com sistemas de entrega de farmacos baseadas em
nanoparticulas (Anand, Nair et al. 2010) ou has quais a curcumina é encapsulada

em lipossomas (Wang, Veena et al. 2008), microparticulas lipidicas sélidas,
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como albumina de soro bovino (Gupta, Aseh et al. 2009) e quitosana (Das,
Kasoju et al. 2010), ou complexado com fosfolipidios (Maiti, Mukherjee et al.
2007), e ciclodextrina (Yallapu, Jaggi et al. 2010), foram relatadas para superar
os problemas de solubilidade e biodisponibilidade da CUR.

Apesar dos extraordinarios esforcos da comunidade cientifica em todo o
mundo, o desenvolvimento de novos medicamentos é um processo complexo e
os resultados levam tempo para aparecer. Entende-se que o desenvolvimento
de tecnologia é essencial para que as perdas e danos a vida humana sejam
minimizados ao maximo. Neste sentido, a hanotecnologia tem sido utilizada de
maneira importante no que concerne ao combate do virus SARS-Cov-2, por
exemplo, na fabricacdo de kits de diagnéstico rapido (Cardoso, Moreira et al.
2020), na terapia, com medicamentos na escala hanométrica que podem inibir
os efeitos da infeccdo viral (Jones, Monopoli et al. 2020, Medhi, Srinoi et al.
2020), na utilizacdo de nanocapsulas que carregam um farmaco e o liberam
dentro da célula, diminuindo os efeitos da inflamacéo aguda, que , em muitos
caso, € responsavel pelo agravamento da COVID -19 e no desenvolvimento de
vacinas para ajudar o organismo a criar anticorpos contra o virus (Cardoso,
Moreira et al. 2020).

2.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia fundamenta-se na habilidade de caracterizar, manipular
e organizar materiais em escala nanométrica. Trata-se de um campo cientifico
multidisciplinar que se aplica a praticamente todos os setores da pesquisa, da
engenharia de materiais e processos (DURAN and DE AZEVEDO 2004, Lee
2004). O principio dessa nova ciéncia € que 0s materiais nesta escala
nanomeétrica podem apresentar propriedades quimicas, fisico-quimicas e
comportamentais diferentes daquelas apresentadas em escalas maiores. Essas
propriedades dos nanomateriais ja estdo sendo exploradas industrialmente com
a fabricacAo de novos cosméticos, medicamentos, tintas, catalisadores,
revestimentos, tecidos, etc. Seus alcances podem variar do desenvolvimento de
um simples vidro a prova de arranhdes até sistemas precisos de carregamento
e liberacéo de farmacos (WORLD NANOTECHNOLOGY MARKET 2005).

Parte da dificuldade em lidarmos com 0s novos conceitos decorrentes do

avango da nanociéncia e nanotecnologia se deve a nossa pequena familiaridade
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com o mundo do muito pequeno de escala atbmica, ou seja, das dimensdes
manométricas, figura 4. Como a distancia entre dois atomos vizinhos em uma
molécula ou em uma amostra sélida & usualmente da ordem de décimos de
nandmetros, um objeto com todas suas dimensdes na escala nanométrica €
constituido por um namero relativamente pequeno de atomos; em contraste,
deve ser lembrado que um pequeno grao de p6 de giz, por exemplo, que € um
objeto microscopico (e tem, portanto, dimens@es tipicas milhares de vezes
maiores que um nandmetro), possui um numero extremamente elevado (que
pode ser estimado em cerca de 10°) de atomos (Melo and Pimenta 2010).
Escala Nanomeétrica
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Figura 4: Insercao da nanoescala em comparacdo com as dimensdes atdmicas das moléculas
pequenas como a da agua, passando pelas macromoléculas biolégicas como proteinas e
estruturas virais até a escala micrométrica das células (Fonte: (Apolinario, Salata et al. 2)).

Em termos tecnolégicos, uma primeira motivacao para o desenvolvimento
de objetos e artefatos na escala nanométrica, esta associada a possibilidade de
gue um numero cada vez maior deles venha a ser reunido em dispositivos de
dimensdes muito pequenas, aumentando assim a compactacdo e sua
capacidade para o processamento de informagdes. No entanto, mais que na
procura pelo simples beneficio direto da reducdo de tamanho, a grande
motivagao para o desenvolvimento de objetos e dispositivos nanométricos reside
no fato de que novas e incomuns propriedades fisicas e quimicas — ausentes
para o mesmo material quando de tamanho microscépico ou macroscoépico — sédo
observadas nessa nova escala.

Na verdade, a alteracdo das propriedades de um material ao atingir a

escala nanométrica se deve a combinacdo de dois fatores: enquanto, por um
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lado, € em objetos com essas dimensdes que os efeitos quanticos se manifestam
de maneira mais evidente, por outro, observa-se que quanto menor for o
tamanho da amostra, mais importante se tornam os efeitos de superficie, pelo
aumento da proporcao entre sua area e seu volume (Melo and Pimenta 2010).
Assim, as nanotecnologias buscam se aproveitar das novas propriedades que
surgem nos materiais quando em escala nanométrica para, através do controle
do tamanho e da forma dos nano-objetos, conseguir a preparagcdo de novos
materiais tecnoldgicos com finalidades especificas.

Um dos setores da nanotecnologia com maior potencial de aplicacdo séao
0s sistemas de carregamento e liberacdo de drogas (farmacos e vacinas) para
melhorar a sua eficdcia terapéutica (Shaffer 2005). O alto custo do
desenvolvimento de novas moléculas ativas torna os sistemas nanoestruturados
de liberacdo de farmacos uma das areas da industria farmacéutica mais
promissoras. Isso porque uma nova formulacdo em nanoparticulas pode
resgatar drogas promissoras que foram descartadas apds vultuosos
investimentos por causa da descoberta de potenciais efeitos colaterais ou baixa
biodisponibilidade, além de gerar novas patentes.

O problema mais comum que costuma impedir a aprovacao de farmacos
potencialmente eficazes sédo sua rapida metaboliza¢do no organismo e os efeitos
toxicos decorrentes de sua baixa solubilidade plasmatica e/ou sua acéo
indiscriminada sobre as células sadias. Idealmente, um farmaco de efeito
sistémico deve permanecer na circulacdo o tempo necessario para seu efeito
terapéutico, dentro de uma faixa segura de alta eficacia combinada com a baixa
toxidez, e um minimo de doses repetitivas.

Além de protegé-los contra a degradacdo prematura e promover sua
solubilizacédo, o encapsulamento de farmacos em nanossistemas apropriados
podem ajudar a direciona-lo para o tecido ou célula-alvo. Os sistemas de
liberacdo controlada de farmacos apresentam varias vantagens em relacdo aos
sistemas convencionais, tais como: a) maior controle de liberagdo do principio
ativo, diminuindo o aparecimento de doses toxicas subterapéuticas; b) utilizacédo
de menor quantidade de principio ativo, resultando em menor custo; ¢) maior
intervalo de administracdo; e) melhor aceitacdo do tratamento pelo paciente; f)
possibilidade de direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico. As

desvantagens que devem ser monitoradas e contornadas no desenvolvimento
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desses sistemas sao: a) possivel toxicidade dos materiais utilizados na producéo
e dos produtos da sua biodegradacéao, e b) custo mais elevado, dependendo do
material e do processo utilizado. Este, no entanto, pode ser compensado pela
reducado das doses necessarias (Rossi-Bergmann 2008).

Varios tipos de nanoparticulas e sistemas coloidais podem melhorar a
cinética, biodistribuicdo e a liberacdo de drogas, seja ela um farmaco, vacina,
proteinas recombinantes ou oligonucleotideos. Dentre 0s principais
nanocarreadores estudados no ambito farmacéutico estdo as nanoemulsdes e
as nanoparticulas poliméricas (Guterres, Alves et al. 2007, Rossi-Bergmann
2008). As nanoemulsdes sdo representas por um sistema constituidos por
goticulas de Oleo estabilizadas por tensoativos. As nanoparticulas poliméricas,
classificadas em nanoesferas e nanocépsulas, sdo definidas como particulas
coloidais solidas (Anton, Benoit et al. 2008, Pohlmann, Fonseca et al. 2013). As
nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composic¢ao, sao formadas por
uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido. Ja as
nanocapsulas sédo constituidas por um invoélucro polimérico disposto ao redor de
um ndcleo, geralmente oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo
e/ou adsorvido a parede polimérica (Charcosset and Fessi 2005, Mishra, Patel
et al. 2010).

Esses nanocarreadores vem sendo estudados e desenvolvidos para a
aplicacao no tratamento de diversas doencas. A escolha do tipo de nanoparticula
a ser utilizada como sistema de liberacdo controlada recaira, principalmente,
sobre sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, compatibilidade fisica e
guimica com a droga, e a via de administracdo a ser utilizada (Rossi-Bergmann
2008). Neste sentido, varios materiais presentes nestes nanossistemas vem
sendo estudados, como a poli-epislon caprolactona (PCL), o polietilenoglicol
(PEG), o eudragit e o polissorbato (tween).

Nanocapsulas poliméricas sdo um tipo especifico de nanoparticulas
poliméricas utilizadas para melhoria dos efeitos bioldgicos de farmacos,
aumentam a fotoestabilidade e a estabilidade quimica, modulam a interacdo com
células e tecidos, reduzem efeitos adversos e aumentam a eficacia ou
biodisponibilidade dos medicamentos (Frank, Contri et al. 2015). Em geral, as
nanocapsulas poliméricas sdo compostas por farmaco, polimero, 6leo,

surfactante e dgua. Sao produzidas por diferentes métodos com distribui¢cdes de
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tamanho estreitas, diametros menores que 1 um. O tamanho submicron desses
sistemas coloidais rendem um alta especificidades de area de superficie. Esta
caracteristica esta fortemente correlacionada as suas respostas biolégicas. Por
esse motivo, nanocapsulas tém sido utilizadas para reacdes interfaciais por
terem sua superficie modificada. Estas estratégias oferecem especificidade
quimica para o reconhecimento molecular (Bender, Cavalcante et al. 2014) ou
melhoram a estabilidade fisica em meios bioldgicos (Rodriguez-Emmenegger,
Jager et al. 2011). As nanocapsulas sdo geralmente produzidas em meio aquoso
como uma solucdo coloidal turva. Esta solucdo opalescente pode ser usada
como produzida (produto final) ou pode ser posteriormente incorporada em géis
(Ourique, Melero et al. 2011, Frank, Sandri et al. 2014, Meng, Wang et al. 2018)
ou convertidas em pos (Marchiori, Ourique et al. 2012) para aumentar a

estabilidade fisica do produto.

2.3.1 Polimeros

Materiais poliméricos tém sido amplamente empregados como agentes
de controle de liberacdo de farmacos, e estes apresentam diferentes abordagens
na concepcgao da matriz polimérica. A primeira categoria de matrizes poliméricas
sdo as matrizes insoluveis, também classificadas como matrizes formadas por
sistemas plasticos. A segunda categoria € representada pelos materiais
hidrofébicos, insoliveis em agua que apresentam capacidade de erosao. A
terceira categoria inclui polimeros que formam matrizes hidrofilicas. Matrizes
plasticas tém sido amplamente usadas em sistemas de liberacdo de farmacos,
principalmente devido a sua natureza quimica inerte e a capacidade de associar
substancias ativas. Entretanto, a penetracdo de liquidos € um fator limitante do
emprego destes materiais. As matrizes hidrofobicas, por sua vez, controlam a
liberacdo de substancias e a penetracdo de através da difusdo pelos poros e
pela erosdo do material. Matrizes hidrofilicas, quando expostas as solucdes
aquosas, ndo sofrem degradacdo, mas incorporam agua e formam uma barreira
viscosa superficial que controla a liberacdo de substancias e a penetracdo de
liguidos para o interior do sistema matricial (Reza, Quadir et al. 2003).

Polimeros biodegradaveis podem ter origem natural ou sintética,
geralmente os sintéticos apresentam vantagens por permitirem modificacdes de

suas propriedades durante o processo de sintese, diferentemente dos naturais.
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Ja os naturais tendem a ser mais biocompativeis. O critério de selecdo de um
polimero biodegradavel considera suas propriedades mecéanicas e seu indice de
degradacdo, propriedades dependentes das caracteristicas fisicas e quimicas
do material (Lu and Chen 2004). O estado fisico do polimero e o do farmaco,
por exemplo, cristalino, amorfo, vitreo, elastico ou dispersdo molecular sao de
maior importancia para descrever o mecanismo de liberagdo de farmacos. Por
exemplo, o coeficiente difusional de um farmaco em polimero amorfo é superior
guando o estado é cristalino (Hombreiro-Perez, Siepmann et al. 2003).

O emprego de polimeros biodegradaveis para o controle de liberacéo de
farmacos baseia-se em  propriedades de biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Homo- e co-polimeros derivados de poli (acido latico), poli
(acido glicolico), poli (acido latico-co-glicdlico) e poli (e-caprolactona) sao
amplamente empregados na preparacdo de carregadores de liberacdo
controlada de diversos farmacos. Muitos trabalhos tém demonstrado a
importancia do emprego terapéutico destes materiais poliméricos no
desenvolvimento de sistemas carregadores e farmacos micro e nanoparticulados
(Lamprecht, Torres et al. 2000, Lu and Chen 2004, Sinha, Bansal et al. 2004).

2.3.1.1 Poli (épsilon-caprolacona)

A poli-e-caprolactona (PCL), figura 5, € um polimero biodegradavel,
biocompativel e semicristalino com uma temperatura de transicao vitrea muito
baixa. Devido a sua degradacao lenta, o PLC € ideal para entrega a longo prazo,
estendendo-se por um periodo de mais de um ano. Isso levou a sua aplicacéo
na preparacdo de diferentes sistemas de entrega (Sinha, Bansal et al. 2004).
PCL é um poliéster alifatico, semicristalino, com temperatura de transicéo vitrea
de -60 °C e ponto de fuséo entre 59 e 64 °C, dependendo da sua natureza
cristalina. O peso molecular pode variar entre 10.000 a 80.000 g/mol. A PCL &
solavel em cloroféormio, diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno,
tolueno, ciclohexano e 2-nitropropano a temperatura ambiente. Apresenta baixa
solubilidade em acetona, 2-butanona, acetato de etila, dimetilformamida e
acetonitrila, e é insolivel em alcool, éter de petréleo e éter dietilico. O PCL
quando empregado em sistemas de liberacdo de farmacos apresenta como
propriedade a alta permeabilidade a substancias, principalmente, de baixo peso
molecular (Gibaud, Al Awwadi et al. 2004, Sinha, Bansal et al. 2004).
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Figura 5: Estrutura quimica de poli (e-caprolactona) (Fonte: (Mazzarino 2013)).

A degradacdo de PCL em ambiente aquoso é favorecida pelo meio
alcalino e pelas altas temperaturas. A degradacao ocorre por hidrolise quimica
e/ou enzimética, principalmente da ligacdo éster. Durante a degradacdo a
diminuicdo da massa molar é acompanhada por uma distribuicdo de massa
molar e pelo desenvolvimento de picos e baixa massa molar (Eldsater,
Erlandsson et al. 2000).

Como resultado de sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, a PCL
tem sido extensivamente estudada para aplicacdo controlada de farmacos e
engenharia de tecidos em diversas formula¢des. Vérios estudos relatam o uso
de NCs preparadas com PCL apresentando resultados promissores na area de
entrega de drogas, incluindo o anti-inflamatério indometacina (Bernardi,
Zilberstein et al. 2009), a antimalarica quinina (Haas, Bettoni et al. 2009) e a
antioxidante trans-resveratrol (Frozza, Bernardi et al. 2010). Além disso, existem
algumas moléculas que foram incorporadas com sucesso em nanoparticulas de
PCL para aumentar seu valor terapéutico, incluindo tamoxifeno (Shenoy and
Amiji 2005), saquinavir (Shah and Amiji 2006) e insulina (Damgé, Maincent et al.
2007). O PCL é adequado para administracdo controlada de farmacos devido a
alta permeabilidade a muitos farmacos, excelente biocompatibilidade e sua
capacidade de ser totalmente excretada do corpo uma vez biorreabsorvida. No
entanto, a biodegradacéao do PCL é lenta, em comparagdo com outros polimeros
(Woodruff and Hutmacher 2010).

A exposicdo a nanoparticulas vem crescendo significativamente. Até
0 momento, pouco se sabe sobre a possivel toxicidade e seguranca das
nanocapsulas poliméricas. Estudos toxicolégicos padrdo in vitro e in vivo néo
foram realizados em detalhes e os dados sobre sua toxicidade s&o escassos.

(Huang, Gao et al. 2010) realizaram um estudo sobre os efeitos agudos e
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genotoxicos da administracdo intravenosa de copolimeros e nanoparticulas
contendo PCL em ratos, que nao apresentou nenhum efeito adverso. Em
trabalho anterior, (Fang, Gong et al. 2009) concentrou-se principalmente na
toxicidade aguda de 6rgdo de camundongos BALB/c apds injecdo subcutanea
de copolimero tribloco biodegradavel contendo PCL, e a formulacdo foi
considerada ndo téxica. Os mecanismos de toxicidade das NPs ndo séo
completamente claros, e é possivel gue mais de um mecanismo esteja envolvido.
Entretanto, nenhum estudo investigou a toxicidade de nanocapsulas produzidas
com PCL, que apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas que alteram

seus possiveis mecanismos de toxicidade.

2.3.1.2 Polisorbato 80

O polisorbato 80 (P80), figura 6, também conhecido como Tween 80, &
um surfactante ndo idnico sintético comumente usados em alimentos,
cosméticos e formulacdes de medicamentos como solubilizante, estabilizante ou
emulsificante (ten Tije, Verweij et al. 2003, Kerwin 2008). O P80 é composto de
ésteres de acido graxos de polioxietileno sorbitano (Kerwin 2008, Khan, Mahler
et al. 2015). A composicao de acido graxo é principalmente acido oleico, mas
outros acidos graxos, como acido palmitico ou linoleico, podem ser incluidos.
Portanto, o P80 esta geralmente disponivel como uma mistura quimicamente
diversa de diferentes ésteres de acidos graxos, com o acido oleico
compreendendo mais de 58% da mistura (Kerwin 2008). No entanto, o principal
componente do P80 é o monooleato de polioxietileno-20-sorbitano,
estruturalmente semelhante aos polietilenoglicéis. O polisorbato 80 tem um peso
molecular de 1309,7 Da e uma densidade de 1,064g/ mL (ten Tije, Verweij et al.
2003).

HO/ 'R
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Figura 6: Estrutura quimica de Polisorbato 80 (Fonte: (Souza, Ferraz-Freitas et al. 2016)).
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Por causa de sua dupla natureza hidrofdbica / hidrofilica, os surfactantes
em solucéo aquosa tendem a orientar-se de modo que a exposi¢cdo da porcéo
hidrofébica é minimizada (Randolph and Jones 2002). As por¢des hidrofébicas
conduzem uma interacdo com a interface ar-agua ou uma interface sélido-agua,
essas por¢cOes também resultam na formacdo de micelas em concentracfes
acima da concentracéo critica de micelas de 0,01 % (peso / volume) em solugéo
aquosa sem proteina (ten Tije, Verweij et al. 2003, Kerwin 2008, Khan, Mahler et
al. 2015). Esta formacdo de micela pode desempenhar um papel critico no
mecanismo de acdo do polissorbato 80. Ensaios de imunoabsorcédo enzimatica
mostraram que o P80 pode ativar o sistema complemento, um mecanismo imune
multiproteico. A ativacdo do sistema complemento pode levar a fagocitose,
estimulacdo e recrutamento de leucdcitos ou perfuracdo das membranas
plasmaticas, possivelmente levando a efeitos colaterais imunolégicos, como
hipersensibilidade aguda e reacdes imunes sistémicas (Weiszhar, Czlcz et al.
2012). Esta possibilidade foi testada em um modelo de peixe-zebra, onde
residuos de acidos graxos em amostras de P80 causaram reacdes anafilactéides
nas concentracdes mais altas testadas (Schellekens 2005).

As solucbes aquosas de P80, assim como o liquido néo diluido, sofrem
auto-oxidacédo ao longo do tempo, com mudancas sendo catalisadas pela luz,
pelo aumento da temperatura e pelo sulfato de cobre. A auto-oxidagao leva a
formacdo de uma variedade de hidroperéxidos, peroxidos e compostos de
carbonila que podem degradar prontamente as proteinas. Durante 0s estagios
iniciais de propagacéo, a formacao do peréxido é geralmente mais rapida do que
sua decomposicdo; eventualmente, as taxas de formacdo e decomposicao se
igualam, e entdo a decomposicdo ocorre mais rapido do que a formacao.
Parametros como a tensao superficial e as propriedades do ponto de nuvem
podem ser usados para estabelecer a degradacdo nas cadeias hidrofilicas
(Donbrow, Azaz et al. 1978).

Tanto em estudos com animais quanto em estudos clinicos, o P80 é
rapidamente removido da circulagdo sistémica (van Tellingen, Beijnen et al.
1999, Sparreboom, Zhao et al. 2002), e pode ter um efeito potencial na
distribuicdo e eliminacdo de alguns medicamentos administrados por via

intravenosa. Esse efeito pode levar ao aumento da exposi¢cdo sistémica e
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diminuicdo da depuracao da droga, e isso pode ocorrer pelo fato do P80 formar
complexos micelares, de modo que a ligacdo da droga se torna saturada em
locais Unicos e a fracdo de farmaco aumenta (Loos, Baker et al. 2003, ten Tije,
Verweij et al. 2003). Além disso, o P80 demonstrou varias propriedades
farmacodinamicas, incluindo alteracdo da fluidez e aumento da permeabilidade
da membrana (Riehm and Biedler 1972, Anderberg, Nystrom et al. 1992). Um
estudo in vitro demonstrou que o P80 potencializa o efeito de antibidticos em
linhas de células resistentes, o que se pensa ser devido ao seu efeito na
permeabilidade da membrana celular.

Por outro lado, o P80 foi associado a uma série de eventos adversos. Nos
alimentos, pequenas concentracdes nao digeridas podem aumentar a
translocacdo bacteriana através do epitélio intestinal, uma explicacdo potencial
para um aumento observado na incidéncia da doenca de Crohn (Roberts,
Rushworth et al. 2013). Em formula¢des de medicamentos, o P80 foi implicado
em uma série de reacdes sistémicas (por exemplo, hipersensibilidade, anafilaxia
nao alérgica, erupcao cutanea) e eventos adversos no local de injecdo e infusao
(dor, eritema, tromboflebite) (Bergh, Magnusson et al. 1997, ten Tije, Verweij et
al. 2003, Steele, Limaye et al. 2005). O P80 também foi implicado em casos de
toxicidade renal e hepética. Estudos in vitro indicaram que este surfactante em
concentracdes clinicamente relevantes aumenta a citotoxicidade do peroxido de
hidrogénio em timécitos de ratos aumentando a suscetibilidade ao estresse
oxidativo, através da diminuicdo do contetdo celular de glutationa (Tatsuishi,
Oyama et al. 2005).

Nos ultimos anos, a nhanotecnologia incorporou um namero consideravel
de novas ferramentas que aumentam significativamente a diversidade de
mecanismos de administracdo de medicamentos (Luna-Herrera, Pérez-Martinez
et al. 2021), sendo que os surfactantes ndo ibnicos mais populares para
estabilizar nanossistemas s&do os polisorbatos. Entre todos os tipos de
polissorbatos, o P80 € o mais eficaz e mais amplamente utilizado (Wu, Huang et
al. 1996, Akhtar, Rehman et al. 2011, Pandey, Mittal et al. 2014).

Gelperina et al (2002) desenvolveram NPs de poli(butil cianoacrilato)
revestidas com P80 para o transporte do antibiético antitumoral doxirrubicina
através da barreira hematoencefalica para o cérebro apdés a administracdo

intravenosa. O objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade dessas NPs
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revestidas com P80 em ratos saudaveis. Pode-se observar que essas NPs
carregadas com doxirrubucina demonstraram toxicidade semelhantes ou até
menores do que a doxirrubicina livre, e a presenca de P80 na formulag¢éo néo foi
associada a alteracdes de toxicidade (Gelperina, Khalansky et al. 2002). Um
estudo com NPs de poli (lactideo), revestidas de P80 e carregadas com
resveratrol em um modelo de camundongo de doenga de Parkinson,
demonstraram neuroprotecao significativa contra alteragdes comportamentais e
neuroquimicas induzidas por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, provando
ser uma ferramenta nanomédica promissora e terapia adjuvante para doenca de
Parkinson (da Rocha Lindner, Bonfanti Santos et al. 2015).

Lemke et al (2010) formularam nanossuspensodes revestidas com P80 e
colato de sodio carregadas com anfotericina B para entrega cerebral em NPs. A
nanossuspensao foi testada quanto a atividade amebicida contra Balamuthia
mandrillaris, um agente da encefalite letal. Os resultados deste estudo indicam
que as nanossuspensdes revestidas com P80 e colato de sédio aumentaram
significativamente a liberacdo do farmaco no cérebro e inibiram o parasita in vitro,
embora menos in vivo (Lemke, Kiderlen et al. 2010). J& Blasi et al (2013) avaliou
a estabilidade a longo prazo e a seguranca de NPs lipidicas de P80 e
cetilpalmitato destinadas a entrega para o cérebro. As NPs mostraram
estabilidade e auséncia de toxicidade aguda, a qual foi avaliada em embrides de
galinha por ensaio de membrana carioalantdide e em roedores por avaliacao
histologica do cérebro. Estudos demonstram a viabilidade da preparacédo de
nanoformula¢des com modificacbes na superficie utilizando P80, resultando em
sistemas de entrega promissores e com baixa toxicidade. (Blasi, Schoubben et
al. 2013)

2.3.1.3 Polietilenoglicol

Os polietilenoglicéis (PEGS), figura7, sdo produtos de é6xido de etileno
condensado e agua que podem ter varios derivados e funcdes. S&o formados
por compostos de poliéter com unidades de etilenoglicol repetidas, de acordo
com o0 mondmero constituinte ou molécula parental. A maioria dos PEGs estao
comumente disponiveis comercialmente como misturas de diferentes tamanhos
de oligbmero em faixas de peso molecular amplamente ou estreitamente

definidas. PEGs se referem principalmente a oligbmeros e polimeros com
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massas moleculares abaixo de 20.000 g/mol e sdo produzidos pela reacao
quimica entre O0xido de etileno, agua ou etilenoglicol (ou outros oligbmeros de
etilenoglicol), catalisados por &cidos ou basicos (Jang, Shin et al. 2015). O PEG
se destaca devido a sua alta flexibilidade de estrutura, biocompatibilidade,
propriedades anfifilicas, isencdo de quaisquer obstaculo estérico e alta
capacidade de hidratacdo (Harris and Chess 2003). PEG 100 a PEG 600 séo
liqguidos em temperatura ambiente, aqueles entre 1000 e 2000 s&o solidos
macios e PEGs com peso molecular maior que 2000 séo solidos cristalinos duros
com pontos de fusdo em torno de 63° C (Thomas, Muller et al. 2014). A alta
polaridade do PEG aumenta a hidrofilicidade e, portanto, aumenta solubilidade
em agua, uma caracteristica marcante entre as semelhantes estruturas de
polimeros. A alta solubilidade de PEG também é observada na maioria dos
solventes organicos e inorganicos, na qual formam uma monocamada nha
interface ar-agua, assim desempenhando um papel importante na solubilizacao
e permeacdao (Pasut and Veronese 2012). Ja foi demonstrado que o revestimento
de PEG diminui o angulo de contato entre as superficies, e isso significa que o
PEG é hidrofilico e diminui o angulo de contato de materiais hidrofébicos
significativamente. PEGs sao eletricamente neutros em todos os pHs com
terminais funcionais altamente ativos (XIAO, JIANG et al. 2013).

HO \{\O/%\/OH

Figura 7: Estrutura quimica de polietilenoglicol (Fonte: (Ribeiro, Siqueira et al.)).

A bioconjugacdo € uma técnica usada pelos quimicos para unir duas
moléculas em que uma delas é uma biomolécula. Quando a outra molécula é
poli (etilenoglicol), surge outro termo chamado PEGuilacdo. O PEG é conhecido
por ser um polimero neutro e atualmente € um dos materiais poliméricos mais
populares usados para alteracdo e controle da biodistribuicdo (Casettari,
Vllasaliu et al. 2010). PEGs podem ser covalentemente ligados a drogas de via
sistémica para aumentar o seu peso molecular, prolongar o tempo de circulacao

e proteger o farmaco do sistema imunoldgico, reduzindo a sua interacdo com
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componentes do sangue, principalmente a “opsonina” que € bem conhecida por
aumentar a fagocitose (opsonizacéo) e, subsequentemente, inibir sua absorcao
pelo sistema reticulo endotelial (Knop, Hoogenboom et al. 2010, Shah, Vercellotti
et al. 2012, Pozzi, Colapicchioni et al. 2014).

O sucesso da PEGuilacao de proteinas como um método para produzir
uma circulagdo mais prolongada e, portanto, terapias intravenosa mais eficazes,
levou a investigac6es de PEGuilacdo de nanoparticulas (NP) para a aplicacao
sistémica no inicio dos anos 80 e 90 (Arturson, Laakso et al. 1983, Silva 2016).
Reconhecidos como objetos estranhos, as NPs sdo facilmente eliminadas da
circulagdo sistémica, evitando o acimulo nas células e tecidos alvo. No entanto,
semelhante ao que foi observado com proteinas PEGuiladas, os revestimentos
de PEG em NPs protegem a superficie da agregacao, opsonizacao e fagocitose,
prolongando assim o tempo de circulacdo (Ahmed, Lukyanov et al. 2005).

Além disso, a PEGuilagdo de NPs tem sido usada como uma abordagem
para superar varias barreiras extracelulares associadas a outros modos de
administracdo, que vai desde a absorcdo na mucosa até a entrega no tecido
cerebral (Suk, Xu et al. 2016). O revestimento das nanoparticulas com uma
camada neutra de PEG pode estabilizar as nanoparticulas em tais complexos e
meios de alta forga ibnica. As nanoparticulas PEGuiladas resultantes ttm menos
tendéncia para agregar devido a “nuvem conformacional”’, causando
estabilizacao estérica. Esta “nuvem conformacional” é responsavel pela reducéo
das interagbes com o sangue e os componentes dos tecido, resultando em
macromoléculas PEGuiladas que oferecem menos imunogenicidade e
antigenicidade (Torchilinl and Papisov 1994, Knop, Hoogenboom et al. 2010). O
sucesso do PEG foi impulsionado por suas propriedades imunomodulatérias e
pela sua baixa toxicidade, exceto em doses muito altas. O PEG é geralmente
considerado de baixa toxicidade por todas as vias de administracdo, ndo sendo
irritante por via ocular ou mucosa, mas pode ser levemente irritante para a pele
e tém toxicidade aguda e crdnica extremamente baixa (Fruijtier-Pélloth 2005).

Por estes motivos, o PEG tem um futuro muito promissor para o
desenvolvimento de aplicacdes terapéuticas e biomédicas atuais. Aléem disso, o
grande numero de moléculas com as quais o PEG pode se conjugar pode
aumentar suas aplicagbes. Com isso, PEG é um dos polimeros mais

frequentemente usados para revestir nanocarreadores, aumentando sua
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biocompatibilidade, hidrofilicidade, estabilidade e biodegradabilidade. Além
disso, a farmacocinética e frequentemente a toxicidade das moléculas bioativas
podem ser fortemente afetadas pela PEGuilagdo. Por exemplo, Casettari et al
(2010) demonstrou que os conjugados de mMPEG-g- quitosana exibiram
toxicidade reduzida em células em comparacdo com as contrapartes de
quitosana modificadas (Casettari, Vllasaliu et al. 2010). Por outro lado, Hunt et al
(2014) avaliaram os efeitos do revestimento de PEG em NPs de prata em C.
elegans. As larvas expostas por 3 dias as NPs de Prata PEGuiladas
demonstraram maior toxicidade comparados com outros revestimentos como
polietilenoimina ramificada e polivinilpirrolidona (Hunt, Keltner et al. 2014). Ja a
conjugacdo da Naftalimida N-nitrosada hidrofébica com uma cadeia de PEG
hidrofilica para permitir a automontagem e formar nanoparticulas biocompativeis
de liberacdo de Oxido nitrico foi benéfica em C. elegans. As NPs foram
preparadas com sucesso, e demonstraram que em doses baixas de liberagao de
oxido nitrico promove a longevidade de C. elegans, enquanto que altas doses é
geralmente téxica e resulta em apoptose das células germinativas, diminuicdo
do tamanho de ninhada e declinio do tempo de vida (Jiang, Cheng et al. 2020).

Nanobastbes de ouro foram sintetizados e estabilizados com PEG e
modificados com dois tipos de peptideos envolvidos na doenca de Alzheimer
(DA). Esses nanossistemas foram aplicados a um modelo de doenca de
Alzheimer em Caenorhabditis elegans, e demonstraram que os peptideos AR
agregados sao diminuidos. Estes nanossistemas a base de nanoparticulas
metalicas podem contribuir para o desenvolvimento de terapias para DA
(Morales-Zavala, Arriagada et al. 2017). Martinez-Lopez et al (2021) avaliaram a
eficacia terapéutica de NPs de zeina conjugadas com PEG e carregadas com
insulina em C. elegans cultivados em condi¢fes elevadas de glicose. Essas NPs
induziram uma reducgdo significativa na formacdo de espécies reativas de
oxigénio e na gordura corporal acumulada, além de aumentar a vida util dos
vermes (Martinez-Lopez, Gonzéalez-Navarro et al. 2021).

Sistemas micelares com base em poli vinil caprolactona (PCL) — PEG
foram otimizados para a entrega de clorexidina em biofilmes estafilococicos e
avaliados quanto a toxicidade usando C. elegans. Os respectivos sistemas
micelares de PEG-PCL promoveram propriedades furtivas e liberacdo

enzimatica responsivas de clorexidina dentro dos biofilmes em comparacédo a
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clorexidina livre, melhorando a eficacia contra biofiimes de Staphylacoccus
aureus. A avaliacdo de toxicidade em C. elegans mostrou micelas sem efeitos
letais, com alta taxa de sobrevivéncia.

Muitas nanoparticulas sintetizadas carecem de estudos de
farmacocinética e farmacodinamica. Além disso, pesquisas obtidas nos ultimos
anos mostram que o PEG pode ter possiveis desvantagens, como interacdo com
0 sistema imunoldgico, provavel degradacéo sob estresse e acumulo no corpo
se ndo for excretado de forma adequada. Mais estudos relacionados a
nanossistemas e PEG ajudariam a desenvolver nanoparticulas bem-sucedidas,
com uniformidade, dose da droga e capacidade de liberacdo. Portanto é
importante encontrar o polimero ideal com o menor nimero de efeitos colaterais
para complementar os nanocarreadores de forma segura (Rahme and Dagher
2019).

2.3.1.4 Quitosana

A quitosana, figura 8, € um polissacarideo linear natural catibnico e
hidrofilico, obtido pela reacéo de desacetilacdo da quitina em meio alcalino. E
um polimero biocompativel ndo téxico que consiste em unidades de d-
glucosamina ligada (desacetilada) e N-acetil-d-glucosamina (acetilada),
distribuidas aleatoriamente (Dash, Chiellini et al. 2011). A quitosana é um dos
derivados mais valiosos da quitina encontradas na casca de camardo ou
caranguejo e na parede celular de fungos. A quitina € um polimero natural que
possui uma estrutura cristalina altamente organizada, € insolivel em meio
aguoso e na maioria dos solventes organicos, e tem baixa reatividade quimica.
A insolubilidade da quitina € o maior fator limitante da sua utilizacdo (Muzzarelli
and RAA 1973).

A quitosana € um biopolimero cujo grau de desacetilacao, distribuicdo de
massa molar e conteudo de impurezas dependem das fontes naturais de
matéria-prima e dos métodos de preparacdo. A massa molar média da quitina
nativa é geralmente maior do que 1x10° Daltons, enquanto a quitosana comercial
tem uma massa molar média na faixa de 1 x 10° — 1,2 x 10° Daltons (Li, Dunn et
al. 1992, Roberts 1992).
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Figura 8: Estrutura quimica da unidade monomérica da quitosana (Fonte: (Santos, Moura et al.
2003).

Este biopolimero pode facilmente se dissolver em solugbes de &cidos
fracos diluidos, devido a protonacdo de seus grupos amino, sendo o &cido
acético o solvente mais empregado. Agentes reticulantes, tais como
glutaraldeido, etilenoglicol diglicidil éter, tripolifosfato, acido sulfarico e
epicloridrina, séo usados para aumentar a sua estabilidade quimica e resisténcia
mecanica (Monteiro Jr and Airoldi 1999, Cui, Xiang et al. 2008). A alta
hidrofilicidade da quitosana, devido a abundancia de hidroxilas (-OH) e grupos
funcionais amino (-NH2) presentes na cadeia polimérica, permite sua utilizacdo
como biomaterial na forma de microparticulas, gel e membrana em diversas
aplicacfes, como veiculo de liberacdo de farmacos, bandagens e géis injetaveis,
membrana periodontais etc (Tonhi and Plepis 2002). A presenca de uma alta
porcentagem de grupos amino reativos distribuidos na matriz polimérica permite
inimeras modificacfes quimicas, tais como imobilizacdo de agentes quelantes,
quartenizacgdo, carboxilagcédo, acetilacdo, sulfonacdo, amidacdo, formacéo de
complexo polieletrolitico, por exemplo (Prashanth and Tharanathan 2007,
Laranjeira and Favere 2009). Portanto, a abundéancia de grupos amino e hidroxila
na estrutura da quitosana representam porc¢des alvo para modificagBes quimicas
para melhorar a solubilidade aquosa, bem como dotar a quitosana com novas
funcionalidades, como entrega de drogas direcionadas sensiveis ao meio
ambiente, melhorando os efeitos terapéuticos e reducdo dos efeitos colaterais
(Sarmento and das Neves 2012).

A quitosana néao € apenas biocompativel e de baixa toxicidade; também é
biodegradavel por certas enzimas de oligossacarideos, tornando-a apropriada
para o uso clinico (Sorlier, Denuziére et al. 2001, Dash, Chiellini et al. 2011).

Umas das propriedades mais essenciais da quitosana é a natureza cationica,
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gue exerce vantagens como carreador de farmacos devido a adeséo aprimorada
por interacdes eletrostaticas a superficie da mucosa carregada negativamente,
resultando na melhoria da internalizagdo do farmaco em células- alvo (He, Davis
et al. 1998). Estes materiais tém importantes propriedades estruturais e
funcionais que os tornam atrativos para uma variedade de aplicacbes em muitos
campos, tais como alimentacdo e nutricdo, biomedicina, biotecnologia,
agricultura, veterinaria e prote¢cdo ambiental. Dentre os biomateriais citados, a
quitosana € muito discutida em relacdo as aplicacdes biomédicas e de alimentos
(Muzzarelli and RAA 1973, Mathur and Narang 1990, Roberts 1992, Prabaharan
2008). Devido a estas propriedades favoraveis, o interesse na quitosana e nos
seus derivados em aplicacdes de liberagdo de farmacos tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. Em tais aplicacbes é extremamente
importante que a quitosana seja hidrossoluvel e carregada positivamente. Estas
propriedades permitem que este biopolimero interaja com polimeros carregados
negativamente, macromoléculas e polianions em meio aquoso, favorecendo a
difusdo de farmacos no mecanismo de liberacéo. Portanto, a quitosana pode ser
sugerida como um interessante excipiente para a administracdo de farmacos via
oral (Prabaharan 2008).

Muitos trabalhos relacionados com o potencial de aplica¢des da quitosana
e seus derivados podem ser encontrados na literatura. Por exemplo, tem sido
mostrado que N-carboximetil quitosana, tem a caracteristica especial de aderir a
superficies da mucosa, sendo Util para a liberacdo de farmacos na mucosa
(Islam, Rahman et al. , Bersch, Nies et al. 1995, Prabaharan and Mano 2004).

Varios biopolimeros pertencentes a classe dos polissacarideos tém
algumas desvantagens inerentes, como forca mecanica deficiente, absorcao de
agua nao controlada e contaminacdo microbiana. Para superar esses
problemas, esforcos foram feitos para desenvolver matrizes quimicamente
modificadas combinando-as com monémeros sintéticos (Hamdi, Ponchel et al.
1998). Microesferas de quitosana enxertadas com poliacrilamida e reticuladas
com glutaraldeido foram usadas para encapsular indometacina, um farmaco anti-
inflamatorio para artrite, e também para encapsular nifedipina, um farmaco anti-
hipertensivo e assim superar essas desvantagens. (Kumbar, Soppimath et al.
2003). A matriz de N-lauril carboximetilquitosana contendo grupos hidrofobicos

e hidrofilicos foi estudada na liberacdo de taxol para tratamento de tumores
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(Yoshioka, Nonaka et al. 1995). Outros exemplos estéo relacionados a producao
de vesiculas poliméricas para encapsulacdo de compostos hidrofébicos como
bleomicina, aumentando sua capacidade de solubilizagcdo (Miwa, Ishibe et al.
1998).

Na area biomédica de nanomateriais a base de quitosana, os estudos
revelaram grande sucesso como agentes antimicrobianos, bem como para
separacdo de membrana, como transportadores para entrega de drogas, como
materiais de deteccdo para monitoramento de biomoléculas e em engenharia de
tecidos (Mohebbi, Nezhad et al. 2019). Além disso, derivados de quitosana e
nanoparticulas de quitosana representam um excelente desempenho em
oftalmologia, odontologia, bioimagem, biosensoriamento e diagndstico.
Historicamente, a quitosana, seus derivados e nanoparticulas de quitosana
estdo entre as classes mais extensivamente estudadas de materiais naturais de
biopolimeros para aplicacdes biomédicas (Ramya, Venkatesan et al. 2012).

O objetivo das aplicagdes mais proeminentes de nanoparticulas de
quitosana na entrega de medicamentos sao frequentemente reduzir os efeitos
colaterais dos medicamentos, controlar a taxa de entrega dos medicamentos e
garantir que apenas a area-alvo seja tratada (Teare, Spedding et al. 1995). Por
exemplo, o metronidazol € um antibiético com efeitos colaterais comuns de
nauseas, vomito, dor epigastrica e secura da boca, provavelmente causadas
pelas altas concentracbes de metronidazol residual na saliva. Para proteger o
metronidazol a droga foi carregada em nanoparticulas de quitosana de 200-300
nm, mostrando uma liberacdo controlada da droga ao longo de 12 h e a
dissolucédo do medicamento em 1 hora foi reduzida de 53% para 30-40% ap0s o
aprisionamento nas nanoparticulas (Elzatahry and Eldin 2008, Loh, Yeoh et al.
2010).

Liu et al (2016) desenvolveram uma plataforma de nanoparticulas para
entrega oral de insulina, facilitando a permeacgéo através da camada de muco e
epitélio. A nanoparticula possui um ndcleo composto de insulina e
trimetilquitosana, e um revestimento hidrofilico dissociavel “inerte ao muco” de
derivado do copolimero N- (2-hidroxipropil) metacrilamida. As nanoparticulas
demonstraram possuir excelente permeabilidade através do muco e contato com

eficiéncia a superficie da célula epitelial subjacente. Foram capazes de gerar
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excelente resposta hipoglicémica e aumentar a concentracdo sérica de insulina
apos administracao oral em ratos diabéticos (Liu, Zhang et al. 2016).

As nanoparticulas com quitosana demonstram resultados promissores
para uso in vivo como veiculo de entrega de drogas e materiais de diagnostico.
No, entanto, é essencial entender como as nanoparticulas interagem com
células e 6rgdos para garantir sua seguranca em relacao a exposicéao clinica ou
ambiental. Por exemplo, o modelo de peixe-zebra (Danio rerio) foi usado para
avaliar a toxicidade das nanoparticulas em varios niveis, incluindo a taxa de
mortalidade, efeito teratogénico, neurotoxicidade, hepatotoxicidade e
genotoxicidade. Este modelo foi utilizado em diferentes estudos de
nanotoxicologia (Hu, Qi et al. 2011, Wang, Zhou et al. 2016, Yuan, Li et al. 2016,
Abou-Saleh, Younes et al. 2019, Younes, Pintus et al. 2019). Yuan et al (2016)
mostraram que nanoparticulas de quitosana modificadas com polissorbato 80
induzem toxicidade no desenvolvimento dos embrides, incluindo diminuicdo na
taxa de eclosdo, bem como aumento na mortalidade e na incidéncia de
deformidades, de forma dose-dependente (Yuan, Li et al. 2016). Em
Caenorhabditis elegans expostos por 48h a nanoparticulas de quitosana
estabilizadas com tripolifosfato, observou-se um aumento na mortalidade de
forma dependente da dose (Jacques, Oliveira et al. 2017).

As nanoparticulas de quitosana podem facilitar a entrega de drogas
através das barreiras celulares e causar, transitoriamente, a abertura das
juncdes estreitas entre as células epiteliais (Dodane, Khan et al. 1999). Portanto,
existe a possibilidade de que as nanoparticulas de quitosana possam se
translocar do trato gastrointestinal, cavidade nasal ou sacos alveolares para a
circulacao sistémica, causando toxicidade ao corpo humano. Varios estudos
abordando a citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana foram relatados (Ma
and Lim 2003, Qi, Xu et al. 2005). Foi demonstrado que as nanoparticulas de
quitosana com um tamanho de particula de 40 nm provocam efeitos inibitérios
dependentes da dose na proliferacdo de uma linha celular tumoral, sendo que
as nanoparticulas de quitosana apresentaram citotoxicidade muito maior do que
a quitosana (Qi, Xu et al. 2005). Outros estudos indicaram que as nanoparticulas
de quitosana tinham perfis de citotoxicidade contra células A549 comparaveis
aos dos materiais de quitosana dissolvidos correspondentes (Huang, Khor et al.

2004). Além disso, LOH et al (2010) relataram as interagBes bioldgicas entre



51

células do figado e as nanoparticulas de quitosana, na qual demonstraram que
podem internalizar nas células, reduzindo a viabilidade e proliferagéo celular e
comprometendo a integridade da membrana celular. Desta maneira, é
importante que estudos adicionais sobre a toxicidade da nanoparticulas de
quitosana sejam realizados, especialmente em modelos in vivo, a fim de se
determinar a segurancga deste nanomaterial para o meio ambiente e para a satde
humana (Loh, Yeoh et al. 2010).

2.3.1.5 Eudragit®

Até a década de 1950, toda medicacao oral, mesmo a mais moderna,
tinha uma grande desvantagem: ndo era possivel controlar o tempo ou o local
de liberacdo das substancias ativas. O desenvolvimento do Eudragit® pela
R6hm & Haas GmbH em Darmstadt foi a solucéo para este problema. Quando
0s medicamentos chegaram ao mercado com um revestimento de Eudragit®,
um novo capitulo na histéria farmacéutica havia comecado. Os primeiros
revestimentos de drogas desenvolvidos em 1953 eram soluveis, alcalinos e,
assim, resistentes a acidos estomacais. As substancias ativas, portanto, ndo
eram liberadas no estbmago, mas no intestino, onde deveriam ser ativadas
(Wade and Weller 1994).

Eudragit®, figura 9, sdo polimeros sintéticos obtidos por polimerizacao de
acido acrilico (pro-acido 2-endico; CH2=CHCOOH) e acidos metacrilicos ou seu
éster butilico ou éster dimetilaminoetilico. Sendo polimeros sintéticos, o0s
Eudragit® s&o fornecidos em formas amplamente reproduziveis, em
comparacao com derivados celulésicos, cujas propriedades fisico-quimicas
podem variar dependendo da fonte de matéria-prima. Copolimeros de
metacrilato sédo sintetizados via polimerizacdo de radical livre, em que varios
derivados de acrilato e metacrilato sdo incorporados no polimero por reacao de

cadeia crescente (Elias 2009).
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Figura 9 Estrutura quimica de varios tipos de Eudragit® (Fonte: (Vandamme, Lenourry et al.
2002).

Diferentes Eudragit® estdo disponiveis comercialmente e sao fornecidos
em varias formas, tais como p6 seco, granulos, dispersdo aquosa ou solucao
organica. A flexibilidade de combinar os diferentes polimeros permite que se
alcance um perfil de liberagdo do medicamento desejado ao alvo certo no
momento certo, e se necessario, durante um periodo de tempo desejado. Outras
funcdes importantes sdo a protecao da umidade e mascaramento de sabor/odor.
As propriedades fisico-quimicas do Eudragit® sdo determinadas pelos seus
grupos funcionais (Rowe, Sheskey et al. 2009, Nikam, Kotade et al. 2011). O
Eudragit® E catibnico (soluvel em pH abaixo de 5,5) tem aplicacdo no
mascaramento de sabor; Eudragit® L e S aniénico (soluvel em pH acima de 6 e
7 respectivamente) sao usados no direcionamento do revestimento
cllon/entérico; tipos neutros de Eudragit® RL e RS (sollveis independentes do
pH), bem como Eudragit® NE e NM (expansiveis e permeaveis) sdo usados na
entrega de farmacos de liberacdo sustentada (Thakral, Thakral et al. 2013).
Algumas propriedades exclusivas, como boa estabilidade, baixa toxicidade,
capacidade de dilatacdo em meio aquoso e alta permeabilidade o tornam um
candidato adequado para fins de carreamento de farmacos. Essas
caracteristicas podem subsequentemente maximizar a absorcdo celular do
complexo droga-polimero. Ja foi descrito anteriormente que o Eudragit®
aumenta a biodisponibilidade de varios farmacos (Payab, Jafari-Aghdam et al.
2014, Jafari-Aghdam, Adibkia et al. 2016, Garjani, Barzegar-Jalali et al. 2018).
Ainda ha varios desafios a serem suplantados pela industria farmacéutica,

principalmente na melhoria do perfil de dissolugcao, liberagcdo, absorgcéo e
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principalmente no que se refere a sua baixa biodisponibilidade (Huang, Li et al.
2011). Neste contexto, o uso de copolimeros entéricos para a obtencdo de
microparticulas ou particulas, contendo farmaco de interesse, oferece vantagens
potenciais na forma de liberacdo controlada que possa melhorar as
caracteristicas e biodisponibilidade dos farmacos (Huang, Wigent et al. 2008).
Alotaibi et al (2019) formularam comprimidos de diclofenaco de sodio oralmente
dispersiveis, revestidos com uma camada do polimero entérico de Eudragit®
L100 e uma segunda camada de Eudragit® E100 para mascarar o sabor amargo
e a irritacao local para o estbmago. Os comprimidos projetados foram seguros e
nao irritantes para o estdmago, com liberacao rapida de diclofenaco de sédio no
intestino. Os comprimidos obtidos mostraram alta qualidade com propriedades
exclusivas desejadas (Alotaibi, Elsamaligy et al. 2019).

Eudragit® RL100 e Eudragit® RS100 foram escolhidos como matriz para
desenvolver filmes autoadesivos transdérmicos de piroxicam como um prototipo
para substituir as formulagdes orais. A taxa de liberacdo da droga prolongada
indicou que o filme autoadesivo transdérmico pode ser adequado para o
tratamento a longo prazo da dor cronica, melhorando a adesdo do paciente na
terapia e reduzindo as reaclGes adversas, por exemplo, gastrite e Ulceras
pépticas que poderiam ocorrer ao tomar a dosagem na forma oral (Chantasart,
Tocanitchart et al. 2018).

O Eudragit® € um material polimérico nao téxico, facilmente absorvido por
via oral e € amplamente utilizado em revestimento e formacgéo de filmes. Nos
altimos anos, tem sido usado para preparar microcapsulas e nanoformulacdes
para melhorar a solubilidade de drogas pouco solUveis em agua e sua
biodisponibilidade. Neste sentido, Oztirk et al (2019) desenvolveram
nanoparticulas de cetoprofeno lisina com o polimero Eudragit® S100, para
aplicacdo oral de analgésico, que demonstraram pela alta eficiéncia de
encapsulacdo uma liberacdo sustentada em até 48 h e assim aumentando a
eficacia terapéutica da formulacdo preparada (Ozturk, Cinar et al. 2019).
AKHLAQ et al (2016) demonstraram que nanoparticulas de dexibuprofeno —
Eudragit podem melhorar a biodisponibilidade de dexibuprofeno, aumentando
sua solubilidade e permeabilidade (AKHLAQ, BAKHSH et al. 2016). Na mesma
linha, Selselehjonban e colaboradores (2019) produziram nanoformulagdes

contendo carvedilol revestidas com Eudragit® de forma eficaz usando
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eletrospraying como uma técnica econémica que pode ser efetivamente aplicada
para melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e efeito farmacologico do
carvedilol (Selselehjonban, Garjani et al. 2019).

Devido a estabilidade do Eudragit® na presenca de enzimas digestivas e
fluidos corporais, sdo entdo conhecidos como polimeros ndo biodegradaveis.
Estudos detalhados de toxicidade cinética aguda e toxicidade oral subcrénica,
genotoxicidade e toxicidade reprodutiva de Eudragit® E confirmam a auséncia
significativa de toxicidade pelas vias dérmicas e oral (Eisele, Haynes et al. 2013).
Estudo de toxicidade néo revelaram efeito toxico evidente para nanoparticulas
brancas ou carreadas com silimarina utilizando Eudragit® RS100 e Eudragit®
LS100 por via oral em ratos. Os resultados deste estudo sugeriram que essas
nanoparticulas sdo seguras e oferecem aprimoramento nas propriedades
hepatoprotetoras da silimarina (El-Nahas, Allam et al. 2017). Safar et al (2015)
comparou o efeito de nanoparticulas de Eudragit® vazias e NPs carregadas com
S-Nitrosoglutationa, na viabilidade e crescimento celular na linha de células
monociticas humanas THP-1. A auséncia de qualquer alteracdo das estruturas
celulares significa auséncia de citotoxicidade, e isso esta relacionado ao modo
de absorgéo dessas NPs, que ocorre por endocitose. Este processo depende de
pelo menos duas vias diferentes mediadas por clatrina e caveolinas. A
nanoformulacdo de S-Nitrosoglutationa se mostrou uma promissora 0Opg¢ao
terapéutica para a entrega de 6xido nitrico(Safar, Ronzani et al. 2015).

Suspensdes de NPs poliméricas quando carregadas com farmacos para
via ocular prolongam a liberagéo e melhoram a sua disponibilidade. Para verificar
a auséncia de toxicidade em estruturas oculares, nanoparticulas de Eudragit®
RS e RL brancas foram aplicadas nos olhos de coelhos. Apds 24 horas da
aplicagéo, nenhum efeito irritante na cornea, iris e conjuntiva foram observados,
demonstrando que as NPs de Eudragit® podem ser um carreador inerte
adequado para administracdo oftalmica de farmacos (Pignatello, Bucolo et al.
2002).

A avaliacao da toxicidade de NPs brancas ou carregadas com naringina,
utilizando o polimero Eudragit®, foi estudada em modelos alternativos por
(Budel, da Silva et al. 2020). A toxicidade das formulacdes foi avaliada in vitro
em fatias do hipocampo de rato e modelo in vivo com C. elegans e Danio rerio

(peixe-zebra). Ndo houve indicativo de toxicidade pelas nanocapsulas nos
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ensaios bioldgicos avaliados, o que demonstra como este polimero pode ser

bastante promissor para novas nanoparticulas contendo farmacos.

2.3.1.6 Nanoparticulas de curcumina

Apesar de seus inumeros efeitos benéficos, a curcumina apresenta
algumas limitacbes, como baixa solubilidade em &agua (hidrofébica), estrutura
quimica instavel, sendo rapidamente metabolizada, mas pouco absorvida pelo
organismo, bem como sua utilizacdo ou biodisponibilidades variando
dependendo da espécie e sexo (Gupta, Aseh et al. 2009). Além disso, a
curcumina € um substrato para a glicoproteina-P (Pgp), uma bomba de efluxo de
droga transmembrana dependente de ATP que expele a curcumina da
membrana intestinal, limitando assim sua permeabilidade (John, Xie et al. 2013,
Hu, Shi et al. 2015). Esses obstaculos da curcumina podem ser eliminados pela
sintese de nanoparticulas de curcumina, lipossomas, micelas e complexos
fosfolipidicos que podem ser usados para fins de circulagdo mais longa,
permeabilidade e maior resisténcia aos processos metabdlicos (Mohanty, Das et
al. 2012). Os produtos quimicos modificados pela nanotecnologia provaram ser
altamente eficazes para a administragdo de medicamentos e direcionar o tecido
necessario (Goldberg, Langer et al. 2007).

A curcumina, na forma de nanoparticula, € uma forma amplamente
estudada para aumentar a biodisponibilidade e a solubilidade da curcumina
lipofilica (Ghalandarlaki, Alizadeh et al. 2014, Rahmani, Golian et al. 2017). Kurita
et al (2013) assim como Hani et al (2014), relataram que a solubilidade e a taxa
de absorcdo da nanocurcumina sao maiores do que a forma normal de
curcumina (Kurita and Makino 2013, Hani and Shivakumar 2014). Além disso, as
nanoparticulas de curcumina podem ser mais biodisponiveis e ter ampla
distribuicdo nos tecidos em modelo de ratos Sprague-Dawley (Ma,
Shayeganpour et al. 2007, Song, Feng et al. 2011). Nanossuspensdes de
curcumina sintetizadas pelo método de precipitacdo usando lauril sulfato de
sédio e polivinilpirrolidona K-60 apresentaram solubilidade aquosa trés vezes
maior, maior estabilidade e melhor taxa de dissolugdo em comparacdo com a
curcumina livre (Furrianca, Alvear et al. 2017). Shen e colaboradores (2019)
mostraram que nanoemulsées aumentaram a bioacumulagao de curcumina em

C. elegans e confirmaram o efeito de reducéao de gordura corporal (Shen, Zhang
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et al. 2019). NPs poliméricas sdo os nanossistemas mais estudados para o
bioaprimoramento da curcumina. NPs com Eudragit® RLPO carregadas com
curcumina apresentaram rapida liberagédo de curcumina com 91 + 5 % liberados
em 1 h (Li, Lee et al. 2015). Boarescu et al, 2021, mostrou que a administracéo
de nanoparticulas de curcumina antes da inducdo de diabetes melitus tipo 1
protege as células beta, reduz os niveis séricos de glicose e oferece um nivel
mais alto de peptideo C, um efeito melhor que do a curcumina convencional
(Boarescu, Boarescu et al. 2021).

Entretanto, os estudos toxicolégicos com os materiais que compdem as
nanocapsulas para carrear farmacos ainda sdo muito incipientes. Muito se deve
pelas questbes bioéticas envolvidas nas avaliacbes com mamiferos. Para
acelerar estes estudos importantes e ainda assim respeitar a politica dos 3Rs
(do inglés refine, replace, reduce), o uso de modelos alternativos como o C.

elegans vem crescendo na nanotoxicologia.

2.4 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) € um nematoide que se alimenta de
fungos e bactérias do solo e de frutas em decomposicdo. Com pouco mais de 1
mm de comprimento, os adultos podem ser vistos a olho nu. Desde a
caracterizacao inicial do modelo por Sydney Brenner na década de 1960, a
pesquisa de C. elegans tem sido essencial na elucidacdo de varios aspectos
basicos da biologia (White, Southgate et al. 1986). A capacidade de cultivar
centenas de animais em uma Unica placa de Petri alimentando-se de bactéria,
sua transparéncia, um ciclo de vida rapido (3 dias), uma vida util curta (2-3
semanas) e crescimento facil e barato no laboratério tornam estes vermes um
modelo ideal para avaliacdo de efeitos biologicos (Riddle, Blumenthal et al.
1997). Avancgos na genética e biologia molecular permitiram a identificagéo de
todas as suas 959 células. O C. elegans foi o primeiro organismo multicelular
com o genoma totalmente sequenciado (1998) (Shaye and Greenwald 2011). O
tamanho do genoma € aproximadamente 100 milhdes de pares de bases de
comprimento e, embora seja notavelmente menor que o genoma humano,
ambos 0s genomas tém um numero semelhante de genes (vermes 20.000
genes; humanos 23.000). H4 uma sobreposicéo substancial entre C. elegans e

humanos com relagé@o a genes e vias bioquimicas. As andlises de bioinformatica
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sugerem que 60 — 80% dos genes do C. elegans sdo homologos aos genes
humanos (Hulme and Whitesides 2011). O numero reduzido de células, junto
com o numero de células invariantes e o destino dentro dos tecidos somaticos,
permitiram a identificacdo de cada célula (WB 1988).

C. elegans séo predominantemente hermafroditas, e os machos surgem
espontaneamente com uma frequéncia de aproximadamente 0,1%. Seu corpo &
essencialmente um tubo, o trato digestivo dentro de outro tubo, a cuticula e a
epiderme. Entre os dois tubos ha uma cavidade cheia de fluidos, o
pseudoceloma. A anatomia do C. elegans, figura 10, inclui os seguintes
sistemas: um sistema digestivo, um sistema reprodutivo, sistema nervoso e
sistema excretor, todos protegidos pela cuticula. A cuticula do verme, pode ser
utilizada como modelo de pele, visto que sua funcdo e composicdo sao
semelhantes as da pele humana (Chisholm and Hsiao 2012, Chisholm and Xu
2012). Digno de nota, o intestino de C. elegans apresenta uma arquitetura celular
semelhante em comparagdo com animais superiores em termos de polaridade
celular das células intestinais (enterécitos), incluindo a presenca de dominios
apicais e basolaterais, juncdes celulares e microvilosidades (Egberts, Koninkx et
al. 1984, Borgonie, Claeys et al. 1995, Bossinger and Hoffmann 2012).

Finalmente, os mecanismos de transporte de biomoléculas através das
barreiras biologicas sdo altamente conservadas (Balla and Troemel 2013, Sato,
Norris et al. 2014, Wang and Audhya 2014). O C. elegans nao tem sistema
circulatorio e depende da difusdo passiva no fluido pseudocelémico para o
transporte de O2, COz, nutrientes e moléculas exdégenas (WB 1988).

O C. elegans tem um ciclo de vida rapido: a 25 °C, a embriogénese dura
14 horas e o desenvolvimento pds-embrionario para adulto dura 36 horas. O
desenvolvimento pds-embrionario progride através de quatro estagios larvais —
conhecidos como L1, L2, L3 e L4 — antes de se tornar adulto produtor de ovos.
Os estoques de C. elegans podem ser mantidos melhor a 16-25 °C, normalmente
a 20 °C. Mesmo com escassez de alimento, o verme pode se manter por meses,
pois é capaz de entrar em um estagio larval alternativo, denominado dauer, que
€ adaptado para sobreviver em condicbes ambientais adversas. O sistema
reprodutivo produz gametas maduros (gametogénese) e fornece a estrutura e o

ambiente para fertilizacdo e postura de ovos. A espermatogénese comecga
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durante o estagio larval L4 e se completa no adulto jovem logo apds a muda
(elegans Atlas).

Hermafroditas produzem ~ 300 embrides por autofecundacdo. Os ovos
fertilizados no Utero sdo expelidos através da vulva. A postura dos ovos é
facilitada pela contracdo dos musculos sexuais, que sao regulados pelo sistema
nervoso (WB 1988). Varios parametros podem ser estudados em C. elegans,
incluindo nimero de ovos ou progénie, efeitos no desenvolvimento da progénie
ou efeitos na reproducéo de diferentes geragOes filiais. Assim, o C. elegans
facilita a experimentacdo e permite resultados iniciais rapidos no campo da

reprotoxicidade (Kim, Kwak et al. 2013).
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Figura 10: Anatomia e morfologia de Caenorhabditis elegans: Na parte superior imagem em
microscopia de um exemplar adulto hermafrodita com dois ovos postos. Abaixo, um esquema
representativo da anatomia de C. elegans (Fonte: https://www.wormatlas.org/).

O nematoide C. elegans depende de sua defesa imune inata para
combater infecgdes. O sistema imunoldgico inato € um antigo sistema de defesa
do hospedeiro contra patdbgenos microbianos presentes em uma ampla gama de
espécies. Estudos genéticos da imunidade inata em Drosophila e mamiferos
revelaram uma conservacdo evolutiva dos mecanismos de sinalizacao

(Medzhitov 2000), o que foi corroborado em parte pelo estudo da imunidade inata
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em C. elegans. Seu ambiente natural compreende uma comunidade complexa
de microbios como bactérias, fungos e virus, incluindo muitas espécies de
parasitas (Khan, Jain et al. 2018). A infec¢do pode ocorrer por uma das varias
vias em C. elegans: cuticula e epiderme, Utero, reto ou apos a colonizacdo do
intestino.

De fato, o C. elegans tem um sofisticado sistema sensorial que lhe permite
perceber e responder a muitos estimulos fisicos e quimicos diferentes,
resultando em atracdo apropriada por substancias nutritivas ou repulsdo por
fatores nocivos. Os vermes sao capazes de distinguir entre diferentes bactérias
alimentares (Andrew and Nicholas 1976) e, uma vez confrontando com
patégenos, podem se afastar do alimento téxico ou interromper sua ingestao
(Schulenburg and Miiller 2004). Por outro lado, o verme carece de muito dos
receptores de superficie celular e intracelulares envolvidos na imunidade inata
em outras espécies (Kurz and Ewbank 2003). Ndo existem, por exemplo,
ortélogos de proteinas de reconhecimento de peptideoglicanos, ou de proteinas
de ligacdo Gram-negativas, ou de receptores do tipo NOD. Um unico gene TLR
em C. elegans (tol-1) modula respostas comportamentais a bactérias
patogénicas (Labrousse, Chauvet et al. 2000, Pradel, Zhang et al. 2007). Foi
sugerido que, TOL -1 expresso em neurdnios quimiossensoriais, pode contribuir
para o reconhecimento de uma molécula associada a patdégenos, o que, por sua
vez, levar a uma mudanca no comportamento do verme.

Embora C. elegans ndo tenha imunidade mediada por células, o trabalho
de vérios grupos revelou uma abordagem imunoldgica inata complexa para
resisténcia a doencas, incluindo comportamentos de evitacao (Pradel, Zhang et
al. 2007) e barreiras fisicas (Gravato-Nobre, Stroud et al. 2011). Para a
imunidade sistémica, acredita-se que o animal dependa puramente da secrecao
e acdo de moléculas antimicrobianas, incluindo lectinas (Mallo, Kurz et al. 2002,
O'Rourke, Baban et al. 2006, Wong, Bazopoulou et al. 2007, Schulenburg,
Hoeppner et al. 2008), lisozimas (Mallo, Kurz et al. 2002, Murphy, McCarroll et
al. 2003, Huffman, Abrami et al. 2004, O'Rourke, Baban et al. 2006, Shapira,
Hamlin et al. 2006, Alper, McBride et al. 2007, Wong, Bazopoulou et al. 2007,
Evans, Kawli et al. 2008, Marsh, van den Berg et al. 2011) e fatores
antimicrobianos (Kato, Aizawa et al. 2002, Pukkila-Worley, Ausubel et al. 2011).

Foi demonstrado que ambas as linhas de defesa séo reguladas por varias vias
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de sinalizacéo, das quais a p38 e a quinase regulada por sinal extracelular (ERK)
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPKSs), sinalizacdo de insulina/DAF-1
e fator de crescimento transformador das vias 3 (TGF- ) / DBL-1 s&o as mais
significativas.

Evidéncias adicionais para o possivel envolvimento do sistema nervoso
do verme na defesa surgiram recentemente a partir da descoberta de que
mutacdes de perda de funcdo na proteina daf-2, que codifica um receptor
semelhante a insulina, e age-1 aumentam a resisténcia em vermes expostos a
certas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Garsin, Villanueva et al.
2003). O gene daf-2 de C. elegans era conhecido anteriormente por seu papel
no aumento da longevidade e aumento da resisténcia a diversos fatores de
estresse (Guarente and Kenyon 2000), e o controle dessa via depende
criticamente de entradas do sistema nervoso (Wolkow, Kimura et al. 2000).

O nematoide tem sido usado como modelo hospedeiro, para estudos de
infeccdo com patdgeno oportunista humano Pseudomonas aeruginosa, para
identificar mecanismos evolutivamente conservados da imunidade inata
(Gravato-Nobre and Hodgkin 2005, Kim and Ausubel 2005).

O lipopolissacarideo (LPS) € um dos principais constituintes do envelope
externo de todas as bactérias Gram-negativas, o que € essencial para sua
patogenicidade, atuando como uma potente molécula pré-inflamatéria
(Sivamaruthi, Prasanth et al. 2015). O LPS desempenha um papel importante no
desenvolvimento da sepse por evocar a liberacdo de uma série de fatores
inflamatorios, podendo levar a respostas imunes desreguladas, causando
faléncia de mudltiplos 6rgdos, desencadeando sepse e levando a morte
(Ramachandran 2014, Rosadini and Kagan 2017).

Em um trabalho de Mallo et al. (2002) destinado a determinar se C.
elegans responde ao ataque de patdgenos com resposta imune inata foi usada
uma analise de perfis transcricionais para identificar uma variedade de genes
induziveis por patogeno (Mallo, Kurz et al. 2002). Além disso, Kim e
colaboradores (2002) realizaram uma triagem genética direta para mutantes de
C. elegans com maior suscetibilidade a Pseudomonas aeruginosa e foram
identificados dois genes que fazem parte da via de sinalizacdo p38 MAPK. Em
mamiferos, p38 MAPK esta envolvida na mediagcéo da resposta imune ao LPS
bacteriano e C. elegans desempenha um papel semelhante (Kim, Feinbaum et
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al. 2002). A via de sinalizacdo p38 MAPK de mamiferos € conhecida por mediar
respostas de estresse e é ativada por choque térmico, luz ultravioleta (UV),
citocinas pré- inflamatoérias IL-1 ou TNF-a, ou LPS bacteriano (Freshney,
Rawlinson et al. 1994, Han, Lee et al. 1994, Rouse, Cohen et al. 1994).

Uma consequéncia da ativacdo de p38 em células mamiferas é a morte
celular programada ou apoptose. Em C. elegans, a apoptose, apresenta altos
niveis quando ativado por estresse ao se alimentar de Salmonella ou em
resposta a irradiacédo (Gartner, Milstein et al. 2000, Aballay and Ausubel 2001).
Ma e colaboradores (2020) demonstraram que a exposicdo ao LPS induziu a
apoptose assim como danos oxidativos em C. elegans (Ma, Xu et al. 2020). Em
outro estudo, efeitos do LPS em C. elegans alterou fenétipos comportamentais,
causando reducdes significativas nas frequéncias de reversdes e voltas 6megas
(Ma, Wang et al. 2020).

Embora o C. elegans ndo tenha um sistema imunolégico adaptativo como
mamiferos, a exposicdo ao LPS pode desencadear uma resposta imune inata
nesse organismo. Levando a mudancas no comportamento, aumento da
expressdo de genes relacionados a resposta imunolégica e producdo de
moléculas efetoras.

Desta forma, este nematoide surgiu como uma ferramenta para a
descoberta e medicamentos em diferentes modelos de doengas bem como para
ensaios de seguranca de novas moléculas, pois suas propriedades o tornam um
excelente candidato para a triagem e alto rendimento baseada em todo o
organismo. As principais vantagens do uso de C. elegans na triagem de alto
rendimento incluem: 1) a capacidade de modelo de doencas humanas
complexas que ndo podem ser facilmente reproduzidas in vitro ou em modelos
unicelulares, 2) a capacidade de avaliar simultaneamente a eficacia e absorcao
da droga, distribuicdo, metabolismo, excre¢do ou caracteristicas de toxicidade,
3) um grande repertorio de fenotipos classificaveis, 4) a complexidade do sistema
multicelular e de mdultiplos érgdos existente em um organismo inteiro aumenta as
chances de identificar drogas que serdo mais eficazes em organismos
multicelulares mais complexos, como humanos, 5) a disponibilidade de
ferramentas genéticas e recursos gendmicos (por exemplo RNAI) que
simplificam a identificagdo de alvos de drogas (Kaletta and Hengartner 2006,
Arya, Das et al. 2010, Giacomotto and Ségalat 2010).
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Recentemente, ha uma tendéncia crescente de uso de C. elegans na
avaliacdo da biosseguranca de nanoparticulas. Pesquisadores conseguem
investigar os efeitos biologicos de NPs em estagios iniciais. A caracterizacao in
vivo imediata de NPs ap0s a sintese abre oportunidades para a sua rapida
otimizacdo, eliminando a necessidade de ensaios demorados baseados em
cultura de células e supera as dificuldades envolvidas no uso de modelos de
mamiferos. E importante notar que o uso de C. elegans esta em conformidade
com os principios ético amplamente aceitos, conhecidos como os 3 Rs, para
experimentos com animais que sdo: Reducédo do uso de animais superiores,
Refinamento das técnicas atuais e, por fim, substituicdo de animais por modelos

alternativos (Gonzalez-Moragas, Roig et al. 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

A pandemia da COVID-19 tem se apresentado como um dos maiores
desafios sanitarios em escala global deste século. Diante do cenario mundial foi
necessario que pesquisadores e autoridades de saude rapidamente
encontrassem respostas para tentar conter o numero de infectados e,
principalmente, de vitimas fatais da doenca. Tendo em vista o tempo e custos
para o desenvolvimento de um novo farmaco, estratégias tém sido usadas para
o tratamento da COVID-19. Compostos naturais a base de plantas medicinais
tém sido investigados e a Curcumina tém demonstrado efeitos benéficos na
progressdo de doencas inflamatorias devido aos seus inUmeros mecanismos de
acao, o que a tornam um alvo promissor no tratamento adjuvante da COVID-19.
A fim de facilitar a aplicacdo da curcumina e melhorar sua estabilidade e
biodisponibilidade, foi desenvolvida nanocapsulas carregadas com curcumina
com o polimero Eudragit.

Apesar do crescente e significativo uso da nanotecnologia, até o
momento, pouco se sabe sobre sua possivel toxicidade e seguranca. Para tal, &
necessario o uso de modelos alternativos que permitam este estudo de maneira
rapida e eficiente e que respeitem a politica dos 3Rs (do inglés reduce, refine,
replace). Neste contexto, o presente estudo se justifica pela importancia de se
investigar a seguranca de nanocapsulas que serdo utilizadas para o
carregamento de curcumina, e assim, tornarem-se adjuvantes no combate da

doenca causada pelo SARS-CoV-2.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo foi avaliar desfechos toxicolégicos em C.
elegans expostos a hanocapsulas preparadas com diferentes revestimentos e,
posteriormente, desenvolver e avaliar a seguranca e atividade anti-inflamatoria
de nanocapsulas carregadas com curcumina, utilizando a nanoformulagdo mais

segura e com potencial anti-inflamatério no nematoide.

4.2 Objetivos especificos

e Verificar se a exposicao aguda e cronica as nanocapsulas com diferentes
revestimentos alteram de maneira significativa parametros de toxicidade
em C. elegans;

e Avaliar se as diferentes nanocapsulas induz estresse oxidativo ao C.
elegans;

¢ Definir qual a nanocapsula mais segura utilizando C. elegans;

e Desenvolver nanocapsulas carregadas com o bioativo curcumina;

e Verificar se as exposi¢cao aguda e crbnica as hanocapsulas de curcumina
alteram de maneira significativa parametros de toxicidade em C. elegans;

e Avaliar o efeito protetor das nanocépsulas carreadas com curcumina na
sobrevivéncia de C. elegans com inflamacdo induzida por

lipopolissacarideo (LPS).

MATERIAIS, METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO



65

A metodologia, resultados e discussao desta tese estao apresentados sob
a forma de um Artigo Cientifico e um Manuscrito. O primeiro Artigo Cientifico foi
publicado no ano de 2023 na revista “ Comparative Biochemistry and Physiology,
Part C ”. O Manuscrito sera submetido para avaliagado e publicacdo em revistas
especializada com Qualis CAPES.

Desta forma, este capitulo inclui na integra as producdes que avaliaram
in vivo as nanoparticulas desenvolvidas e propde, por meio do Manuscrito,

finalizar o objetivo desta Tese.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Edited by Martin Grosell Nano-sized drug delivery systems have been the subject of intense research in recent years because polymeric

materials allow the absorption and release of active substances in a controlled manner. Despite the benefits, the

Keywords: safety of nanoparticulate systems is an aspect to be understood, particularly in vivo systems. Caenorhabditis
P°'Y“‘°'f elegans is a very useful alternative model for nanotoxicology and has been recently applied in this field. The aim
2“:°'°x'c°l°3y of this study was to evaluate toxicological endpoints in C. elegans exposed to nanocapsules (NC) prepared with

different coatings: polysorbate 80 (NCP80); polyethylene glycol (NCPEG), Eudragit® RS 100 (NCEUD) and
chitosan (NCCS). Nanocapsules were prepared by nanoprecipitation method and showed acceptable physico-
chemical characterization. Polyethylene glycol nanocapsules and chitosan nanocapsules increased worms
lethality in a dose-dependent manner in acute exposure; polysorbate 80 nanocapsules, polyethylene glycol
nanocpsules and chitonan nanocapsules also increased lethality following chronic exposure. Chitosan nano-
capsules were the most toxic in all exposures, demonstrating toxicity even at low concentrations. Reproduction
and body length were not affected by any of the nanocapsules exposures. The expression of superoxide dismutase
showed that polysorbate 80 nanocapsules at the highest concentration slightly increased SOD-3::GFP expression.
On the other hand, chitosan nanocapsules exposure blunted SOD-3 expression. This work demonstrates the
toxicological differences between nanocapsule produced with different coatings and indicates higher safety for
the use of eugragit nanocapsule in new formulations for future drug delivery and targeting systems.

Unloaded nanocapsules

1. Introduction

Nanotechnology is an attractive platform that has grown over the
past two decades and has transitioned from cutting-edge to applied
technologies. Nanoescale-sized particles, or nanoparticles (NP), have
emerged as promising tools with wide applications in drug delivery,
diagnostics, cosmetics and several other biological and non-biological
areas (Najahi-Missaoui et al., 2021). Nanocarriers can protect the
drugs from degradation and enable sustained and controlled release
(Dos Santos et al., 2021; Vieira et al., 2016). Furthermore, nanoparticles
(NP) have the potential to decrease clearance and improve accumulation
of the drugs in unhealthy tissue, thereby increasing therapeutic efficacy
and reducing side effects (Ferrari, 2010). Nanoparticles can be engi-
neered to have specific physicochemical properties, including size,

surface charge, hydrophobicity/hydrophilicity, and geometry, depend-
ing on their application (Barua et al., 2013; Hu et al., 2018; Rizvi and
Saleh, 2018). These features allow for more effective delivery of thera-
peutic agents to the desired sites of action (de Oliveira Pacheco er al,
2022; Michels et al., 2019; Rizi et al., 2022; Vieira et al., 2016).

Despite the many advantages of these NP, it is imperative to assess
their potential toxicity and to develop safety tests that can accurately
predict their potential toxicity (Mukherjee et al.. 2019). It is known that
physicochemical properties such as surface charge or hydrophobicity
are key parameters that define the nanocarrier toxicity (Farace et al.,
2016).

Recently, there is an increasing trend of using various model or-
ganisms for the biosafety assessment of NPs and Caenorhabditis elegans
(C. elegans) is one among them (Pascoli et al., 2019; Velasques et al.,
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coated Endragits RS100 1!

2018; Wu et al., 2019). C. elegans has systems that are similar to verte-
brates, which allow the findings in C. elegans to be reliable and trans-
latable to mammals (Huang et al., 1999; Hunt, 2017; Marsh and May,
2012). C. elegans studies with polymeric nanoparticles are incipient but
promising, as it allows the assessment of nanotoxicity outcomes such as
reductions in body length, progeny and locomotion behavior, in addi-
tion to the their effects on survival and life expectancy (Gonzalez-Mor-
agas et al., 2015; Li et al., 2012; Pascoli et al., 2019; Scharf et al., 2013;
Velasques et al., 2018). Considering the limited assessments on the toxic
effects of polymeric nanocarriers in in vivo systems, we aimed to
investigate and compare the toxicological characteristics of different
nanosystems (Fig. 1) with different quali-composition, highlighting:
polysorbate 80 (P80), a non-ionic surfactant commonly used due to its
low toxicity (Kaur and Mehta, 2017); polyethylene glycol (PEG) a hy-
drophilic, biodegradable and biocompatible polymer with low toxicity;
Eudragit® RS 100 (EUD) a cationic polymer of methacrylic acid and
methyl methacrylate, developed for drug delivery systems (Dos Santos
et al., 2021; Gomes et al., 2018; Michels et al., 2019); and chitosan (CS),
a natural, biodegradable and positively charged biopolymer with
mucoadhesive properties (Arpagaus et al., 2018; Vieira et al., 2016;
Wong et al., 2010). Our results demonstrated the biological differences
between nanocarrier systems with different coatings, indicating greater
safety of Eudragit-coated nanocapsules for future studies in C. elegans
and other models.

2. Materials and methods
2.1. Chemical and reagents

Poly-(e-caprolactone) Molecular Weight 80.000 (PCL), Capric/

Table 1
Relationship between volume and concentration of particles.mL-1.
Volume NCP80 NCPEG NCEUD NCCS
(uL)
5 0.02775 x 0.03795 x 0.0233 x 0.01555 x
mlo ]010 1010 1010
10 0.0555 x 10" 0.0759 x 10" 0.0466 x 0.0311 x 10"
loln
50 0.2775 x 10" 0.3795 x 10'®  0.233 x 10" 0.1555 x 10"
100 0.555 » 10'° 0759 x 10" 0.466 x 10"  0.311 « 10"
150 0.8325 « 10" 1.1385 x 10" 0.699 x 10"  0.466 » 10"

Caprylic Triglycerides (TCM), Lipoid® S45, Polysorbate 80 (P80), low
molecular weight chitosan (CS), Eudragit® RS100, and polyethylene
glycol 4000 (PEG) were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Acetone was of pharmaceutical grade. Ultra-purified water was
prepared using a Milli-Q Millipore system (Bedford, USA).

2.2. Preparation and characterization of unloaded nanocapsules

NC were prepared by interfacial deposition of preformed polymer
(Venturini et al., 2011). Briefly, the organic phase of NCP80, NCPEG,
and NCCS was composed by acetone, Lipoid S45, PCL, and TCM
(0.07:0.1:0.33, w/w). The organic phase of NCEUD was prepared with
acetone, TCM, and Eudragit RS100 in the same proportion. To all
groups, this phase was maintained under magnetic stirrer, at 60 + 1 °C
(NCP80, NCPEG, and NCCS) or 40 = 1 °C (NCEUD), and injected into an
aqueous phase, composed of water, and P80; to NCPEG, this phase has
been added by PEG 4000. The nanoparticles were concentrated by ro-
tary evaporator until the final volume of 10 mL; except NCCS, which was
evaporated to 9 mL, and subsequently adjusted to volume with 0.5 %
chitosan solution.

The mean diameter and polydispersity index (PI) were analyzed by
dynamic light scattering (DLS) technique (NanoBrook 90Plus, Broo-
kHaven®), in a 1:1000 dilution with distilled water. The zeta potential
was evaluated by electrophoretic migration (NanoBrook 90Plus, Broo-
kHaven®), in a 1:1000 dilution, with filtered 1 mM sodium chloride
solution. The samples were analyzed using a capillary cell (DTS 1060),
and the data were expressed in millivolts (mV). The particles number
determination was performed turbidimetry technique (Jager el al.,

Table 2
Physicochemical characterization of different NCs-coatings and stability.
pH Particle size Pl Zeta potential N (x10'°
(nm) (mV) particles.mL ")
NCPSO 6+1 18582+ 011+ 492 5.55
32 0.02
NCPEG 55+  196.37 = 012+ 48 1 7.59
0.1 214 0.02
NCCS 40+ 19852 020+  14:0 31
0.0 223 0.04
NCEUD 5.0+  159.27 + 008+ 20+2 4.66
0.0 293 0.01

Data are expressed as means + S.D of three measurements.
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Fig. 2. Survival rate after acute exposure to different concentrations of nanoparticles with different coatings: A) NCP80; B) NCPEG, C) NCEUD and D) NCCS. Data
were normalized to percentage of control and results are expressed as means + S.D. Data were analyzed by One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test. *
indicates statistical significance in comparison with control group (untreated = 100 %) p<0.05. The results were acquired from three independent experiments.

2009). NCs were diluted (1:1000) and analyzed through the UV Shi-
madzu® spectrophotometer, at 395 nm. The results were expressed as
number of particles.mL ™" (N). The pH of suspensions was analyzed using
a previously calibrated potentiometer (Hanna Instruments, Sao Paulo,
Brazil) (n = 3), at 25 °C.

2.3. Maintenance of the worms

C. elegans Bristol N2 strain (wild type) and CF1553 (muls84[Pad76
(sod-3::GFP)]) were obtained from Caenorhabditis Genetics Center (CGC)
and maintained on NGM (nematode growth media) plates seeded with
bacteria Escherichia coli-OP50 at 20 °C (Erenner, 1974), The worms at L1
stage, used in all exposures, were obtained by a synchronization process,
which consists in exposing gravid worms to a lysis solution (0.45 N
NaOH, 2 % HOCI w/v), in order to isolate eggs. After 14 h the eggs
hatched and released the L1 larvae.

2.4. Acute exposure to blank nanoparticles

1500 worms at the first larval stage (L1) were exposed to different
concentrations of the polymeric NC formulations for 30 min in liquid
medium (0.5 % saline solution). We used same volumes for each treat-
ment, which contained different NC concentration (see Table 1). After-
wards, treatments were removed by three washes with saline solution
and then worms were transferred to NGM plates seeded with E. coli OP50

for recovery and further assays, 48 h after the end of exposure (Avila
et al,, 2012),

2.5. Chronic exposure to polymeric nanoparticles

1500 worms at first larval stage (L1) were exposed to the treatments
at different concentrations for 30 min in a liquid medium (0.5 % saline
solution) and then directly transferred to petri dishes with NGM and live
Escherichia coli OP50 with the treatments, for 48 h (Jacques et al., 2017).
At the end of exposure, worms were analyzed.

2.6. LCjsp determination

To determine the lethality of the NC, the surviving worms following
treatments were scored. Worms were exposed to the treatment para-
digms mentioned above and after 48 h a transparent grid was placed
under the NGM plate and 25 quadrants were analyzed under a dissection
stereomicroscope. In these quadrants live worms were differentiated
from dead worms (motionless and with no reaction to a worm pick) and
counted. Experiments were done in duplicates and repeated at least
three times. Data were normalized to percentage of control from the day
of the experiment. A sigmoidal dose response curve model, with a top
constraint at 100 %, was used to draw the curves. Experiments were
done in duplicates and repeated at least three times.
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2.7. Reproduction assessment

The reproduction was evaluated by counting the brood size after the
exposures. Worms from each treatment, as described above, were indi-
vidually transferred to NGM plates with E. colf OP50 daily and worms
were allowed to lay eggs. The hatched larvae were counted until the end
of the reproductive period of each worm. Experiments were done in
triplicates and repeated at least three times (Jacques et al., 2017).

2.8. Body length

Body size was evaluated by images acquired 48 h after of acute and
chronic exposures by using inverted microscope Nikon eclipse 50i mi-
croscope (Tokyo, Japan). Image J software was used to measure the
body lengths (from head to tail) of 5 worms per group, in each experi-
ment. Experiments were repeated at least three times (Charao et al.,
2015).

2.9. Expression of SOD-3::GFP
The transgenic strain CF1553 (muls84[Pad76(sod-3::GFP)]) was

used to quantify the expression of the antioxidant mitochondrial enzyme
superoxide dismutase (SOD-3). The nematodes were synchronized and
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subjected to chronic treatment as described above. After 48 h, the
treated nematodes were transferred to microscope slides (containing 1
mM levamisole as anesthetic), and the images were analyzed using an
epifluorescence microscope (Nikon Eclipse 50i microscope (Tokyo,
Japan) connected to a digital camera (SAMSUNG ST64). Image of 5
nematodes from each group were taken, and the relative fluorescence of
the entire body was determined using ImageJ software. Three inde-
pendent assays were performed (Motta et al., 2020).

2.10. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the software GraphPad
Prism® version 7 (San Diego, CA, U.S.A.). Comparisons between groups
were performed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Tukey post hoc test. Results are expressed as means + S-D. A value of P
< 0.05 was considered statistically significant.

3. Results and discussion
3.1. Physico-chemical characterization

Unloaded polymeric nanocapsules were successfully obtained by
nanoprecipitation method (Fessi et al., 1989), PCL and EUD polymers

:
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Fig. 3. Brood size after acute exposure. A) NCP80; B) NCPEG, C) NCEUD and D) NCCS. Data were normalized to percentage of control and results are expressed as
means + S.D. Data were analyzed by One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test. The results were acquired from three independent experiments.
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were chosen due to their well-established biocompatible and biode-
gradable characteristics. The physical-chemical characterization
(Table 2) demonstrated that the method used to prepare the NC is
adequate and includes the values obtained for diameter (nm), PI, pH,
zeta potential (mV), and particles number. Macroscopically, the samples
presented a homogeneous appearance, opalescent white, characteristic
of nanosuspensions, and known as Tyndall Effect.

The particle size obtained for formulations was from 159.27 to
198.52 nm and were very close to each other, corroborating with other
nanoparticulate systems developed by our research group (Dos Santos
et al., 2021; Pereira et al., 2019; Vieira et al., 2016), Also, the PI values
obtained are considered satisfactory and serve as a way to assess the
homogeneity of a colloidal system, where values <0.2 are characteristic
of monodisperse systems.

The pH values were physiologically compatible and are normally
related to the pH of the aqueous phase. The zeta potential of both for-
mulations was in accordance with the nature of each coating, NCP80
and NCPEG as anionic, and NCCS and NCEUD as cationic. The zeta
potential is an important measure that aims to assess the surface charge
of nanoparticles and is directly linked to the repulsion or attraction of
the particles, as well as the biological behavior of these nanosystems
(Fornaguera and Solans, 2018).

3.2. In vivo safety evaluation in C. elegans

In this work we exposed C. elegans to four different NC in two

>

- -
8 )
1 J

Length (% of control)
[
o
'

Control 5 10 50 100 150
NCP80 (pL)

;

2

Length (% of control)
8
'

T T T
Control § 10 50 100 150

NCEUD (pL)

70

Comparative Diochemistry and Physiology, Part C 263 (2023) 109477

regimens: acute (30 min) and chronic (48 h) treatments and assessed
physiological endpoints to compare their toxicological profile.

3.3. Acute exposure effects on physiological endpoints

The toxicity investigation started with the effects of the different NC
on worm mortality. Fig. 2 shows that the acute exposure to the three
highest concentrations of NCPEG (Fig. 2 B) and all concentrations of
NCCS (Fig. 2 D) significantly reduced the survival rate when compared
to the control. However, NCP80 (Fig. 2 A) and NCEUD (Fig. 2 C) did not
change the survival rate of the nematodes at any of the tested concen-
trations. Our results are in agreement with a study that observed a dose-
dependent mortality in worms exposed to PCL polymeric nanoparticles
(Moraes et al., 2015) and with another study using chitosan/tripoly-
phosphate CS/TPP, which demonstrated the high toxicity of this nano-
ssystem (Jacques et al., 2017; Moraes et al., 2015).

On the other hand, Dan et al. (2022) have demonstrated the safety
efficacy of the polyethylene glycol-hydroxyapatite nanocomposites in
wild type Drosophila larvae and adult flies after oral administration. This
study showed that the nanocomposite did not affect the development of
the larva rather it enhanced the behavioral and antioxidant activity (Dan
et al., 2022), Calienni et al. (2019) have demonstrated that PEG func-
tionalized silicon NPs did not alter the cytotoxicity of a tumor cell line
(C6 cell lines) at low and high concentrations but caused greater in vivo
toxicity in zebrafish larvae. It has been reported that PEG conjugates can
form larger aggregates in aqueous solutions, possibly due to their
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Fig. 4. Body length after acute exposure. A) NCP80; B) NCPEG, C) NCEUD and D) NCCS. Data were normalized to percentage of control and results are expressed as
means + S.D. Data were analyzed by One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test. * Indicates statistical significance in comparison with control group (un-
treated = 100 %) p<0.05. The results were acquired from three independent experiments.
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neutral charge (Calienni et al., 2019; Lillo et al., 2018). The differences
in NPs size could interfere with the uptake mechanism involved and the
subcellular locations for each NPs, changing the profile of internaliza-
tion and death cascade triggered in vitro (Lu et al., 2009). Also, it is
important to emphasize that the size and surface groups of materials
may play a critical role in the pharmacokinetics and pharmacodynamics
of different species (Aillon et al., 2009),

Reproductive toxicity was assessed by estimating the brood size. No
NC produced a significant alteration in the progeny number (Fig. 3).
Regarding body length, we have found that their body size was not
affected after acute treatment with different NC (Fig. 4), thus indicating
no developmental impairment. Therefore, we can suggest that a short-
term exposure affects survival rate, but surviving worms do not pre-
sent other signs of exposure. Furthermore, our data indicate that NCCS
was the most toxic nanosystem to the nematodes in this acute exposure.

3.4. Chronic exposure effects on physiological endpoints

Following chronic exposure, we observed that the higher concen-
trations of NCP80 (Fig. 5 A) and the two higher NCPEG (Fig. 5 B)
significantly reduced the survival rate of the worms when compared to
the control. The results clearly show the higher toxicity of NCCS (Fig. 5
D), which reduced the rate of surviving worms in about 54 % (p-val-
ue<0.01) at 0.1555 x 10'? particles/mL after treatment compared with
the control, while the NCEUD (Fig. 5 C) did not change the survival rate
of the C. elegans at any concentration. Additionally, we did not observe
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any toxicity in the brood size assay following chronic exposure with the
different formulations at all tested concentrations (Fig. 6). Furthermore,
Fig. 7 shows that NCs did not affect the body length of the worms, which
indicate that no developmental delay occurred following exposure.

Safety assessment studies of chitosan nanoparticles containing the
surfactant P80 in zebrafish embryos demonstrated developmental
toxicity in the embryos, including a decrease in the hatching rate, as well
as an increase in mortality and incidence of deformities, in a dose-
dependent manner (Yuan et al., 2016). NCs may be internalized by
cells and their polymer components may be found in different cellular
localizations. In the liver, chitosan nanoparticles containing the sur-
factant P80 are absorbed and can activate formation of reactive oxygen
species, leading to oxidative stress reactions in hepatocytes, or tissue
inflammatory responses (Yuan et al., 2016). Bulcao er al. (2013)
demonstrated that a chronic exposure to lipid-core nanocapsules con-
taining PCL did not cause mortality to rats; however they caused hep-
atotoxicity and nephrotoxicity besides hematologic alterations in these
rodents (Bulcao et al., 2013). Therefore, studies indicate that simpler
organisms are more susceptible to these nanocapsules.

3.5. SOD-3::GFP expression

The expression levels of the antioxidant enzyme SOD-3 were deter-
mined using strain CF1553, which mostly expresses fluorescence around
the head, tail and vulva, where this enzyme is highly expressed. In this
study, only the higher concentration of NCP80 caused an increase in

150~

100+

50+

Survival (% of control)

Control 5 10 50 100
NCPEG (uL)

150

w)

150~

100+

Survival (% of control)

Control § 10 50 100

150

NCCS (pL)

Fig. 5. Survival rate after chronic exposure to different concentrations of nanoparticles with different coating: A) NCP80; B) NCPEG, C) NCEUD and D) NCCS. Data
were normalized to percentage of control and results are expressed as means -+ S.D. Data were analyzed by One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test. *
Indicates statistical significance in comparison with control group (untreated = 100 %) p<0.05. The results were acquired from three independent experiments.
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SOD-3 expression (Fig. & A and B), therefore suggesting the involvement
of oxidative stress in NCP80 induced toxicity, as the enzymes involved in
the neutralization of reactive oxygen species (ROS) play an important
role in ROS-related toxicity. Unfavorable changes due to environmental
contaminants can lead to cellular oxidative stress, hampering the con-
tinuity of metabolic and/or bioenergetics processes. In responses to the
harmful effects caused by reactive species, cellular defense mechanisms
are activated, including the antioxidant system, which includes exoge-
nous compounds such as vitamins, carotenoids, and flavonoids, and
endogenous antioxidant enzymes such as SOD, catalase (CAT), and
glutathione peroxidase. These antioxidants act by protecting or repair-
ing macromolecules that are targets of these reactive species in cells
(Poprac et al., 2017). In C. elegans, this cellular response also modifies
and induces the expression of transcription factors and their targets,
such as SOD. This action ensures a normal life course for the nematodes
until stress generated by ROS exceeds and thus limits this adaptive
protection of biological system (Wang and Wink, 2016).

On the other hand, we did not observe altered expression in worms
exposed to NCPEG (Fig. 8 C and D) and NCEUD (Fig. 8 E and F). Sur-
prisingly, our results showed that worms exposed to NCCS did not pre-
sent any fluorescence, except at the lowest concentration. Studies have
shown that chitosan can interact with microbial DNA, which leads to
inhibition of DNA transcription and mRNA synthesis, a phenomena that
could have occurred here and interfering with SOD-3 or GFP expression
in this transgenic C. elegans (MORAIS et al., 2010). In addition, Li et al.
(2018) evaluated the lethality of wild-type (N2) and SOD-3::GFP when
exposed to a mixture of chemical components after 12 and 24 h (Li e1 al.,
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2018). Notably, a significant difference was found between the two
strains: grater toxicity in the transgenic nematodes than in the wild-type.
These finding demonstrate that genetically modified factors should also
be considered in the toxicological evaluation of nanomaterials and this
should be further addressed.

4. Conclusion

This study aimed to evaluate the toxicological effects of polymeric
NC with different coatings and charges (NCP80, NCPEG, NCEUD and
NCCS) in C. elegans after acute and chronic exposure. Acute treatment
did not result in any alterations in the evaluated endpoints, but inter-
estingly, we detected an increased mortality of worms exposed to
NCPEG and NCCS at the higher concentrations. Chronic exposure to
NCP80, NCPEG and NCCS led to a significant decrease in nematode
survival, while the other parameters were not changed. These results
indicate that these formulations present some degree of toxicity in this
organism, whereas NCEUD was the safest.

In response to the harmful effects caused by reactive species, cellular
defense mechanisms are activated including the antioxidant system.
These antioxidants act by protecting or repairing macromolecules that
are targets of the action of these reactive species in cells (Poprac et al.,
2017). Our results show that there was no alteration in the expression of
the antioxidant enzyme SOD-3 in nematodes treated with all the NCs
tested, suggesting that they did not cause an increase in reactive species.
Remarkably, NCCS blunted the reporter expression and this effect
should be further investigated.
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Fig. 6. Brood size after chronic exposure. A) NCP80; B) NCPEG, C) NCEUD and D) NCCS. Data were normalized to percentage of control and results are expressed as
means + S.D. Data were analyzed by One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test. The results were acquired from three independent experiments.
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Fig. 8. Superoxide dismutase (SOD-3) expression in the in vivo experimental model of C. elegans subjected to treatment with NCs. (A) Quantification of SOD-3::GFP
in treated nematodes with NCP80; (B) Representative images of the expression of SOD-3::GFP in treated nematodes with NCP80; (C) Quantification of SOD-3::GFP in
treated nematodes with NCPEG; (D) Representative images of the expression of SOD-3::GFP in treated nematodes with NCPEG; (E) Quantification of SOD-3::GFP in
treated nematodes with; (F) Representative images of the expression of SOD-3::GFP in treated nematodes with NCEUD; (G) Quantification of SOD-3::GFP in treated
nematodes with NCCS; (H) Representative images of the expression of SOD-3::GFP in treated nematodes with NCCS. Data form quantification were normalized to
percentage of control and results are expressed as means + S.D. Data were analyzed by One-way ANOVA followed by Tukey post hoc test. The results were acquired

from three independent experiments with five animals per experiment.

This study indicates that toxicity depends on the formulation
composition, and on not the surface charge. Notably NCEUD, which
demonstrated to be the most promising to be used in our future studies.
Furthermore, it demonstrates that C. elegans is an excellent model for
pre-clinical toxicity studies. It is worth mentioning that further studies
for the future development of polymeric nanoparticles for drug delivery
and targeting are needed.
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Abstract

The pathophysiology of COVID-19 is highly heterogeneous and the
manner by which SARS-CoV-2 modulates the different systems in the host
remains unidentified despite recent discoveries. Cytokine storm has been
reported to be associated with the deterioration of many infectious diseases, in
COVID-19 it is suggested that cytokine storm is associated with disease severity.
Natural compounds such as Curcumin (CUR) have shown beneficial effects on
the progression of inflammatory diseases due to their numerous mechanisms of
action. Despite the numerous beneficial effects of CUR on human health, it has
limitations, such as poor absorption, extremely low solubility in aqueous buffer,
instability in body fluids and rapid metabolism. Nano-delivery systems have
shown excellent potential to improve the solubility, biocompatibility and
therapeutic effect of this compound. In this study, CUR loaded Eudragit
nanocapsules were developed, toxicological parameters were evaluated as well
as its protective effects on the inflammatory damage induced by
lipopolyssacharide (LPS) in Caenorhabditis elegans. C. elegans individuals were
stimulated for 24h with LPS (100ug/mL), with or without NCCM and free CUR.
The survival rates and behaviors were determined. NCCM at a concentration of
0,6 mg.mL"t, were prepared by nanoprecipitation method and showed acceptable
physico-chemical characterization. NCCM showed no toxicity to worms in acute
(30 minutes) as well as chronic (48h) exposure in the parameters of survival,
reproduction and development. NCCM improved the survival of C. elegans
exposed to LPS, rescued behavioral phenotypes and the apoptotic effects
caused by LPS were diminished compared to free curcumin. These
nanoformulations have been shown to be stable and safe, in addition to protecting
against LPS injury. Becoming a promising adjuvant in the treatment of

inflammatory diseases such as COVID-19.

Keywords: Covid-19, alternative model, nanoparticles, lipopolyssacharide
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1 Introduction

Coronavirus Disease 2019 (COVID — 19) is a rapidly spread disease,
leading to high mortality rates. This disease created a public health emergency
of global concern, being caused by a coronavirus belonging to the coronaviridae
family (Godeau, Petit et al. 2021, Guha and Chakraborty 2022). Some evidences
show that, during the COVID-19 epidemic, the severe deterioration of some
patients has been closely related to the cytokine storm in their bodies. (Conti,
Ronconi et al. 2020), being identified as a significant factor in the negative
consequences of COVID-19 infection (Bahrami, Kamalinejad et al. 2020).

To counteract this scenario, naturally occurring bioactive compounds have
been considered as adjuvants in therapeutic practice since they are usually low-
cost, have few side effects, and are of simple use. For example, since ancient
times, turmeric (Curcuma longa) has been used to treat inflammatory and auto-
immune conditions. Curcumin (CUR) is its primary phenolic bioactive compound
and exhibits promising anti-inflammatory and auto-immune preventive potential
in clinical and pre-clinical human studies (Akaberi, Sahebkar et al. 2021, Marton,
Barbalho et al. 2022). In addition, other medicinal properties include antioxidant,
anticancer, antibacterial, antiviral, neuroprotective and antidiabetic properties
(Iranshahi, Sahebkar et al. 2010, Parsamanesh, Moossavi et al. 2018, Babaei,
Nassiri-Asl et al. 2020, Alikiaii, Bagherniya et al. 2021, Khayatan, Razavi et al.
2022). Besides the potent anti-inflammatory and auto-immune protective effects
of CUR, this molecule shows hydrophobicity, rapid clearance, photosensitivity
and low stability, which limits its usability in daily clinical practice (Yavarpour-Bali,
Ghasemi-Kasman et al. 2019, Lakshmanan, Jindal et al. 2021). Nano-delivery
systems have shown excellent potential to improve the solubility, biocompatibility
and therapeutic effect of CUR (Chen, Wu et al. 2020). It has been shown that
encapsulation of CUR in nanoparticles considerably improves its chemical
stability and prevents its enzymatic and pH degradation. Additionally, the
encapsulation of CUR into nanopatrticles increases its circulation inside the body
(Anand, Kunnumakkara et al. 2007, Szymusiak, Hu et al. 2016, Maiti and Dunbar
2018). Accordingly, over the last decades numerous nanoformulation-based
strategies have been undertaken to improve CUR properties in vitro, in vivo and

pre-clinical settings. Nanoformulation-based strategies involve the use of
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adjuvants, stabilizers, conjugates/polymer conjugates, lipid/liposomes,
hydro/micro/nano gels, micelles, and nanoparticles (Ghalandarlaki, Alizadeh et
al. 2014, Naksuriya, Okonogi et al. 2014). Although these nanoformulations
enhance the therapeutic effects of CUR, studies on the toxicological profile of
these systems remain debatable and need to be further studied. Recently, there
is an increasing trend of using various model organisms for nanopatrticles (NPs)
biosafety assessment and Caernohabditis elegans (C. elegans) is one among
these (Handy, Cornelis et al. 2012).

Notably, C. elegans possess several innate immune components that are
evolutionarily conserved with vertebrates, including a single toll-like receptor and
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK), which mediate responses to
infection (Battisti, Watson et al. 2017). Bacterial endotoxin or lipopolysaccharide
(LPS) plays an important role in the development of sepsis by evoking the release
of a series of inflammatory factors. LPS may lead to deregulated immune
responses, triggering sepsis and consequently resulting in multiple organ failure
in various species, including worms thus being a model for studying inflammation
(Seeley and Ghosh 2017, Cavaillon 2018, Dickson and Lehmann 2019).

In a previous study, we have demonstrated that Eudragit NPs presented
low toxicity to C. elegans and that this system could optimize the drugs absorption
and distribution in this nematode (Agarrayua, Funguetto-Ribeiro et al. 2023). In
the present study, we nanoencapsulated CUR into Eudragit nanocapsules and
assessed its safety and anti-inflammatory effect on LPS-induced injury in C.

elegans.

2 Materials and Methods
Chemical and Reagents:

Poly-(e-caprolactone) (PCL), capric/caprylic triglycerides (TCM), Lipoid®
S45, Tween® 80 (P80), Eudragit® RS100 and Curcumin were purchased from
Sigma-Aldrich (Brazil). Acetone was of pharmaceutical grade. Ultra-purified water
was prepared using a Milli-Q Millipore system (Bedford, USA). All other reagents

were of analytical grade and obtained from local suppliers.

Preparation of Nanocapsules
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The nanocapsules were prepared by interfacial deposition of preformed
polymer (Venturini, Jager et al. 2011) by nanoprecipitation technique (Fessi,
Puisieux et al. 1989). Briefly, the organic phase of nanocapsules with curcumin
(NCCM) was composed of CUR, Eudragit® RS 100 (0.78% wi/v) and MCT
dissolved in acetone at 40 + 2°C was poured into the aqueous phase containing
distilled water and polissorbate 80. The final concentration of CUR in
formulation was 0.6 mg.mL™.

The particles number determination was performed by turbidimetry
technique (Jager, Huisken et al. 2009). NC were diluted (1:1000) and analyzed
through the UV Shimadzu® spectrophotometer, at 395 nm. The results were

expressed as number of particles.mL™.

Physicochemical characterization and stability study of the formulations
Particle size, Zeta potential and pH

The mean diameter and polydispersity index (PI) were analyzed by
dynamic light scattering (DLS) technigue (NanoBrook 90Plus, BrookHaven®), in
a 1:1000 dilution with distilled water. The zeta potential was evaluated by
electrophoretic migration (NanoBrook 90Plus, BrookHaven®), in a 1:1000
dilution, with filtered 1 mM sodium chloride solution. The samples were analyzed
using a capillary cell (DTS 1060), and the data were expressed in millivolts (mV).

The pH of suspensions was analyzed using a previously calibrated
potentiometer (Hanna Instruments, Sao Paulo, Brazil) (n=3), at 25°C.

The stability of the nanoparticles was evaluated by repeating the analyzes
on predetermined days (1, 7, 30, 60, 90 and 180 days), at room temperature
(25°C). All analyzes were performed in triplicate, and the results were expressed

as means + S.E.M.

C. elegans Maintenance

The strains used in this work were wild type N2 Bristol and MD701 (bcls39
[lim-7p::ced-1::GFP + lin-15(+)] which were obtained from Caenorhabditis
Genetics Center (CGC University of Minnesota, MN, USA) and maintained on
NGM (nematode growth media) plates seeded with bacteria E. coli OP50 at 20°C
(Brenner, 1974). The worms at L1 stage, were obtained by a synchronization
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process, which consists in exposing gravid worms to a lysis solution (0.45 N
NaOH, 2% HOCI w/v), in order to isolate eggs. The eggs were washed three
times with M9 buffer (5 g/L NaCl, 3 g/L KH2PO4, 6 g/L Na2HPOa4, 0,25 g/L
MgSO47H20, vehicle). After 14 h the eggs hatched and released the L1 larvae.

Acute Exposure to Curcumin Nanoparticles

1,500 worms at the first larval stage (L1) were exposed to different
concentrations of the polymeric NCs formulations or M9 (control) for 30 min in
liguid medium. The concentrations used were 9, 18, 36 and 54 ug.mL™.
Afterwards, treatments were removed by three washes with M9 buffer and then
worms were transferred to NGM plates seeded with E. Coli OP50 for recovery

and further assays, 48h after the end of exposure.

Chronic Exposure to Curcumin Nanopatrticles

1,500 worms at the first larval stage (L1) were exposed to the treatments
with NCCM at different concentrations (9, 18, 36 and 54 ug.mL?) or M9 (Control)
for 30 min in a liquid medium and then directly transferred to petri dishes with
NGM and live E. coli OP50 with the treatments, for 48h. At the end of exposure,

worms were analyzed, as described below.

Survival assay

To verify whether the nanoparticles demonstrate potential toxicity, we
evaluated the worms after the treatment and scored the live worms. Three
experiments were performed individually in duplicates using 1500 worms. The
data are expressed as the total number of worms in the plates and the

concentrations are represented as log of concentration.

Reproduction Assessment

The reproduction was evaluated by counting the brood size after the
exposures. Worms from each treatment, as described above, were individually
transferred to NGM plates with E. coli OP50 daily and worms were allowed to lay
eggs. The hatched larvae were counted until the end of the reproductive period
of each worm. Experiments were done in triplicates and repeated at least three

times.
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Body length

Body size was evaluated by images acquired 48 h after of acute and
chronic exposures by transferring worms to slides containing levamisole (1 mM)
and using inverted microscope Nikon eclipse 50i microscope (Tokyo, Japan).
Image J software was used to measure the body lengths (from head to tail) of 5
worms per group, in each experiment. Experiments were repeated at least three

times.

LPS — induced injury in C. elegans

C. elegans at the L4 larval stage were exposed to CUR and NCCM (both
at a concentration of 54 yg.mL™?) or M9 buffer 30 min before LPS (serotype
055:B5; Sigma, Brazil) treatment. The worms were then exposed to M9 buffer or
LPS (100 pg/mL) for 24 h, while curcumin or NCCM were left in the NGM plates
as a co-treatment with LPS. After 24 h, C. elegans individuals were washed with
M9 buffer and transferred to NGM agar plates. They were then allowed to
acclimate for 30 min before performing survival assays. Data were obtained from

three independent experiments.

Nose touch

For nose touching, the worms were individually transferred to a petry dish
with NGM medium without food, where they remained for 1 minute to acclimatize.
Each animal was submitted to a maximum of five soft touches, with an eyelash
hair glued to a toothpick, at 30 second intervals between touches. The responses
were recorded as reversals if the worm moved backward, and the omega curves
were visually identified when the worm’s head almost touches the tail generating
a sharp curve in which the worm’s body resembles the Greek letter Q. Five worms
from each experiment were used and each worm was touched on the nose five

times.

Number of apoptotic cells
To measure apoptosis, MD701 (bcls39 [lim-7p::ced-1::gfp + lin-15(+)]V
strain with a CED-1 protein marked with green fluorescent protein (GFP) was

used. CED-1 is a caspase protein that binds the surface of germline cells that
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becomes detached and degraded throughout apoptosis. Treated worms (10 for
each group) were fixed on microscope slides (with levamisole 1 mM). The circular
bright GFP, characterizing apoptotic corpses of germline cells, was scored in a
fluorescence microscopy (EVOS FLoid Cell Imaging Station) (Chalfie, Tu et al.

1994, Gartner, Boag et al. 2018). At least three independent assays were done.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the software GraphPad Prism®
version 8 (San Diego, CA, U.S.A.). The Shapiro-Wilk normality test was used to
test a Gaussian distribution. Comparisons between groups were performed by
one way or two-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s post hoc
test. Results are expressed as means + S.E.M. A value of p < 0.05 was

considered significant.

3 Results and Discussion

Physico-chemical characterization

Polymeric nanocapsules were successfully obtained by the preformed
polymer nanoprecipitation method (Fessi, Puisieux et al. 1989). The Eudragith®
polymer was chosen because of its well-established biocompatible and
biodegradable characteristics. The parameters were in agreement with a colloidal
system. The particle diameter ranged from 241.13 to 251.56 nm, with adequate
polydispersity. Zeta potential was in accordance with the nature of coating
Eudragit, and pH was in the neutrality range (6.44 £ 0.201). The curcumin content
was close to 100% in the formulations, indicating minimal losses throughout the
process. The table with the physical-chemical characterization of the
nanoformulation is in the supplementary material and demonstrated that the
method used to prepare the NCCM is adequate and includes the values obtained
for diameter (nm), PI, pH, zeta potential (mV) and number of particles.

In vivo safety evaluation in C. elegans
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The safety, tolerance and low toxicity of curcumin are well established in
human clinical trials, therefore being used in various therapeutic applications.
However, its application in nanoparticles requires additional safety information.
In these experiments, the in vivo safety of NCCM was verified using the
alternative model C. elegans.

Our previous studies showed that nanocapsules- based delivery systems
with different coatings showed low or no toxicity to C. elegans, being the
Eudragit® NC the most promising (Agarrayua, Funguetto-Ribeiro et al. 2023).
Therefore, curcumin-loaded nanocapsules with Eudragit polymer were prepared
and the worms exposed to NCCM and free curcumin at a concentration of 54
pug.mL? for comparison purposes. Toxicity parameters such as survival,
reproduction and body size were analyzed. The Figure 1A and Figure 1B show
that both acute and chronic exposure, at all NCCM concentrations tested, did not
significantly alter the survival rate of the nematodes in relation to the control (M9
vehicle). These results are in agreement with a study by Vaz et. al., (2022), which
developed, characterized, compared and optimized three different omega-3 fatty
acids nanoemulsions loaded with curcumin and quercetin that were not toxic for
C. elegans (Vaz, Carrasco et al. 2022). Guzman et al., (2022), developed
curcumin nanoparticles using human serum albumin as a nanocarrier, toxicity
effects were ruled out once the worms were still alive throughout their expected
average lifespan (de Guzman, Razzak et al. 2022).

In addition, our group has previously demonstrated that nanocapsules
loaded with co-encapsulated quinine and curcumin showed greater survival and
longevity compared to the free compounds (Velasques, Maciel et al. 2018).
Studies have explored the safety of curcumin. According to these studies,
standardized powder curcumin were safe for human use even at high doses
(Soleimani, Sahebkar et al. 2018). We tested the safety of free curcumin in C.
elegans, through the survival parameter and, as already predicted, at the tested
concentration we did not observe toxicity. Data shown in the supplementary

material.
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Figure 1. Survival rate following NCCM exposure in C. elegans. (A) Worms acutely exposed to
different concentrations of the NCCM and (B) worms chronically exposed to different
concentrations of NCCN. There is no significant mortality with the NCCM n=3 independent

experiments. Values are expressed as mean = S.E.M. Data were analyzed by one-way ANOVA.

It is well-known that fertility assessment is a significant toxicological
parameter for evaluating xenobiotics toxicity in C. elegans (Rogers, Rice et al.
2015). Reproductive toxicity was assessed by estimating the brood size. Notably,
NCCM treatments did not cause a decrease in brood size at both acute and
chronic exposures (Figure 2A and 2B, respectively). These results are in line with
the studies by Giacomeli et al (2020) who demonstrated that nanocapsules of
lipid nucleus loaded with curcumin did not cause toxicity in the reproduction of
pregnant Wistar rats and their descendants, treated during the period of

organogenesis (Giacomeli, Guerra Teixeira et al. 2020).
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Figure 2. Brood size after NCCM exposure in C. elegans. (A) Worms acute exposed to different

concentrations of the NCCM and (B) worms chronic exposed to different concentrations of NCCN.
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There is no significant mortality with the NCCM n=3 independent experiments. Values are
expressed as mean + S.E.M. Data were analyzed by one-way ANOVA.

Regarding body length, we have found that C. elegans body size was not
affected after acute and chronic treatment with NCCM (Figure 3A and 3B,
respectively), which is an indication that there was no developmental impairment.
The results from our study demonstrate that de NCCM do not cause

developmental toxicity in C. elegans when exposed to acute or chronic

treatments.
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Figure 3. Body length after NCCM exposure in C. elegans. (A) Worms acute exposed to different
concentrations of the NCCM and (B) worms chronic exposed to different concentrations of NCCN.
There is no significant mortality with the NCCM n=3 independent experiments. Values are
expressed as mean + S.E.M. Data were analyzed by one-way ANOVA.

Effect of NCCM on C. elegans survival in the presence of LPS

The C. elegans innate immune system shares many feature with
mammals, including the p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK), B-catenin,
and FOXO pathways (ref). Despite the evolutionary distance between C. elegans
and human, host-pathogen interactions are strikingly similar (Pukkila-Worley,
2012).

Exposure to LPS (100 pug/mL) significantly decreased the survival (58%)
of untreated worms (control group) and worms pretreated (63.6%) with free
curcumin. NCCM significantly increased survival (94.6%) when worms were

pretreated at concentration of 54 ug.mL compared with the control group and
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free curcumin at the same concentration (Figure 4A). Curcumin is a highly
hydrophobic nutraceutical and is prone to precipitation when dispersed in an
agueous medium. This phenomenon can lead to low and variable
bioaccumulation of curcumin in C. elegans, which explains the fact that free
curcumin does not protect C. elegans from LPS-induced injury. Studies show that
nanoemulsion-based delivery systems can be used to enhance the
bioaccumulation of curcumin in C. elegans which may further influence its
absorption and biological effects (Shen, Zhang et al. 2019). This justifies a greater

protective effect of NCCM on pretreated worms compared to free curcumin.

Effect of NCCM on the behavioral phenotypes of C. elegans induced by LPS

LPS is an endotoxin, component of the outer cell wall of Gram-negative
bacteria (Raetz and Whitfield 2002). The mechanism of action of LPS is through
the increase of pro-inflammatory cytokines (Dantzer, O'connor et al. 2008,
Dantzer 2009). This activation of the immune system leads to neurochemical and
behavioral changes (Kelley, Bluthé et al. 2003, Rana, Sharma et al. 2016).

LPS exposure caused a significant reduction in the frequency of reversals
(Figure 4B) and omega turns (Figure 4C). However, NCCM pre-treatments
significantly elevated the frequency of this behavior when compared with LPS
treatment. Communication between the immune system and the brain is
important for the host organism to engage in temporary and specific defense
behaviors (Dantzer 2004, Sylvia and Demas 2018). Studies with the objective of
evaluating the pre-treatment with curcumin prevented the behavioral alteration

and fever induced by LPS in wistar rats (Reis, Oliveira et al. 2022).
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Figure 4. Effect of NCCM on (A) survival, (B) reversals and (C) omega turns behavior in C.

elegans induced by LPS. Values are expressed as mean + S.E.M. Data were analyzed by one-
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way ANOVA followed by Tukey post hoc test. n=5 independent experiments. * p<0.05 and
** p <0.01 denote the significance levels compared to control group. # p <0.05 and ## p < 0.01

denotes the significance levels compared to LPS-control group.

NCCM inhibited apoptosis induced by LPS in C. elegans

The MD701 strain allows the visualization of apoptotic corpses of germ
cells. Approximately 50 % of germ cells are typically undergoing physiological
apoptosis regardless of DNA damage in C. elegans (Gumienny, Lambie et al.
1999). However, stress, UV irradiation, genotoxic agents and bacterial LPS
induce apoptosis of germ cells (Han, Lee et al. 1994, Gartner, Milstein et al. 2000,
Xiao, Yan et al. 2017, Gartner, Boag et al. 2018). It was possible to notice a
significant increase in the number of apoptotic cells in the LPS treated group and
a decrease in the group pretreated with NCCM (Figure 5). Which is in agreement
with Zhu et. Al., (2020), who showed that curcumin reduced cell rate apoptosis
in LPS-induced inflammation, in mice (Zhu, Wang et al. 2020). Siddique, et.al.,
(2014) demonstrated that curcumin, in Drosophila melanogaster, reduced

oxidative stress and apoptosis (Siddique, Naz et al. 2014).
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Figure 5. Effect of NCCM on number of apoptotic corpses in C. elegans induced by LPS. Values
are expressed as mean = S.E.M. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by Tukey post
hoc test. n=5 independent experiments. * p <0.05 denotes the significance levels compared to
control group. # p < 0.05 and ### p < 0.001 denote the significance levels compared to LPS-

control group.

In mammals, p38 MAPK is involved in mediating the immune response to

bacterial LPS and play a similar role in C. elegans. One consequence of p38
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activation in mammalian cells is programmed cell death. In a previous study
Aballay et al (2003) showed important features of innate immunity signaling
pathways of C. elegans, in which apoptosis occurs due to the activation of the
p38 MAPK signaling cascade when exposed to LPS (Aballay, Drenkard et al.
2003). We show in this study that LPS induced apoptosis of gonadal cells in C.
elegans, and NCCM had an anti-apoptotic function. Showing that LPS-induced
apoptosis can be rescued by curcumin-loaded nanoparticles.

Curcumin is an important biochemical antioxidant that modulates cellular
immune responses and has anti-inflammatory effects. Xu et al (2023) revealed
through RNA-seq results that the underlying mechanism of curcumin in C.
elegans is related to the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway (Xu,
Du et al. 2023).

4 Conclusion

In this study nanocapsules with curcumin were evaluated in different
toxicological parameters in C. elegans demonstrating to be safe for the model.
Furthermore, our investigation showed that the nanoformulation can improve the
bioavailability of curcumin making it more effective, revealing protective effect in
LPS induced C. elegans model. In the worms exposed to LPS and pretreated
witch the nanocapsules there was no mortality compared to the control and free
curcumin. A reversal in behavioral phenotypes and inhibition of apoptosis was
observed. This study suggests a potential adjuvant therapy in several
inflammatory ad immune-mediated diseases, such as COVID-19.
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Supplementary Material

Table S1. Physicochemical characterization of NC-coating Eudragit loaded
curcumin.

pH Particle size (nm) Pl Zeta potential Absolute drug
(mV) content
6.44+0.201 241.13 to 251.56 0.103+0.034 22.27+5.60 100%
150
s
5
o 100+
s T
=
S 50
c
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0 T

Control 184 468 184

Concentration (ug.mL™")

Figure S1. Survival rate following free curcumin exposure in C. elegans. worms chronically
exposed to different concentrations of curcumin. There is no significant mortality with the curcumin

n=3 independent experiments. Values are expressed as mean = S.E.M. Data were analyzed by
one-way ANOVA.
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7 DISCUSSAO GERAL

O proposito deste estudo foi investigar o perfil toxicolégico de
nanocapsulas compostas por diferentes revestimentos: polisorbato 80 (P80),
polietilenoglicol (PEG), Eudragit (EUD) e quitosana (CS), in vivo (Artigo 1). De
acordo com os resultados escolher a nanoformulacdo mais segura e assim
utiliza-la para desenvolver nanocapsulas carregadas com curcumina e avaliar
seus efeitos toxicolégicos, bem como seus efeitos protetores sobre a lesédo
inflamatdria induzida por lipopolissacarideo (LPS) in vivo (Manuscrito |).

A fim de alcancar estes objetivos utilizou-se o modelo alternativo
Caenorhabditis elegans que tem se mostrado util para avaliar a toxicidade e
efetividade de nanomateriais, surgindo como uma alternativa as metodologias
envolvendo mamiferos (Hunt 2017).

Apesar das muitas vantagens das nanoparticulas poliméricas, é
imperativo avaliar a sua potencial toxicidade, pois sabe-se que propriedade
fisico-quimicas, como carga de superficie ou hidrofobicidade sdo parametros-
chave que definem a toxicidade do nanocarreador (Farace, Sanchez-Moreno et
al. 2016, Mukherjee, Waters et al. 2019).

Os resultados iniciais indicaram que estas formulagdes apresentaram
algum grau de toxicidade neste organismo nos parametros toxicol6gicos
testados. Os estudos com nanoparticulas poliméricas em C. elegans sédo
incipientes, mas promissores, pois permitem a avaliacdo de resultados de
nanotoxicidade, como redu¢cdes no comprimento do corpo, progénie e
comportamento de locomocao, além de seus efeitos na sobrevivéncia e na
expectativa de vida (Pluskota, Horzowski et al. 2009, Mohan, Chen et al. 2010,
Li, Wang et al. 2012, Scharf, Piechulek et al. 2013, Gonzalez-Moragas, Roig et
al. 2015). Detectamos um aumento na mortalidade de vermes expostos de forma
aguda a NCPEG e NCCS nas concentracbes mais altas e aumento da
mortalidade de vermes expostos na forma cronica a NCP80, NCPEG e NCCS.
N&o havendo mortalidade dos vermes expostos a NCEUD.

Em resposta a efeitos nocivos causados por espécies reativas,
mecanismos de defesa sdo ativados, incluindo o sistema antioxidante. Esses
antioxidantes agem protegendo ou reparando macromoléculas que sao alvos da
acdo de espécies reativas nas células (Poprac, Jomova et al. 2017). Niveis de

expressao da enzima antioxidante SOD-3 foram determinados e nossos
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resultados mostraram, que ndo houve aumento na expressao da enzima SOD-
3, portanto essas NCs ndo causaram aumento de espécies reativas.

Notavelmente, nossos resultados demonstraram que as nanocapsulas
com o revestimento Eudragit® foram as mais seguras para C. elegans em todos
os parametros testados (Artigo I). O Eudragit® é um polimero sintético com boa
estabilidade, baixa toxicidade, capacidade de dilatagdo em meio aquoso e alta
permeabilidade que o tornam um candidato adequado para fins de carreamento
de farmacos. Ja foi descrito anteriormente que Eudragit® aumenta a
biodisponibilidade de varios compostos, portanto este polimero pode ser
bastante promissor para novas nanoparticulas contendo farmacos (Payab,
Jafari-Aghdam et al. 2014, Jafari-Aghdam, Adibkia et al. 2016, Garjani, Barzegar-
Jalali et al. 2018).

Baseados nos dados do Artigo I, a NCEUD foi a nanoformulacdo de
escolha para desenvolver nanocapsulas carregadas com curcumina (NCCM)
(Manuscrito 1). A curcumina tém efeitos benéficos na progressdo de doencas
inflamatorias devido a seus varios efeitos potenciais: antiviral, anti-inflamatorio,
anticoagulante, antiplaquetario e citoprotetor. Esses e muitos outros efeitos da
curcumina a tornam um composto favoravel no tratamento adjuvante da COVID-
19 (Jager, Lowery et al. 2014). Apesar dos multiplos beneficios medicinais, a
curcumina possui baixa solubilidade e biodisponibilidade, instabilidade nos
fluidos corporais e metabolismo rapido (Sharma 1955, Wahlstrom and Blennow
1978, Couvreur 1988, Khurana and Ho 1988, Wang, Walden et al. 1997, Mahran,
Hagras et al. 2017). Sendo assim, nanoformulagcbes como as NCEUD séao
estratégias promissoras para otimizar a eficacia e biodisponibilidade da
curcumina.

Desta forma, os efeitos toxicoldégicos das NCCM, bem como seus efeitos
protetores sobre a lesédo inflamatoria induzida por lipopolissacarideo (LPS) em
C. elegans, foram avaliados (Manuscrito I). Os resultados mostram que NCCM
nao apresentam toxicidade para os vermes. Isso est4 de acordo com muitos
estudos que ja mostraram a seguranca da curcumina, mesmo em altas
concentracdes ou doses, dependendo da espécie avaliada (Soleimani, Sahebkar
et al. 2018).

A significativa atividade anti-inflamatéria da curcumina tem atraido o

interesse de muitos pesquisadores, sendo considerada um dos compostos



98

naturais com maior potencial no tratamento de doencas. Neste trabalho
induzimos uma inflamacdo em C. elegans com o lipopolissacarideo (LPS)
(Manuscrito 1), uma endotoxina presente na membrana externa de bactérias
Gram-negativas. Os resultados mostraram que as NCCM protegeram o0s vermes
da lesdo induzida pelo LPS, mantendo os fendtipos comportamentais e
diminuindo a apoptose, conforme observado na cepa transgénica marcando a
caspase CED-3. Cabe ressaltar que a curcumina livre ndo apresentou estes
efeitos.

Em suma, com base nos resultados, observamos que as NCCM possuem
baixa toxicidade em C. elegans e promoveram efeitos anti-inflamatérios em um
modelo de infeccdo com LPS no nematdédeo, sendo mais eficazes do que a
curcumina livre. Esses achados sugerem que a NCCM podera ser um adjuvante
promissor no tratamento de doencas inflamatérias como a tempestade de
citocinas na COVID-19.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados nesta tese pode-se confirmar
a importancia da avaliagéo da seguranca das nanoformulagdes.

Os diferentes revestimentos e cargas das nanocapsulas tiveram influéncia
significativas na seguranca em C. elegans ap0s a exposi¢cdo aguda e cronica.

A exposicdo cronica a NCP80, NCPEG e NCCS levou a uma diminuigéo
significativa na sobrevivéncia dos nematodides. Esses resultados indicam que
essas formulacfes apresentam algum grau de toxicidade nesse organismo.

Em resposta aos efeitos nocivos causados por espécies reativas, n0Ssos
resultados mostram que ndo houve alteracdo na expressdo da enzima
antioxidante SOD-3 nos nematoides tratados com todas as NCs testadas,
sugerindo que ndo causaram aumento de espécies reativas.

Notavelmente a NCEUD demonstrou ser a NC mais segura em todos 0s
parametros toxicologicos testados, sendo a formulacdo de escolha para
encapsular a curcumina, um bioativo com numerosos beneficios terapéuticos,
porém com baixa solubilidade, biodisponibilidade e instabilidade.

A estratégia de otimizar a eficacia de agentes terapéuticos como a
curcumina, utilizando sistemas nanoparticulados, foi muito promissor. As
nanocapsulas carregadas com curcumina demonstraram ser seguras e
protegeram C. elegans da lesao induzida pelo lipopolissacarideo (LPS) de forma

mais eficiente que a curcumina livre.
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9 PERSPECTIVAS

Avaliar os efeitos das NCCM em C. elegans, ap6és inducao por LPS, na
via de sinalizacdo p38-MAPK, através da expressao transcricional dos

genes pmk-1 e sek-1;

Avaliar os efeitos das NCCM em C. elegans, apoés inducao por LPS, na

via de sinalizacdo TLR;

Avaliar os efeitos das NCCM nos niveis de citocinas pré-inflamatorias,
TNF-y, IL-6 e IL-1, em C. elegans, ap0s inducédo por LPS, através de

imunoensaios enzimaticos;

Avaliar os efeitos das NCCM nos niveis de estresse oxidativo, através do

antioxidante SOD-3, em C. elegans, apos inducéo por LPS;
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