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RESUMO

As nanocépsulas sdo sistemas vesiculares em que a substancia é confinada em uma cavidade
preenchida com dleo ou emulsdo e rodeada por uma membrana polimérica Unica. A influéncia da
modificacdo da solubilidade, tamanho, composicdo quimica e caracteristica superficial de nanocépsulas
sobre a sua biocompatibilidade e biodistribuicdo no organismo ja é bem conhecida. No entanto, o efeito
dessas propriedades sobre o sistema imunolédgico ainda foi pouco explorado. Diante disso, este estudo
objetivou avaliar o efeito de nanocépsulas com diferentes caracteristicas superficiais (nanocapsulas
poliméricas derivadas do acido latico - PLA, nanocépsulas de PLA revestida com polietilenoglicol - PLA-
PEG e nanocépsulas de PLA revestida com quitosana - PLA-QUI) sobre a resposta imune de células J774.Al
e sobre a infeccdo por Leishmania infantum. Os resultados obtidos demonstraram que essas nanocapsulas
apresentam atividade moduladora sobre a producdo de NO, TNF-a e IL-10. Na presenca do soro fresco de
camundongos BALBY/c, essa atividade pdde ser observada em concentraces mais baixas das nanocapsulas.
Além disso, os experimentos de pré-tratamento das células J774.A1 com as nanocapsulas mostraram que
essas apresentaram a capacidade de promover alteracdo na resposta imune das células J774.Al frente a um
determinado estimulo. A analise por microscopia confocal mostrou que as nanocapsulas de PLA e PLA-PEG
foram internalizadas pelas células J774.A1, tanto na presenca como na auséncia de soro. Essas nanocéapsulas
induziram aumento significativo da producédo de IL-10 com consequente diminui¢do na producdo de TNF-
a e NO. A quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstrou que as nanocépsulas de
PLA foram mais internalizadas pelas células J774.A1 do que as nanocéapsulas de PLA-PEG e PLA-QUI. A
avaliagdo do efeito in vitro das nanocépsulas de PLA, PLA-PEG sobre a resposta imune de células J774.A1
infectadas com Leishmania infantum demonstrou que essas promoveram aumento na producdo de IL-10 o
que favoreceu a infeccdo causada pelo parasito. Considerando esses resultados, observa-se que as
nanocépsulas de PLA e PLA-PEG atuam sobre as células J774.Al de forma a promover a ativagdo de uma
resposta anti-inflamatoria. Ao contrario do que foi observado para as nanocapsulas de PLA e PLA-PEG, as
nanocépsulas de PLA-QUI induziram diminui¢do na producao de IL-10 e aumento na produgdo de TNF-a e
NO, ativando dessa forma uma resposta inflamatdria. No entanto, essas nanocapsulas nao tiveram efeito
sobre a resposta imune de células J774.A1 infectadas com L. infantum. Através de seu efeito
imunomodulador, as nanocapsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI podem ser utilizadas para atuar em
sinergismo com determinadas drogas, podendo assim aumentar a eficiéncia de tratamento para muitas

doencas.

Palavras - chave: Nanocéapsulas, caracteristicas superficiais, células J774, resposta imune e Leishmania

infantum.
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ABSTRACT

Nanocapsules are composed by a polymeric wall and surfactants surrounding an oily core in
which lipophilic substances can be associated. The importance of modification of the solubility,
size, chemical composition and surface characteristics of nanocapsules on their biocompatibility
and biodistribution in the body is well known. Nevertheless, the effect of these properties on the
immune system has been poorly explored. Thus, this study aimed to evaluate the effect of
nanocapsules with different surface characteristics, on the immune response of J774.Al
macrophage cell line and on infection by Leishmania infantum. The results showed that these
nanocapsules modulate the production of NO, TNF-a and IL-10 by J774.Al cells. In the presence
of fresh mice serum, this activity could be observed at lower polymeric concentrations. Analysis by
confocal microscopy showed that PLA and PLA-PEG nanocapsules were internalized by J774.A1
cells in the presence and absence of fresh mice serum. These nanocapsules induced significant
increase of IL-10 with consequent decrease on NO and TNF-a production by the cells. The
quantification by high performance liquid chromatography (HPLC) showed that PLA nanocapsules
were more internalized than PLA-PEG and PLA-CHI nanocapsules. The in vitro evaluation of the
effect of PLA and PLA-PEG nanocapsules on the immune response of J774.Al cells infected with
L. infantum demonstrated that these nanocapsules promoted an increase on IL-10, favoring the
infection by the parasite. Considering these results, it was observed that PLA and PLA-PEG
nanocapsules act on J774.A1 cells in order to promote an anti-inflammatory response. In contrast,
the PLA-CHI nanocapsules increased the production of TNF-a, NO and decreased the production of
IL-10, activating a pro-inflammatory response. However, the PLA-CHI nanocapsules had no effect
on the immune response of J774.Al1 cells infected with L. infantum. Through their
immunomodulatory effect, PLA, PLA-PEG and PLA-CHI nanocapsules can be used to act in

synergy with certain drugs and can thus increase the efficiency of treatment for many diseases.

Keywords: nanocapsules; surface properties; immune response; Leishmania infantum
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais da nanotecnologia

A nanotecnologia é o ramo da ciéncia responsavel pelo desenvolvimento e pesquisa de
estruturas e materiais manipulados em escala nanométrica. Um nandmetro (nm) corresponde a
bilionésima parte do metro (1x10° m) e as estruturas produzidas em escala, que varia em geral de 1
a 200 nm, acabam assumindo novas propriedades fisicas, mecénicas, elétricas, quimicas e
bioldgicas (Melo et al., 2004; Scheu et al., 2006). Um dos principais fatores que faz com que os
nanomateriais sejam significativamente diferentes de outros materiais € o aumento relativo da
superficie de contato. Dessa forma, o fato de inUmeras reaces quimicas poderem ocorrer na
superficie das particulas sugere que uma dada massa de material nanoparticulado serd muito mais
reativa que a mesma massa de material feito com particulas grandes (Pison et al., 2006). Assim, 0
interesse pela nanotecnologia vem crescendo rapidamente, principalmente com relacdo a sua

aplicacdo na vetorizacao de farmacos.

A vetorizagdo de farmacos, baseada na teoria de Paul Ehrlich sobre a capacidade de
minusculas particulas em carrear moléculas ativas aos sitios especificos de acdo, tem sido
considerada uma das principais linhas da pesquisa biofarmacéutica das ultimas décadas, fazendo
parte de uma grande area que rapidamente emergiu no Brasil e no mundo. A utilizacdo de sistemas
coloidais nanoestruturados constitui uma alternativa que visa alterar a biodistribuicdo de farmacos

apos sua administracdo por diferentes vias (Banker et al., 1996).

O sistema de liberacdo vetorizado, além de carrear o farmaco seletivamente até seu sitio de
acdo, previne a degradacdo ou inativacdo do farmaco durante o seu transito e protege o corpo de

reacOes adversas devido a distribuicdo inapropriada do farmaco (Banker et al., 1996).

Dentre os sistemas vetorizados, as nanoparticulas constituidas por polimeros biodegradaveis
tém atraido muita atencdo dos pesquisadores devido as suas potencialidades terapéuticas, a
capacidade de promover uma liberacdo controlada dependente da degradacdo de sua matriz
polimérica e a maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e durante 0 armazenamento (Soppimath et
al, 2001; Schaffazick et al., 2003). Além disso, as nanoparticulas poliméricas apresentam uma
preparacdo rapida, facil e de baixo custo quando comparadas com outros sistemas vetorizados
(Hans et al., 2002).



O termo nanoparticulas aplicado na vetorizacdo de farmacos refere-se a diferentes tipos de
estruturas, sendo uma delas denominada de nanocapsulas. As nanocépsulas sdo sistemas vesiculares
em que a substancia é confinada em uma cavidade preenchida com éleo ou emulsdo e rodeada por

uma membrana polimérica Unica (Quintanar et al., 1998, Soppimath et al., 2001, ) (Figura 1).

Nucleo
Lipidico
{Ligquido)

Envoltério
Polimérico

Figura 1. Desenho esquematico de uma nanocapsula representando o envoltério polimérico envolvendo o

nucleo oleoso. (adaptado de www.library.thinkquest.org/NC.html).

As nanocépsulas sdo tecnicamente atraentes para a administracdo intravenosa de
substancias, pois sdo constituidas por polimeros estaveis e biodegradaveis. Devido a sua cavidade
central oleosa, as nanocapsulas permitem altos rendimentos de encapsulacdo de substancias
lipofilicas (Quintanar et al., 1998). Além disso, as nanocapsulas possibilitam seu direcionamento e
manutencdo em sitios especificos do organismo através da modificacdo de suas caracteristicas
superficiais. Essas modificacbes podem facilitar a entrega e a liberagdo controlada de agentes
terapéuticos nos seus sitios de acdo. Dessa forma, € possivel promover um melhor controle sobre a
farmacocinética, farmacodindmica, toxicidade, imunogenicidade e bioreconhecimento desses
nanossistemas, com o objetivo de melhorar a eficacia dos agentes terapéuticos carreados (Pison et
al., 2006).

A escolha do polimero é um dos fatores mais importantes no preparo das nanocapsulas.
Dentre os polimeros mais utilizados, destacam-se 0s poliésteres aprovados pela agéncia de
vigilancia sanitaria americana (Food and Drug Administration -FDA), tais como derivados do acido
latico (PLA), do acido glicolico (PGA), polietilenoglicol (PEG), derivados da caprolactona (PCL) e,

especialmente, os copolimeros de acido latico e glicdlico (PLGA) (Mosqueira et al, 2001).


http://www.library.thinkquest.org/nanocapsules.html

Os polimeros sdo macromoléeculas formadas pela repeticdo de pequenas e simples unidades
quimicas (mondmeros) ligadas umas as outras para formar estruturas lineares, ramificadas e/ou
ligagbes cruzadas. No preparo das nanocdpsulas sdo utilizados, geralmente, polimeros
biocompativeis e biodegradaveis, os quais sdo degradados in vivo em metabdlitos naturais do

organismo ou em fragmentos menores facilmente excretados (Angelova et al., 1999).

Diversos estudos foram realizados ao final da década de 60 para avaliar a utilizacdo do
polimero derivado do acido latico (PLA). Os resultados demonstraram que esse polimero apresenta
boa propriedade mecanica, baixa alergenicidade, excelente biocompatibilidade e uma cinética
previsivel de biodegradacdo, despertando assim a atencdo de varios pesquisadores quanto a sua
possivel aplicacdo em tecnologia farmacéutica. A biodegradacao desse polimero ocorre por erosao,
através da clivagem de sua cadeia polimérica por hidrélise com consequente liberacdo do acido
latico. Por ser um metabdlito natural do organismo, esse acido é rapidamente eliminado pelo ciclo

de Krebs na forma de gas carb6nico e 4gua (Athanasiou et al., 1996).

Apdbs administracdo parenteral, as nanocapsulas de PLA sdo rapidamente removidas da
circulagcdo sanguinea pelas células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) e por isso sdo
classificadas de convencionais (Mosqueira et al., 2000).

Sabe-se que as NC podem ser internalizadas pelas células por um processo denominado de
endocitose, sendo este dividido em pinocitose e fagocitose. A via de internalizacdo dessas
nanocapsulas ira depender de suas caracteristicas como tamanho, forma e carga superficial (Sahay
et al., 2010). No entanto, o mecanismo exato pelo qual essas caracteristicas interferem na

internalizacdo das nanocapsulas ainda ndo é bem compreendido (Dobrovolskaia et al., 2007).

A pinocitose € um processo pelo qual as células captam fluidos ou pequenas particulas
através de mindsculos canais que se formam em sua membrana plasmatica. A fagocitose é
dependente da opsonizacdo das nanocapsulas que ocorre através de adsorcdo de proteinas como
imunoglobulinas, componentes do complemento e outras proteinas plasmaticas (Aderem et al.,
1999, Sahay, et al., 2010). Este processo induz uma rapida eliminacdo das nanocapsulas da
circulacdo sanguinea, uma vez que facilita o reconhecimento e a captacdo dessas nanocapsulas pelas
células SFM, tais como as celulas de Kupffer do figado e macrofagos do bago (Gref et al., 1994). A
remocdo realizada por essas células ¢ a maior limitacdo para a vetorizacdo de farmacos a outros

sitios no corpo humano, apesar deste fendmeno ter sido vantajosamente empregado no tratamento



de infec¢bes intracelulares no figado e bago tal como ocorre na leishmaniose (Mosqueira et al,
2001).

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos para modificar a superficie das nanocépsulas
visando diminuir, retardar ou até mesmo eliminar a adsor¢do de proteinas plasmaticas e,
consequentemente, prolongar o tempo de circulacdo das nanocapsulas no organismo (Soppimath et
al., 2001; Mosqueira et al., 2001). Atualmente, ndo existem métodos capazes de bloquear
completamente a opsonizacdo das nanocéapsulas, porém ja foram desenvolvidos alguns métodos
capazes de diminuir esse processo. Dentre os métodos utilizados para promover a “invisibilidade”
das nanocapsulas diante do sistema imune, destacam-se o revestimento da superficie das
nanocapsulas com polimeros hidrofilicos/surfactantes e desenvolvimento de copolimeros
biodegradaveis com segmentos hidrofilicos para reduzir as interacdes eletrostaticas e hidrofdbicas,
pelas quais as opsoninas se ligam a superficie das particulas. Dessa forma, para reduzir a
opsonizacdo e consequentemente aumentar a vida util das nanocapsulas, € necessario que essas
sejam preferencialmente recobertas com moléculas altamente hidrofilicas, de carga neutra ou
proxima da neutralidade e pouco rigidas. Alguns dos materiais largamente utilizados no
revestimento das superficies sdo polietilenoglicol (PEG), poloxaminas, polissorbatos, lauriléters
(Soppimath et al., 2001).

Os copolimeros PEG sdo moléculas flexiveis, ndo idnicas, hidrofilicas e neutras, podendo
ser adsorvidas fisicamente ou ligadas covalentemente na superficie das particulas, apresentando,
portanto, excelente biocompatibilidade (Mosqueira et al., 2001). O PEG é o polimero mais utilizado
para modificar a superficie das nanocapsulas (Peracchia et al., 1999; Li et al., 2001; Mosqueira et
al., 2001).

Os polissacarideos também sdo capazes de modificar a superficie dos sistemas micro e
nanoparticulados modulando a acdo do sistema complemento e mediando o reconhecimento por
receptores especificos nas celulas. Um grande nimero de polissacarideos vem sendo estudado com
potencial aplicacdo em sistemas carreadores de fArmacos, como a quitosana, pectina, ciclodextrina e
dextranas (Ohya et al., 2000)

A quitosana, a(1-4)-2-amino-2-deoxi B-D-glucana, é uma forma desacetilada da quitina, um
polissacarideo abundante presente nas conchas dos crustaceos, em insetos, moluscos e na parede

celular de fungos. Quimicamente, a quitosana é um biopolimero de alto peso molecular, sendo uma



poliamina que apresenta propriedades que se relacionam com a presenca de grupos amino livres em
sua estrutura (Roberts, 1992; Goosen, 1996).

Em contraste com a maioria dos polimeros naturais, a quitosana apresenta carga positiva e
propriedade mucoadesiva (Berscht et al., 1994). Esse polissacarideo também é bastante conhecido
por apresentar varias atividades bioldgicas, incluindo atividade antitumoral, antifingica e
antimicrobiana (Qin et al., 2002; Zheng et al., 2003).

A quitosana tem ampla margem de seguranca para administracdo oral e topica, abrindo
caminho as pesquisas para formulagGes de nanoparticulas carregadas positivamente com boa
estabilidade fisico-quimica (Jumaa et al., 1999). Explorando tais propriedades, sistemas carreadores
de drogas, em que drogas hidrofébicas sdo encapsuladas dentro de nanoparticulas a base de
quitosana tém sido amplamente estudados nos Gltimos anos, apresentando resultados promissores
(Hamidi et al., 2008). No entanto, existem poucos estudos a respeito da biodistribuicdo da quitosana
atraves da sua administracdo intravenosa. Qi et al., (2004) demonstraram que nanoparticulas de
quitosana, por apresentarem carga positiva, possuem grande afinidade pelas cargas negativas dos
componentes da membrana celular e dessa forma podem promover toxicidade sobre as células.

Os revestimentos de polissacarideos ndo apresentam a mesma eficiéncia de estabilizacdo
estérica fornecida pelo PEG, nem a mesma mobilidade das cadeias hidrofilicas. Além disso, 0s
polissacarideos podem desencadear reacdes imunoldgicas mais facilmente por se ligarem a
receptores especificos em certas células ou tecidos (Lemarchand et al., 2004). Prego et al., (2010)
demonstraram que nanoparticulas de quitosana foram capazes de ativar uma resposta imune através
do aumento da producéo de anticorpos IgG.

A caracterizacdo fisico-quimica das nanocapsulas é de extrema importancia uma vez que
permite avaliar a estabilidade das preparacOes e determinar seu perfil de distribuicdo, bem como sua
interacdo com células do SFM ap6s administracdo intravenosa (Legrand et al., 1999, Barratt 2000).
Através da caracterizacdo fisico-quimica das nanocapsulas é possivel determinar sua morfologia,
distribuicdo de tamanho, potencial zeta (z), pH, concentracdo do farmaco associado as
nanoparticulas e cinética de liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas (Legrand et al., 1999,
Schaffazick et al, 2003). O estudo da influéncia dessas caracteristicas sobre a biocompatibilidade
das nanocapsulas e sobre suas aplicagdes biologicas ja é bem conhecido (McNeil 2005,
Dobrovolskaia et al., 2007). No entanto, o efeito dessas propriedades sobre o sistema imunoldgico

ainda foi pouco explorado. Assim como muitos compostos, acredita-se que as nanocapsulas podem



ser reconhecidas como uma substancia estranha pelas células do sistema imune e consequentemente

podem ativar uma resposta imunolégica (Hussain et al., 2012, Dobrovolskaia & McNeil, 2007).

1.2. Inflamacéo e imunomodulacéo

Inflamacg&o é um processo de multiplos passos mediado por células imunes ativadas e pode
se iniciar por diversos estimulos como lesdo tecidual, infeccdo microbiana, irritacdo quimica ou por
toxinas (Lin et al., 2008).

Os macréfagos desempenham um papel central na iniciacdo e na propagacdo do processo
inflamatério (Chen et al., 2007). Amplamente distribuidos pelo corpo, os macréfagos sédo
responsaveis por numerosos processos homeostaticos, imunolégicos, inflamatdrios e constituem
uma defesa imediata contra elementos estranhos ao organismo. Algumas localizagdes particulares
destas células incluem érgdos como baco, figado (células de Kupffer), pulmdes e 6rgaos linfoides
(Adams, 1979; Halliwell & Gutteridge, 1999).

Quando ativados, os macréfagos apresentam a capacidade de secretar moléculas
sinalizadoras chamadas de citocinas, as quais dirigem a resposta imune. A capacidade dos
macrofagos em produzir citocinas depende do grau de maturacdo, ativacdo e localizacdo destas
células (Cavaillon, 1994). As citocinas, proteinas de baixa massa molecular, sdo importantes porque
permitem a comunicacao entre células do sistema imune via receptores especificos presentes nas

superficies celulares (Chen et al., 2007).

Os macrofagos respondem a uma variedade de estimulos enddgenos e exdgenos, sendo, em
particular, o lipopolissacarideo (LPS), um produto das bactérias gram-negativas, capaz de
influenciar muitos aspectos da fisiologia destas células, aumentando o consumo de glicose e
oxigénio, promovendo a morte de microrganismos e de células tumorais. Baixas concentracGes de
LPS sdo suficientes para sinalizar a sintese de varias citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IFN-
v, IL-1, além de promover o aumento na expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS), na secrecdo de NO e na producéo do anion superdxido e peroxido de hidrogénio (Burk et
al., 2009).

O processo inflamatoério é seguido por uma resposta anti-inflamatéria que previne o dano
excessivo ao hospedeiro. As citocinas TNF-a e interleucina-10 (IL-10) desempenham papel chave

nesse processo, normalmente apresentando efeitos opostos. Além disso, a producdo excessiva de



TNF-a induz a liberagdo de 1L-10, que por sua vez regula a producdo de TNF-a (Fiorentino et al.,
1991, Katsikis et al., 1994).

A 1L-10 representa uma das mais importantes citocinas imunorregulatérias (Mosmann &
Coffman, 1989). Inicialmente, a IL-10 era denominada de fator de inibicdo da sintese de citocinas.
(Howard et al., 1992). Como outras citocinas, a IL-10 apresenta multiplos efeitos biolégicos sobre
diferentes tipos de células. Seu efeito anti-inflamatdrio é devido, pelo menos em parte, a sua potente
acdo bioldgica sobre células como os macrofagos, células T, células B e uma variedade de outros
tipos de células incluindo mastdcitos, queratinécitos e algumas linhagens de células tumorais (Conti
et al., 2003). Uma de suas principais funcGes é suprimir a producéo, por macréfagos, de citocinas e
moléculas de superficie celular, através da inibicdo da atividade do fator transcripcional NF-xB (De
Wall Malefyt et al., 1991; Mclnnes et al., 2001).

O fator de necrose tumoral (TNF) foi descoberto por Carswell et al., (1975) no soro de
camundongos infectados com o Bacillus Camette-Guerin (BCG). Estes autores identificaram o TNF
como uma proteina do soro derivada de macréfagos estimulados por endotoxina, e capaz de causar

lise de células tumorais in vivo (Souba, 1994).

O TNF é produzido primariamente por macrofagos (Mannel et al., 1980), porém outros tipos
celulares como linfdcitos e células natural killer tém sido identificados como capazes de produzir
esta citocina (Souba, 1994). Alguns virus, tripanossomos, plasmaédios e alguns organismos gram-
positivos também podem estimular a producdo de TNF, que também € detectada em outros estados
fisiopatoldgicos, como lesbes teciduais e processos malignos (Stovroff et al., 1989; Souba, 1994). O
TNF-o € considerado uma citocina pro-inflamatéria que atua no recrutamento de leucécitos e na
estimulacdo de fagocitos mononucleares para producdo de 6xido nitrico e intermediarios reativos de
oxigénio (Wilhelm et al., 2001).

O oxido nitrico, um gas radical livre, é produzido por diferentes tipos celulares, tais como
células endoteliais vasculares, neurbnios, células epiteliais do trato respiratério, fibroblastos,
hepatocitos e macrofagos (Stuehr & Marleta, 1985; Billiar et al., 1992; Song et al., 2002). Como
um radical livre, ele reage rapidamente com varios compostos, principalmente espécies contendo
elétrons desemparelhados, como o oxigénio molecular e metais (Mayer & Hemmens, 1997). O
6xido nitrico produzido por macréfagos tem um papel importante em processos patologicos, como a

defesa antimicrobiana, inflamagao e angiogénese (Macmicking et al., 1997).



O o6xido nitrico € labil e altamente reativo; difunde-se através da membrana, e apresenta um
pequeno tempo de meia vida, somente alguns segundos (Van der Veen et al., 2000). Por esta razéo,
este efetor atua somente nas células proximas do seu local de producdo. Em solugdes aquosas, 0 NO
é rapidamente transformado em nitrito (NO") e nitrato (NO3’). Entre as a¢cGes do NO produzido
pelo endotélio vascular estdo o relaxamento da musculatura lisa vascular, reducdo da adesdo e
agregacao plaquetaria. O NO produzido por macréfagos estd envolvido na agéo citotoxica exercida
por estas células contra certos microrganismos e células tumorais (Cotran et al., 1994; Mayer &
Hemmens, 1997). Porém, a producdo descontrolada de NO pode levar a uma resposta macica
toxica, implicada em uma série de doencas inflamatdrias (Cotran et al., 1994; Zhuang & Wogan,
1997).

A ativacdo de células imunes é desejada em varias condi¢cdes, tais como em doencas
infecciosas e em protocolos de vacinacdo. Por outro lado, uma resposta imune excessiva pode
promover lesdes teciduais severas e nesse caso a imunossupressdo € desejada. Dessa forma,
conhecendo o efeito das caracteristicas das nanocapsulas sobre o sistema imune, sera possivel
desenvolver particulas capazes de estimular ou suprimir células imunes. Esta caracteristica
imunomoduladora das nanocapsulas poderé ser utilizada para reforcar a atividade de determinadas
drogas, aumentando assim a eficiéncia de tratamento para diversas doencas. Recentemente,
Banerjee et al., (2011) demonstraram que lipossomas com carga positiva, por si s6, foram capazes
de estimular o sistema imune induzindo o aumento da producdo de NO. Além disso, foi
demonstrado que esses lipossomas apresentaram a capacidade de potencializar o efeito da

paromomicina, promovendo assim, a cura da leishmaniose visceral em camundongos BALBI/c.

1.3. Leishmaniose Visceral

A leishmaniose é uma doenca parasitaria causada por varias especies de protozoarios
unicelulares digenéticos pertencentes a ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania (Ross 1903; Lainson et al., 1979). O parasito é transmitido por hospedeiros
invertebrados capazes de infectar desde o homem até animais silvestres e domeésticos. Os
hospedeiros invertebrados se limitam as espécies de flebotomineos hematdfagos que pertencem ao

género Phlebotomus no Velho Mundo e ao Lutzomyia no Novo Mundo (Desjeux et al., 2004).

Todas as espécies de Leishmania sdo parasitas intracelulares obrigatorios no hospedeiro

vertebrado (Lainson et al., 1992). O parasito pode ser encontrado em mamiferos como raposas,



caes, roedores e humanos. A raposa e 0s roedores estdo envolvidos no ciclo silvestre e rural,

enquanto o cdo se correlaciona, principalmente, com o ciclo urbano do parasito (Ashford, 1996).

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (WHO, 2010), as leishmanioses podem ser
classificadas em quatro formas clinicas: leishmaniose cutanea, cutanea difusa, mucocutanea e
visceral. Os mecanismos pelos quais o parasita induz diferentes formas clinicas da doenca incluem
fatores como a viruléncia do parasita, caracteristicas genéticas do hospedeiro e o tipo de resposta do
hospedeiro dependente da resisténcia inata e da imunidade adquirida (Herwaldt, 1999; Silveira et
al., 2005; Pinheiro et al., 2006).

A leishmaniose visceral é causada principalmente pelas espécies L. donovani, L. infantum e
L. chagasi (Barral et al., 1991). Apesar das diferencas no nome e na origem geografica, os achados
moleculares sugerem que L. infantum e L. chagasi sejam a mesma espécie. O parasita é inoculado
na pele e migra, via circulagdo linfatica e sanguinea, infectando células do sistema fagocitico
mononuclear de diferentes 6rgdos como baco, linfonodos, figado e medula 6ssea (Mauricio et al.,
2000; Lukes et al., 2007).

A leishmaniose visceral, também conhecida como “Kala-azar” ¢ a forma mais grave da
doenca e caracteriza-se por febre alta, perda de peso, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e
anemia. Essa forma clinica possui grande importancia epidemioldgica devido a sua elevada taxa de
mortalidade que ocorre principalmente em pacientes nao tratados (Desjeux et al., 2004, Murray et
al., 2005).

Estima-se que 350 milhdes de pessoas, em 88 paises no mundo, estejam em risco de contrair
leishmaniose. Atualmente, sdo relatados cerca de 2 milhdes de novos casos por ano sendo meio
milhdo da forma visceral (WHO 2010). Aproximadamente 90% dos casos de leishmaniose visceral

ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Sudio, Etiopia e Nepal (Chappuis et al., 2007).

Na década de 90, a maioria dos casos notificados de leishmaniose visceral no Brasil ocorreu
na Regido Nordeste. No entanto, essa situacdo vem se modificando a medida que a doenca se
expande para as outras regides, atingindo areas urbanas e periurbanas. Atualmente, a leishmaniose
visceral possui aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciados, apresentando ampla

distribuicéo nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (Marzochi et al., 2009).

De acordo com o Ministério da Saude, 26.528 novos casos de leishmaniose visceral sdo

registrados por ano (Ministério da Saude 2006). A letalidade da doenga subiu de 3,2% para 5,6%
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entre 2000 e 2008 e a maior morbidade ficou na faixa etaria a partir dos 50 anos, embora a doenca

seja mais comum entre criancas de até 10 anos (Maia-Elkhoury et al., 2008).

As opcOes de tratamento para a leishmaniose visceral consistem essencialmente de
medicamentos cuja administracdo é por via parenteral, necessitando muitas vezes de hospitalizacéo.
Além disso, séo inimeros os relatos de efeitos colaterais, toxicidade e resisténcia relacionados a
esses medicamentos (WHO, 2010). Na perspectiva de contornar essas limitagdes, muitos estudos
vém sendo desenvolvidos para a utilizagdo de nanoparticulas para a vetorizagdo desses
medicamentos. (Durand et al., 1997, Heurtault et al., 2001, Manandhar et al., 2008).

Embora ainda ndo tenham revolucionado inteiramente 0 nosso quotidiano, as nanoparticulas
sdo 0s componentes chave no mercado futuro da alta tecnologia. O desenvolvimento de
nanoparticulas a serem empregadas como alternativas na terapia da leishmaniose tem sido alvo de
muitos estudos (Dey et al.,2000, Banerjee et al., 2008a,b). Além disso, o entendimento mais
aprofundado do efeito dessas nanoparticulas sobre a resposta imune podera ampliar e melhorar

muito suas areas de aplicacéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de nanocapsulas com diferentes caracteristicas superficiais (nanocépsulas
polimérica derivada do &cido latico - PLA, nanocépsulas de PLA revestida com polietilenoglicol -
PLA-PEG e nanocéapsulas de PLA revestida com quitosana - PLA-QUI) sobre a resposta imune de

células J774.Al e sobre a infec¢do causada por L. infantum.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito das nanocapsulas, na presenca ou auséncia de soro fresco de camundongos
BALB/c, sobre a viabilidade de celulas J774.Al através do ensaio de MTT;

e Avaliar o efeito das nanocapsulas, na presenca ou ndo de soro fresco de camundongos
BALB/c, sobre a producdo de NO e citocinas (TNF-a, IL-10) por células J774.A1
estimuladas ou ndo com LPS e IFN-y.

e Analisar por microscopia confocal a internalizacdo das nanocapsulas marcadas com
ftalocianina de cloro e aluminio, na presenca ou ndo de soro fresco de camundongos
BALBI/c, pelas células J774.Al estimuladas com LPS e IFN-y.

e Quantificar a interacdo das nanocapsulas marcadas com ftalocianina de cloro e aluminio, na
presenca ou ndo de soro fresco de camundongos BALB/c, com células J774.A1 estimuladas
com LPS e IFN-y.

e Avaliar o efeito do pré-tratamento com as nanocapsulas, na presenca ou ndo de soro fresco
de camundongos BALBI/c, sobre a producdo de NO e citocinas (TNF-a, IL-10) por células
J774.Al estimuladas ou ndo com LPS e IFN-y.

e Avaliar o efeito das nanocéapsulas, na presenca ou ndo de soro fresco de camundongos
BALB/c, sobre a carga parasitaria de células J774.Al infectadas com L. infantum e
estimuladas ou ndo com LPS e IFN-y.

e Avaliar o efeito das nanocapsulas, na presenca ou ndo de soro fresco de camundongos
BALB/c, sobre a producdo de NO e de citocinas (TNF-a, IL- 10) por celulas J774.Al

infectadas com L. infantum e estimuladas ou ndo com LPS e IFN-y.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultura de células

Macrofagos murinos J774-Al (catalog n°. TIB-67) foram mantidos em frascos plasticos de
cultura (TPP, Suica) em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Brasil) suplementado com 100 U/mL de
penicilina G (Sigma-Aldrich, Brasil), 100 pg/mL sulfato de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina
(GIBCO BRL), 1mM de piruvato de sédio (Sigma-Aldrich, Brasil), 1% aminoécidos ndo essenciais
(Sigma-Aldrich, Brasil) e 10% de soro fetal bovino inativado (SFB; LGC Biotecnologia, Brasil) -
(RPMI 10% de SFB). As células foram mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,. Para 0s
experimentos, as células foram retiradas dos frascos utilizando cell scraper e a sua contagem foi

realizada em cdmara de Neubauer apds diluicdo em azul de tripan.

3.2. Animais

Neste trabalho, foram utilizados 40 camundongos (machos e fémeas) da linhagem BALB/c
para obtencdo do soro fresco. Os animais foram obtidos do Centro de Ciéncia Animal da UFOP

onde receberam racdo e agua ad libidum.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (protocolo
ndmero 2011/80) da Universidade Federal de Ouro Preto.

3.3. Preparo das Nanocapsulas

As nanocapsulas foram preparadas através do processo de deposicdo interfacial de um
polimero pré-formado, descrito por Fessi et al., (1989). Essa técnica consiste na mistura de uma
fase organica (contendo um solvente organico, 6leo, surfactante lipofilico e polimeros insollveis)

miscivel em uma fase aquosa contendo surfactante hidrofilico (Figura 2).

Na fase organica, 12 mg do polimero PLA - poli-(D,L-4cido lactico 42000 Da)- foram
adicionados em uma solucéo contendo 15 mg de lecitina (Epikuron 170®, Lucas Meyer, Franca), 50
pL de dleo trigliceride caprico/caprilico (Velsan), 4 mL de acetona e 4 mL de etanol. Na fase
aquosa, 15 mg de poloxamer 188 (Synperonic) foram adicionados em 16 mL de agua Milli-Q. Essas
solucBes foram mantidas sob agitacdo magnética até completa dissolucdo dos componentes. Em
seguida, a fase orgénica foi vertida na fase aquosa e a mistura resultante foi mantida sob agitacdo
magnética por 10 minutos para permitir a formacdo das nanocépsulas. Durante esse tempo, 0
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polimero sofre precipitacdo na interface pela reducdo da sua solubilidade na mistura de solventes,
sendo que a difusdo muatua dos solventes fornece uma energia favoravel para a formacao de
goticulas de 6leo que servem como nicleo para a precipitacio do polimero. E possivel observar o
surgimento de uma suspensdo leitosa, opalescente devido a formacdo das nanocépsulas. Em
seguida, o excesso de solvente foi removido sob pressdo reduzida em rotavapor (Heidolph

Instruments, Alemanha) a temperatura de 40°C até o volume final de 2 mL.

As nanocapsulas de PLA-PEG foram preparadas pelo método descrito por Mosqueira et al.,
(2001), o qual é semelhante ao método descrito anteriormente, entretanto, utiliza-se 15 mg do
copolimero PLA-PEG (66.000 KDa copolimerizado com PEG 5 KDa, Alkermes EUA) na fase

organica.

No preparo das nanocédpsulas de quitosana (PLA-QUI), primeiramente preparou-se uma
solucdo de quitosana (baixo peso molecular) 1 mg/mL de acido acético 0,05 molar. Para o preparo
da fase organica, adicionou-se 5 mg de PLA em uma solucdo contendo 50 pL de 6leo (Velsan,
trigliceride céprico/caprilico) e 7 mL de acetona. Em seguida, essa solucdo foi vertida em uma
solucdo aquosa contendo 5 mL da solucgdo de quitosana em &cido acético, 15 mg de poloxamer 188
(Synperonic) e 11 mL de agua Milli-Q. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo magnética por
10 minutos e o excesso de solvente foi removido sob pressdo reduzida em rotavapor até o volume
final de 1 mL. Apds evaporacdo do solvente, foi realizada a dialise da suspensdo para remoc¢do do

acido acético.

O desenvolvimento e os ensaios de caracterizacdo fisico-quimica das nanocépsulas (PLA,
PLA-PEG e PLA-QUI) utilizadas neste projeto foram realizados previamente por Oliveira et al.,
2011.

Para confirmar a eficiéncia no preparo das nanocéapsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI
descrito por Oliveira et al., 2011, determinou-se o tamanho médio das nanocapsulas e o indice de
polidispersdo das suspensdes de nanocapsulas por espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS). O
equipamento utilizado foi o Nanosizer N5 PLUS Beckmann Coulter (Fullerton, EUA) do
Laboratdrio de Desenvolvimento Galénico e Nanobiotecnologia — CIPHARMA. As medidas foram
realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrdo. O
indice de polidisperséo reflete a homogeneidade no tamanho das particulas. Segundo instrucdes do

equipamento, amostras com indice de polidispersdo inferior a 0,3 podem ser consideradas
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monodispersas (Beckmann Coulter). Além disso, todas as suspensdes de nanocapsulas foram

filtradas para realizacdo dos ensaios utilizando unidade filtrante estéril de 0,8 um (Millex).

fase L
orginica:
solvente +
polimero +
dleo + fo 5o das .
YHacio evaporacio
nanocapsulas do solvente

Figura 2. Etapas de preparagdo de nanocapsulas. 1) A solucdo orgénica é vertida na solugdo aquosa; 2) A

suspensdo obtida é mantida em agitacdo magnética por 10 minutos; 3) O excesso de solvente é evaporado.

3.4. Determinacéo da viabilidade celular

Para avaliar o efeito das nanocépsulas de PLA, PLA-PEG, PLA-QUI sobre a viabilidade de
células J774-Al, utilizou-se a técnica de MTT (Mosmann et al., 1983, Sieuwerts et al. 1995). O
ensaio baseia-se na capacidade que as células viaveis tém de clivar o anel tetrazolio presente no sal
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT), de coloracdo amarela, pela acéo
de enzimas desidrogenases presentes na mitocondria, formando cristais de formazan, insolUveis de

coloracdo azul.

A suspensdo celular na concentracdo de 1 x 10° células/mL foi adicionada em microplacas
de 96 pocos (TPP, Suica). As placas foram entdo mantidas por 2 horas em estufa umidificada a
37°C, 5% de CO, para adesdo das células ao poco. Apds este periodo todos os pocos foram lavados
com 200 pL de PBS estéril para retirar as celulas que ndo aderiram e em seguida foram adicionados
50 uL de meio RPMI 10% de SFB em todos os pocos. A seguir, foram adicionados aos pogos 50 pL
de meio RPMI 10% SFB contendo concentracGes crescentes das nanocépsulas (PLA, PLA-PEG,
PLA-QUI), na presenca ou na auséncia de soro fresco de camundongos BALB/c (fonte de
complemento e anticorpo). As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO..
Como controle, as células foram incubadas na presenca de meio de cultura, correspondendo a 100%

de viabilidade.
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Para eliminar a interferéncia ocasionada pela presenca das nanocapsulas na determinacao da
viabilidade por MTT, ap6s 24 h de incubacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado com
auxilio de pipeta automatica. Todos os pogos foram entdo lavados duas vezes com 200 uL de PBS
estéril para remocao das nanocépsulas do meio. Em seguida, foram adicionados a cada pogo 100 uL
de meio de cultura e 20 pL da solucdo de MTT (SIGMA) a 2,5 mg/mL em PBS. A placa foi
incubada por mais 4 h em estufa a 37°C e 5% de CO,. Os cristais azuis de formazan, resultado da
reducdo do MTT pelas células vidveis, foram dissolvidos pela adi¢do de 100 uL de SDS a 10% em
HCI 10 mM, seguido por um periodo de incubacdo de 16 h, nas mesmas condi¢cdes anteriores,
permitindo assim a completa solubilizacdo dos cristais. A leitura da absorbancia foi feita em leitor

de microplaca (Molecular Devices) utilizando comprimento de onda 570 nm.

Adigdo a placa de 96 pogos

-

> ) 7
Cultivo r ,/,/,,"1 /,’[, '
celular o . ,’ \ Incubagdo
- = por 24h
s Incubagéo ﬂ/’ //,,, ’1
4

Suspensio por 2h

celular

Pﬁu/ﬂ

Lavagem Adigéo de
pararetirar meioe MTT
asNC

Adig3o de
SDS 10%

Incubagdo
por 4h

Leitura da absorbancia
a570nm

Incubago
por 16h

Figura 3. Esquema resumido do ensaio de viabilidade celular

3.5. Efeito das nanocépsulas sobre a producéo de 6xido nitrico

A produgdo de NO pelas células J774.A1 foi determinada pelo acumulo de nitrito no

sobrenadante celular utilizando o método de Griess (Green et al., 1982), descrito a seguir.
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A suspensdo celular na concentracéo de 1 x 10° células/mL foi adicionada em microplacas
de 48 pocos (TPP, Suica). As placas foram entdo mantidas por 2 horas em estufa umidificada a
37°C, 5% de CO, para adesdo das células ao poco. Apds este periodo todos 0s pogos foram lavados
com 200 pL de PBS estéril para retirar as celulas que ndo aderiram e em seguida foram adicionados
200 pL de meio RPMI 10% de SFB em todos 0s pocos. A seguir, adicionou-se aos pocos 200 pL de
RPMI 10% de SFB contendo concentracdes crescentes das nanocapsulas (PLA, PLA-PEG, PLA-
QUI), na presenca ou na auséncia de soro fresco de camundongos BALB/c e de estimulo (25 ng/mL
de LPS e 25 U/mL de IFN-y). As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C e 5% de
CO..

Para eliminar a interferéncia ocasionada pela presenca das nanocapsulas na dosagem de NO,
apos 24 h de incubacdo o sobrenadante celular foi adicionado a um eppendorf contendo filtro de
100 nm e em seguida foi centrifugado a 620 x g por 15 minutos. Ap6s centrifugacdo, 50 puL do
filtrado foi coletado e misturado a 100 pL de reagente de Griess (mistura 1:1 de sulfanilamida 1%
em &cido fosforico 2,5% e di-idrocloreto de N-[1-naftil]-etilenodiamino 0,1% em &cido fosforico a

2,5%). A placa foi incubada ao abrigo da luz por 10 minutos a temperatura ambiente.

A leitura da absorbéancia foi feita em leitor de microplaca (Molecular Devices) utilizando
comprimento de onda 570 nm. A concentracdo de nitrito foi calculada por regresséo linear,
utilizando a curva padrdo obtida a partir de uma solucao de nitrito de sédio ImM em RPMI 10% de

SFB. Na obtencdo da curva padrao, r* foi superior a 0,98.

O restante do sobrenadante filtrado foi armazenado a -20°C para posterior quantificacdo das
citocinas TNF-a e IL-10.

3.6. Determinagéo da producéo de TNF-a e IL-10

As citocinas TNF-a e IL-10 foram quantificadas no sobrenadante celular previamente
congelado (item 3.7) através do teste imunoenzimatico de ELISA de captura (PeproTech), de

acordo com as instrugGes do fabricante, descritas a seguir.

Em uma microplaca de 96 pocos de poliestireno (TPP, Suica), adicionou-se a cada po¢o 100
uL de anticorpos de captura monoclonal anti TNF-a ou anti IL-10 em tampéo fosfato-salino (PBS).
As placas foram entdo incubadas por 16 horas a temperatura ambiente para adequada adsor¢do dos
anticorpos. Apoés esse tempo de incubacéo, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS contendo

0,05% de Tween-20 (solucdo de lavagem). Em seguida, adicionou-se em cada pogo 200 pL da
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solucéo de blogqueio (PBS contendo 1% de soro fetal bovino) e a placa foi incubada a temperatura
ambiente, por 1 h. Apds esse periodo, as placas foram lavadas 4 vezes com a solucdo de lavagem.
Adicionou-se a cada pogo 100 puL do sobrenadante da cultura celular de macrofagos anteriormente
coletado (item 3.5). Aos pogos padrdo adicionou-se 100 pL. do padrao de citocinas (TNF-a ou IL-
10) em diferentes concentracdes. As placas foram entdo incubadas por 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, as placas foram lavadas 4 vezes com a solucdo de lavagem e em seguida foram
adicionados 100 pL/pogo do anticorpo de detecgdo - anticorpo anticitocina (TNF-a ou IL-10) de
camundongo marcado com biotina - em PBS contendo 0,05% de Tween-20 e 0,1% de soro fetal
bovino (solucdo diluente). As placas foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente e lavadas 4
vezes com a solucao de lavagem. Adicionou-se 100 ul/pogo do conjugado avidina-peroxidase em
PBS contendo 0,05% de Tween-20 e 0,1% de solucédo diluente e as placas foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas 8 vezes com solucdo de
lavagem, adicionando-se em seguida 100 pL/pogo do substrato (10 mM de tampdo citrato-fosfato,
contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina e 1,2 mM de H,0,). A reacdo foi interrompida com a

adi¢do de 50 pL de solugdo de SDS 1% a cada pogo.

A absorbancia foi lida a 405 nm em leitor de microplaca e a concentragdo das citocinas foi
calculada por regressdo linear, utilizando a curva padrdo estabelecida com concentracdes

conhecidas de cada padrdo (TNF-a e 1L-10). Na obtencéo da curva padrdo, o r foi superior a 0,98.
3.7. Avaliacdo da internalizacdo das nanocépsulas pelas células J774.Al

3.7.1. Anélise por microscopia confocal

A suspensdo celular na concentracdo de 1 x 10° células/mL foi adicionada aos pogos de
microplacas de 24 pocos (TPP, Suica) contendo em cada poco 1 laminula de vidro de 13 mm. As
placas foram mantidas por 2 horas em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO, para adesdo das
células as laminulas. Apods este periodo todos os pogos foram lavados com 500 pL de PBS estéril
para retirar as c€lulas que nao aderiram e em seguida foram adicionados 500 pL de meio RPMI
10% de SFB em todos os pogos. As células foram estimuladas (25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de
IFN-y) e tratadas, na presenga ou na auséncia de soro fresco de camundongos BALB/c, com as
diferentes nanocapsulas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) contendo ftalocianina de cloro e aluminio
(AICIPC) encapsulada. As placas foram entéo incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C e 5% de

CO,. Apds incubagdo, os pogos foram lavados duas vezes com 500 puL de PBS para remover as
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nanocapsulas que ndo foram internalizadas. Em seguida as células foram fixadas em solucdo de
formalina 3,7% por 25 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, 0s pocos foram lavados
com PBS. Posteriormente, as células foram permeabilizadas com solucéo de Triton X-100 por 15
minutos a temperatura ambiente. Para marcacdo do nucleo celular, adicionou-se diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride (DAPI — Sigma, EUA) por 20 minutos. A laminulas foram montadas
utilizando-se uma solucéo de glicerol e Tris-base, na propor¢édo de 90:10 (v/v) e pH 9,0. As células

foram analisadas no microscopio confocal Zeiss 510.

3.7.2. Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo da internalizacdo celular das nanocépsulas polimeéricas contendo o marcador
fluorescente AICIPC foi realizada por CLAE utilizando o cromatdgrafo Waters Aliance 2695
acoplado ao detector de fluorescéncia Waters 2475 nas condi¢Bes cromatograficas descritas e
validadas por nosso grupo de pesquisa (Oliveira et. al. 2011). Empregou-se para separagdo uma
coluna de marca Phenomenex®, modelo Gemini-NX 5u C18, de 150 mm de comprimento e 4,60
mm de didmetro interno, contendo particulas de 5 pum e pré-coluna de marca Phenomenex®,
modelo AJ0-4287 C18, de 0,5 cm de comprimento 4,6 mm de didmetro interno, contendo particulas
de 5 um.. A fase modvel foi constituida por mistura de metanol, dimetilformamida (DMF) e acetona,
na proporcao de 80:5:15 (v/v/v). Filtrou-se a solu¢cdo em membrana de acetato de celulose, com 47
mm de didmetro e poro de 0,22 um. Para degaseificar, levou-se a solugdo ao banho ultrassénico por
trinta minutos. O fluxo e temperatura utilizados foram de 1,0 mL/min e 30°C, respectivamente. Para
analise foram injetados 10 pL de cada amostra, ¢ o comprimento de onda empregado no detector de
fluorescéncia foi de 610 nm para excitacdo e 675 nm para emissdo. O tempo de corrida de cada

amostra foi de 5 minutos

A suspensdo celular na concentracéo de 1 x 10° células/mL foi adicionada em microplacas
de 24 pocos (TPP, Suiga). As placas foram entdo mantidas por 2 horas em estufa umidificada a
37°C, 5% de CO, para adesdo das células ao poco. Apds este periodo todos os pogos foram lavados
com 500 pL de PBS estéril para retirar as células que ndo aderiram e em seguida foram adicionados
200 uL de meio RPMI 10% de SFB em todos os pogos. As células foram estimuladas (25 ng/mL de
LPS + 25 U/mL de IFN-y) ¢ tratadas, na presenca ou na auséncia de soro fresco de camundongos
BALB/c, com as diferentes nanocapsulas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) contendo a mesma
concentracdo de AICIPC encapsulada. As placas foram incubadas por 24 e 4 horas em estufa a 37

°C e 5% de CO,. Apo6s incubagdo, os pogos foram lavados duas vezes com 500 pL de PBS para
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remover as nanocapsulas que ndo foram internalizadas. Em seguida, adicionou-se aos pogos 300 puL
de Triton X-100 0,1% por 30 minutos para lisar as células. Apos esse periodo, foi realizado o
procedimento de extracdo do marcador fluorescente das amostras adicionando-se 0,5 mL de acetato
de etila e homogeneizando em agitador vortex por 10 minutos. Ap6s centrifugacdo a 12000 rpm por
5 minutos, a solucdo resultante foi filtrada em unidade filtrante Millex com membrana Durapore®
(13 mm de didmetro e poro de 0,45 pum) e analisada por CLAE. A concentracdo de AICIPC foi
calculada por regressao linear, utilizando a curva padrdo obtida a partir de uma solugéo de AICIPC

100 pg/mL em solugdo etan6lica. Na obtengio da curva padrio, r° foi superior a 0,98.

Um experimento adicional foi realizado para avaliar se a AICIPC se mantém encapsulada
nas nanocapsulas sem ser liberada durante o processo de incubacdo. Foi inserido um insert
(COSTAR) com membrana de 0,1 um sobre cada pogo para separar as nanocapsulas contendo a
AICIPC das células aderidas. Como resultado, foi observado que a AICIPC (fluorescéncia) ndo foi
detectada livre no meio de cultura e nem associado as células aderidas. Este controle foi realizado

também com as células utilizadas para a analise confocal descrito acima.

3.8. Efeito das nanocapsulas sobre células J774.Al infectadas com Leishmania

infantum

3.8.1. Cultura de Leishmania

Foram utilizadas para a infeccdo experimental formas promastigotas de Leishmania
infantum (cepa selvagem C43 isolada de cdo sintomatico e tipada por Restriction Fragment Length
Polymorphism- RFLP). Essa cepa foi gentilmente cedida pelo Dr. Alexandre Barbosa Reis do
DEACI, Escola de Farmécia - UFOP. Os parasitos foram cultivados em estufa BOD a 25°C em
Grace’s Insect Medium suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (previamente inativado

a 56°C/30 min), 2 mM L-glutamina, 100 unidades/mL de penicilina G potassica, pH = 6,5.

3.8.2. Infeccdo Experimental

Para a infecgdo das células J774.A1, a cultura de Leishmania foi iniciada com 1x10° formas
promastigotas/mL. No quinto dia de cultura (inicio da fase estacionaria), as células foram diluidas
em formalina 4% e contadas em cdmara de Neubauer. Em seguida, as células foram centrifugadas a
1540 x g, a 4°C por 10 minutos. O sedimento foi ressuspendido em meio RPMI 10% de SFB pH
7,2.
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A suspensdo de macréfagos J774.A1 na concentracdo de 1 x 10° células/mL (100 uL) foi
adicionada em microplacas de 24 pocos (TPP, Suica) contendo 1 laminula de vidro de 13mm por
poco. As placas foram entdo mantidas por 2 horas em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO, para
adesdo das células as laminulas. Apds este periodo todos os pogos foram lavados com PBS estéril
para retirar as células que ndo aderiram e em seguida foram adicionados 200 uL de meio RPMI
10% de SFB em todos os pocos. Adicionou-se aos pocos 200 uL de suspensdo de parasitos, numa
taxa de 10 parasitos por macréfago. As placas foram entdo incubadas por 3 horas em estufa a 37 °C
e 5% de CO,. Apds esse periodo de incubacgdo, as culturas foram lavadas com PBS para remogéo
dos parasitos ndo internalizados. Em seguida, adicionou-se aos pogos 200 uL. de RPMI 10% de SFB
contendo concentracGes crescentes das nanocapsulas (PLA, PLA-PEG, PLA-QUI), na presenca ou
na auséncia de soro fresco de camundongos BALB/c e estimulo (25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de
IFN-y). As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Ap0s esse periodo,

0 sobrenadante foi coletado para dosagem de NO e citocinas (TNF-a e 1L-10).

As laminulas foram fixadas com metanol (Vetec Fine Chemistry) por 10 minutos e, entdo,
coradas com o kit Panético Rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), conforme instrucdes do
fabricante. A analise foi realizada pela contagem de células contendo parasitos internalizados
utilizando microscopio optico Olympus BX50 (Olympus, Center Valley, PA, USA). Foram
avaliados a porcentagem de macrofagos infectados e 0 nimero de parasitos por macréfago. Foram

avaliadas pelo menos 200 células.

3.9. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + d.p. (desvio padrédo), obtidos a partir de trés
experimentos independentes em duplicata. A analise de variancia (One-way ANOVA) seguida pelo
teste Bonferroni para comparacGes maultiplas foram utilizados para comparar as médias entre 0s
grupos. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas se P < 0,05 usando o

programa Graph Pad Prism (verséo 5.01).
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4. RESULTADOS

4.1. Preparo das nanocépsulas

As nanocépsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI (Figura 4) foram obtidas pelo método de
nanoprecipitacdo que se baseia na difusdo do solvente organico em meio aquoso, promovendo
assim a deposicdo interfacial do polimero. A Tabela 1 mostra os dados de caracterizacdo das
nanocéapsulas. E possivel observar que os indices de polidispersdo estdo abaixo de 0,3 e dessa
forma, as amostras podem ser consideradas como sendo monodispersas. Além disso, o tamanho das
nanocapsulas foi muito semelhante, o que é adequado para estudar as diferentes caracteristicas
superficiais, uma vez que o tamanho também pode interferir no efeito das nanocapsulas sobre as
celulas. O tamanho obtido para cada tipo de nanocépsula se assemelha aos de Oliveira et al., (2011),

demonstrando assim que a técnica foi executada com eficiéncia.

Polietilenoglicol Quitosana

Figura 4. Representacdo esquematica da nanoestrutura das diferentes nanocéapsulas. (A) nanocapsula
polimérica derivada do acido latico (PLA), (B) nanocépsula revestida com polietilenoglicol (PLA-PEG) e
(C) nanocapsula revestida com quitosana (PLA-QUI).
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Tabela 1. Caracterizacdo das nanocapsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI

Nanocépsulas

Tamanho (nm)

(Média + desvio padréo)

indice de Polidispersio

(Média + desvio padréo)

Potencial Zeta (mV)

(Média + desvio padréo)

PLA 199,2 + 2,00 0,163 + 0,040 - 46,4 +0,80
PLA-PEG 152,4 + 2,66 0,230 + 0,090 -40,9 + 0,04
PLA-QUI 240,0 + 1,89 0,086 + 0,014 +6,9+ 0,10

4.2. Determinacéao da viabilidade celular

Visando avaliar se as nanocapsulas com diferentes caracteristicas superficiais apresentam

efeito sobre a viabilidade de células J774.A1, foi realizado um ensaio de reducdo do MTT (brometo

de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio). Este ensaio mede a atividade mitocondrial de

células viaveis, sendo sensivel para avaliar a viabilidade e atividade celular (Mosmann et al., 1983).

O teste de viabilidade foi realizado 24 h apo6s a incubacdo das células J774-Al com

diferentes concentragdes de nanocépsulas de PLA, PLA-PEG, PLA-QUI na presenca ou auséncia de

soro fresco de camundongos BALB/c.

Observou-se que quando as células foram incubadas com as nanocapsulas de PLA néo
houve citotoxicidade, situando-se os valores de viabilidade proximos a 100% (Figura 5-A). Na

presenca de soro fresco de camundongos BALB/c, houve uma acentuada reducéo da viabilidade das

células incubadas com nanocépsulas de PLA nas concentracdes de 1000 e 500 pg/mL (Figura 5-B).
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Figura 5. A) Efeito de diferentes concentracbes de nanocépsulas de PLA sobre a viabilidade de células
J774.A1 em relagdo as células ndo tratadas, consideradas 100% de viabilidade. B) Efeito de diferentes
concentracBes de nanocapsulas de PLA na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c sobre a
viabilidade de células J774.A1 em relagdo as células ndo tratadas. Os resultados foram obtidos a partir de trés

experimentos independentes e estdo apresentados como média £ d.p. (desvio padrdo). ***P < 0,001

As nanocapsulas de PLA-PEG, na auséncia de soro, ndo tiveram efeito toxico sobre as
células J774.Al (Figura 6-A), visto que a viabilidade celular se manteve sempre proxima a 100%,
independente da concentracdo utilizada de nanocéapsulas. Assim como foi observado para as
nanocépsulas de PLA, na presenca do soro fresco de camundongos BALB/c, as nanocéapsulas de
PLA-PEG nas concentragfes de 1000 e 500 pg/mL induziram uma reducdo significativa da
viabilidade celular (Figura 6-B).
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Figura 6. A) Efeito de diferentes concentracfes de nanocapsulas de PLA-PEG sobre a viabilidade de células
J774.A1 em relagdo as células ndo tratadas, consideradas 100% de viabilidade. B) Efeito de diferentes
concentracdes de nanocdpsulas de PLA-PEG na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c sobre a
viabilidade de células J774.A1 em relagdo as células nédo tratadas. Os resultados foram obtidos a partir de trés

experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). ***P < 0,001.

A Figura 7-A mostra que a viabilidade celular sofreu uma reducdo significativa nas células
incubadas com as nanocapsulas de PLA-QUI nas concentra¢@es de 1000 pg/mL a 31,25 pg/mL. Na
presenca do soro fresco, a reducdo da viabilidade pode ser observada em todas as concentragdes
testadas (Figura 7-B).
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Figura 7. A) Efeito de diferentes concentra¢fes de nanocépsulas de PLA-QUI sobre a viabilidade de células
J774.A1 em relagdo as células ndo tratadas, consideradas 100% de viabilidade. B) Efeito de diferentes
concentracdes de nanocépsulas de PLA-QUI na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c sobre a
viabilidade de células J774.A1 em relagdo as células ndo tratadas. Os resultados foram obtidos a partir de trés
experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). ***P < 0,001.

Com o objetivo de avaliar se o efeito toxico das nanocépsulas de PLA-QUI foi decorrente da
presenca de quitosana, foi realizado um teste de MTT incubando as células J774.A1 na presenca da
quitosana pura utilizada no preparo dessas nanocapsulas. Os resultados demonstram que a quitosana

pura induziu uma citotoxicidade significativa sobre as células J774.A1 (Figura 8).
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Figura 8. Efeito de diferentes concentragdes de quitosana pura sobre a viabilidade de células J774.A1 em
relacdo as células ndo tratadas, consideradas 100% de viabilidade. Os resultados foram obtidos a partir de
trés experimentos independentes e estdo apresentados como médiaz d.p (desvio padrdo), **P < 0,01 e ***P
<0,001.

Como as concentracdes de nanocapsulas de PLA-QUI testadas foram muito tdxicas para as
celulas, foi realizado um novo teste de viabilidade celular utilizando concentracdes menores dessas
nanocépsulas na presenca e na auséncia de soro de BALB/c. De acordo com a Figura 9-A, pode-se
observar que as concentracdes menores de nanocapsulas de quitosana (PLA-QUI) ndo tiveram
efeito tdxico sobre as células. Porém, na presenca do soro de camundongos BALB/c, essas
nanocapsulas nas concentracfes de 10 e 5 pg/mL promoveram uma diminuicdo significativa da
viabilidade das células J774.A1 (Figura 9-B).
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Figura 9. A) Viabilidade de células J774.A1 na presenca de concentracdes menores de nanocapsulas de PLA-
QUI em relacdo as células J774.A1 ndo tratadas, consideradas 100% de viabilidade. B) Viabilidade de
células J774.A1 na presenca de concentragdes menores de nanocapsulas de PLA-QUI e soro fresco de
camundongos BALB/c em relacdo as células J774.A1 ndo tratadas. Os resultados foram obtidos a partir de
trés experimentos independentes e estdo apresentados como médiax d.p. (desvio padrdo). **P < 0,01 e ***P
<0,001.

Para a realizacdo dos proximos experimentos, foram escolhidas as concentracdes de
nanocapsulas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) mais altas e ndo citotdxicas para as células J774.A1.

4.3. Efeito das nanocapsulas sobre a producdo de éxido nitrico

O IFN-y, citocina pré-inflamatdria, e o lipopolissacarideo (LPS), componente importante da
membrana externa das bactérias gram-negativas, sdo potentes ativadores de macréfagos, levando a
producdo de citocinas como IL-12, TNF-a e de intermediarios de oxigénio/nitrogénio (Meng et al.
1997; Boehm et al., 1997). A estimulacdo dos macréfagos com IFN-y e LPS aumenta também a sua
atividade quimiotatica e fagocitica (Amura et al., 1998) que em conjunto com a producdo de

mediadores inflamatdrios promovem a ativacéo destas células.

Para avaliar o efeito das nanocapsulas sobre a producdo de NO e citocinas, primeiramente foi
necessario padronizar a concentragdo de estimulo a ser utilizada. Assim, as células J774.A1 foram

estimuladas com diferentes concentragdes de LPS e/ou IFN-y por 24 horas. Apos este tempo, foi
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observado que a concentracdo de 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y foi capaz de estimular a

producdo de NO e citocinas, sem causar citotoxicidade (dados ndo mostrados).

Para avaliar o efeito das nanocapsulas sobre a producdo de éxido nitrico, as células J774-Al
foram incubadas por 24 horas com diferentes concentra¢fes das nanocépsulas (PLA, PLA-PEG e
PLA-QUI) na presenca ou auséncia de estimulo (25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y) e de soro
fresco de camundongos BALB/c. A determinacdo da producdo de NO no sobrenadante da cultura

celular foi avaliada pelo método de Griess (Green et al., 1982).

Na auséncia de estimulo, as nanocéapsulas, mesmo na presenca do soro, ndo tiveram efeito
sobre a producdo de NO. Na presenca de estimulo, as nanocapsulas de PLA, nas concentracdes de
1000 e 125ug/mL induziram uma reducdo significativa na producdo de NO pelas células J774.A1
(Figura 10-A). Na presenca do soro de camundongos BALB/c, a reducdo na produgdo de NO por
essas nanocapsulas pode ser observada em todas as concentragdes testadas (Figura 10-B).

B
A) )
30~ 30- ] )
£ Células sem estimulo
[J Células com estimulo
*k%k
. 20 * 201
= =
= ok =2
% % *kk ek
10 10- ek
*k*k
"""
7 7 1 |
0 T ‘ T T T O T T T T
" Nl \o} \} 2 < < \)
/\?’ Q’\:" N ,@0 /\%’ ’b\’?/ '\f)’ 'f’

Concentragéo de polimero pg/mL . .
¢ P Hg Concentragéo de Polimero pg/mL

LPS + IFN-y LPS + IFN-y

Figura 10. Efeito de diferentes concentracbes de nanocépsulas de PLA sobre a producdo de NO por
macrofagos estimulados com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e
25 U/mL de IFN-y e incubadas com diferentes concentragcdes de nanocapsulas de PLA por 24 h. B) As
celulas J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco
de BALBI/c e diferentes concentragdes de nanocpsulas de PLA por 24 h. As células cultivadas somente com
meio de cultura correspondem a producao basal de NO (células sem estimulo). Os resultados foram obtidos a
partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como media £ d.p. (desvio padrdo). *P < 0,05

e ***P < (0,001 em relacdo as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.
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De acordo com a Figura 11-A é possivel observar que as nanocapsulas de PLA-PEG na
concentragdo de 1000 pg/mL reduziram significativamente a producdo de NO pelas celulas
estimuladas. Esta diminuicdo foi observada na presenca do soro de BALB/c, nas concentracGes de
250, 125 e 31,25 pg/mL.(Figura 11-B).
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Figura 11. Efeito de diferentes concentracGes de nanocapsulas de PLA-PEG sobre a produgdo de NO por
macréfagos estimulados com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e
25 U/mL de IFN-y e incubadas com diferentes concentracdes de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h. B) As
celulas J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco
de BALBI/c e diferentes concentra¢fes de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h. As células cultivadas somente
com meio de cultura correspondem a produgdo basal de NO (células sem estimulo). Os resultados foram
obtidos a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrédo).

**p < 0,01 e ***P < 0,001 em relagdo as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.

As nanocapsulas de PLA-QUI, na concentracdo de 10 pug/mL, promoveram um aumento
significativo na produgdo de NO pelas células estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de
IFN-y (Figura 12-A). Essas nanocapsulas na concentracdo de 5 ug/mL e na presenca do soro de

BALB/c também induziram aumento na producao de NO (Figura 12-B).
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Figura 12. Efeito de diferentes concentracdes de nanocéapsulas de PLA-QUI sobre a producdo de NO por
macrofagos estimulados com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e
25 U/mL de IFN-y e incubadas com diferentes concentracdes de nanocapsulas de PLA-QUI por 24h. B) As
ceélulas J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco
de BALBY/c e diferentes concentraces de nanocapsulas de PLA-QUI por 24h. As células cultivadas somente
com meio de cultura correspondem a produgdo basal de NO (células sem estimulo). Os resultados foram
obtidos a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padréo).

*P < 0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001 em relag&o as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.

4.4. Determinacgdo da producgédo de TNF-a e IL-10

Visando investigar o efeito das nanocéapsulas sobre a resposta de células J774.A1, foi
avaliada a producdo das citocinas IL-10 e TNF-a. As células foram incubadas por 24 horas com
diferentes concentracdes de nanocapsulas (PLA, PLA-PEG ou PLA-QUI) na presenca e na auséncia
de estimulo (25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y) e de soro fresco de camundongos BALBI/c.

As nanocapsulas, na presenca e na auséncia do soro, ndo tiveram efeito sobre a producédo de
TNF-a e 1L-10 pelas células ndo estimuladas (dados ndo mostrados). A anélise estatistica demonstra
que as nanocapsulas de PLA na concentracdo de 1000 e 125 pg/mL promoveram aumento
significativo da producdo de IL-10 pelas células J774.Al estimuladas (Figura 13-A). Na presenca
do soro de BALB/c, as nanocépsulas de PLA nas concentragfes de 250, 125 e 31,25 ug/mL também

provocaram aumento na producéo de IL-10 (Figura 13-B).
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Figura 13. Efeito de nanocapsulas de PLA sobre a producéo de IL-10 por macrofagos J774.Al estimulados
com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de IFN-y ¢
incubadas com diferentes concentracfes de nanocépsulas de PLA por 24h. B) As células J774.A1 foram
estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco de BALB/c e diferentes
concentracdes de nanocéapsulas de PLA por 24h. Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos
independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo) * P < 0,05, ** P < 0,01 e ***P <
0,001em relacdo as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.

Na auséncia de soro, as nanocapsulas de PLA na concentragdo de 1000 pg/mL induziram
uma reducdo significativa na producdo de TNF-a pelas células J774.A1 estimuladas com LPS e
IFN-y (Figura 14-A). Na presenca de soro de BALB/c, concentracfes menores dessas nanocapsulas

foram capazes de reduzir a producdo de TNF-a pelas células estimuladas (Figura 14-B).
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Figura 14. Efeito de nanocépsulas de PLA sobre a producdo de TNF-a por macréfagos J774.A1 estimulados
com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de IFN-y ¢
incubadas com diferentes concentrages de nanocéapsulas de PLA por 24h. B) As células J774.A1 foram

estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco de BALB/c e diferentes

concentragdes de nanocapsulas de PLA por 24h.Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos

independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). **P<0,01 e ***P<0,001 em relagdo

as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.

Na auséncia de soro, as nanocapsulas de PLA-PEG ndo tiveram efeito sobre a producédo de

IL-10 pelas células J774.Alestimuladas (figura 15-A). No entanto, na presenca do soro de BALB/c

essas nanoparticulas na concentragcdo de 250 ug/mL apresentaram a capacidade de induzir aumento

significativo na producdo dessa citocina (Figura 15-B).
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Figura 15. Efeito de nanocapsulas de PLA-PEG sobre a producdo de IL-10 por macréfagos J774.A1
estimulados com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de
IFN-y e incubadas com diferentes concentragdes de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h. B) As células
J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco de
BALB/c e diferentes concentragdes de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h. Os resultados foram obtidos a
partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média * d.p. (desvio padrdo). **P <

0,01 em relagéo as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.

De acordo com a Figura 16-A observa-se que as nanocapsulas de PLA-PEG, na
concentragdo de 1000 pg/mL, promoveram significativa diminuicdo na producdo de TNF-a pelas
células estimuladas. O mesmo pode ser observado para essas nanocapsulas nas concentracdes de
250 e 125 pg/mL na presenca de soro de BALB/c (figura 16-B).

37



B)

0.8+
£ Células sem estimulo

0.6 [J Células com estimulo

0.6
*%
*k *k
2 B i_.
> » » N

Concentracéo de polimero ng/mL

0.4+

TNF-a ng/mL

o

+

:
TNF-o. ng/mL

Concentracéo de polimero pg/mL

! LPS + IFN-y ! LPS + IFN-y

Figura 16. Efeito de nanocépsulas de PLA-PEG sobre a producdo de TNF-a por macrofagos J774.A1
estimulados com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de
IFN-y e incubadas com diferentes concentragdes de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h. B) As células
J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco de
BALB/c e diferentes concentraces de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h Os resultados foram obtidos a
partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). *P < 0,05

e ** P<0,01 em relacdo as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.

De acordo com a anélise estatistica, as nanocapsulas de PLA-QUI ndo apresentaram efeito
sobre a producdo de IL-10 pelas células J774.Al estimuladas (Figura 17-A). No entanto, na
presenca de soro de BALB/c, essas nanocapsulas na concentracdo de 5,0 pg/mL inibiram

significativamente a producdo de I1L-10 pelas células estimuladas (Figura 17-B).
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Figura 17. Efeito de nanocapsulas de PLA-QUI sobre a producdo de IL-10 por macréfagos J774.A1
estimulados com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de
IFN-y e incubadas com diferentes concentragdes de nanocapsulas de PLA-QUI por 24h. B) As células
J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco de
BALB/c e diferentes concentracfes de nanocapsulas de PLA-QUI por 24 h. Os resultados foram obtidos a
partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). *P < 0,05
e ***P < (0,001 em relacdo as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.

Com relagdo a producdo de TNF-a, os dados estatisticos demonstram que as nanocépsulas
de PLA-QUI, na concentracdo de 10 ug/mL, promoveram aumento significativo na producéo desta
citocina (Figura 18-A). O mesmo pode ser observado para as nanocapsulas de PLA-QUI (5 pug/mL)

na presenca de soro de BALB/c (Figura 18-B).
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Figura 18. Efeito de nanocéapsulas de PLA-QUI sobre a produgdo de TNF-a por macrofagos J774.A1
estimulados com LPS/IFN-y. A) As células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de
IFN-y e incubadas com diferentes concentra¢cdes de nanocapsulas de PLA-QUI por 24h. B) As células
J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com soro fresco de
BALB/c e diferentes concentracdes de nanocéapsulas de PLA-QUI por 24h. Os resultados foram obtidos a
partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média * d.p. (desvio padrédo). *P < 0,05
e ***P < (0,001 em relacdo as células J774.A1 ndo tratadas e estimuladas.

4.5. Avaliacdo da internalizacdo das nanocapsulas pelas células J774.A1

4.5.1. Analise por microscopia confocal

Apos avaliar o efeito das nanocapsulas sobre a viabilidade celular e sobre a producdo de NO
e citocinas, objetivou-se investigar a internalizacdo das nanocapsulas pelas células J774.A1 em
cultura. Para isso, foram realizados estudos de microscopia confocal com as nanocapsulas (PLA,
PLA-PEG e PLA-QUI) na presenca de estimulo (25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y) e na
presenca e auséncia de soro fresco de camundongos BALB/c. Foram escolhidas as concentragdes
mais altas e ndo citotdxicas para os macréfagos J774.A1 de cada uma das nanocapsulas (PLA,
PLA-PEG e PLA-QUI).

Nestes experimentos, foram utilizadas nanocapsulas contendo ftalocianina de cloro e
aluminio (AICIPC) como marcador fluorescente. Além disso, o nucleo das células J774.A1 foi

marcado com DAPI.
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A molécula de DAPI (4,6 - diamidino-2-fenil-indol) € um marcador fluorescente que se liga
fortemente a molécula de DNA das células. Essa molécula atravessa a membrana celular sem a
danifica-la e é utilizada para visualizar os nucleos de células mortas ou vivas. Em microscopia de
fluorescéncia, a molécula de DAPI absorve radiacdo em 358 nm e emite na faixa do espectro
luminoso azul de 456-460 nm (Morikawa et. al., 1981).

As ftalocianinas sao pigmentos tetraazoinddlicos analogos as porfirinas com forte absorgéo e
emissdo na faixa de espectro luminoso vermelho de 650-740 nm (Silva et al., 2011).

A Figura 19 mostra uma imagem em microscopia confocal em que as células J774.1 foram
cultivadas na auséncia de nanocapsulas fluorescentes. A Figura 19-A corresponde ao campo de
fluorescéncia da AICIPC e a Figura 19-B corresponde a sobreposicdo de imagens na qual pode ser

observado o contorno celular em DIC (Differential Interference Contrast) e o nucleo celular

marcado com DAPI (azul).

Figura 19. Imagem de microscopia confocal de células J774.A1 cultivadas na auséncia de nanocapsulas. Em
A, auséncia de fluorescéncia da AICIPC. Em B, sobreposicdo de imagens na qual pode ser observado o

ndcleo celular marcado com DAPI (azul) e o contorno celular em DIC (Differential Interference Contrast).

De acordo com a Figura 20 é possivel observar fluorescéncia dispersa no citoplasma celular,
0 que demonstra que as nanocapsulas de PLA na concentragdo de 1000 pg/mL sofreram
internalizacdo pelas células J774.Al. Na presenca do soro de BALB/c, também foi observado a
presenca de nanocépsulas no interior das células , tanto dispersas no citoplasma quanto localizadas

em vacuolos (Figura 21).
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Figura 20. Imagem de microscopia confocal de células J774.Al incubadas com nanocapsulas de PLA
contendo o marcador fluorescente AICIPC (vermelho) encapsulado, na auséncia de soro. Em A,
fluorescéncia da ftalocianina dispersa no citoplasma. Em B, sobreposi¢do de imagens na qual pode ser
observado a ftalocianina (vermelho), o ndcleo celular marcado com DAPI (azul) e o contorno celular em

DIC (Differential Interference Contrast).

A

Figura 21. Imagens de fluorescéncia confocal de células J774.Al incubadas por 24 horas com soro fresco de
camundongos BALB/c e nanocapsulas de PLA (250 pg/mL) contendo o marcador fluorescente AICIPC
(vermelho) encapsulado. Em A, observamos fluorescéncia tanto dispersa, quanto concentrada em regides
especificas do citoplasma. Em B, sobreposicdo de imagens na qual pode ser observado a ftalocianina
(vermelho), o nucleo celular marcado com DAPI (azul) e o contorno celular em DIC (Differential
Interference Contrast).
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De acordo com a Figura 22, é possivel observar fluorescéncia dispersa no citoplasma
celular, o que demonstra que as nanocapsulas de PLA-PEG sofreram internalizacdo pelas células
J774.A1 (Figura 22). Na presenca do soro de BALB/c, observou-se a presenca dessas nanocapsulas

no interior das células, tanto dispersas no citoplasma quanto localizadas em vacuolos (Figura 23).

Figura 22. Imagem de fluorescéncia confocal de células J774.A1 incubadas por 24 horas com nanocéapsulas

de PLA-PEG (1000 pg/mL), contendo o marcador fluorescente AICIPC (vermelho) encapsulado, na auséncia
de soro de camundongos BALB/c. Em A, fluorescéncia da ftalocianina dispersa no citoplasma. Em B,
sobreposicdo de imagens na qual observamos a ftalocianina (vermelho), o nucleo celular marcado com DAPI

(azul) e o contorno celular pode ser visualizado em DIC (Differential Interference Contrast).
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Figura 23. Imagem de fluorescéncia confocal de células J774.A1 incubadas por 24 horas com soro fresco de
camundongos BALB/c e nanocapsulas de PLA-PEG (250 pg/mL) contendo o marcador fluorescente AICIPC
(vermelho) encapsulado. Em A, observamos fluorescéncia tanto dispersa, quanto concentrada em regides
especificas do citoplasma. Em B, sobreposi¢do de imagens na qual observamos a ftalocianina (vermelho), o
ndcleo celular marcado com DAPI (azul) e o contorno celular pode ser visualizado em DIC (Differential

Interference Contrast).

Ao avaliar a internalizagdo de nanocépsulas de PLA-QUI pelas células, observou-se que na
auséncia e presenca de soro de BALB/c (Figuras 24 e 25, respectivamente), ndo foi possivel

detectar a presenca das nanocapsulas no interior das células.
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Figura 24. Imagem de fluorescéncia confocal de células J774.A1 incubadas por 24 horas com nanocépsulas
de PLA-QUI (10 pg/mL), contendo o marcador fluorescente AICIPC (vermelho) encapsulado, na auséncia
de soro de camundongos BALB/c. Em A, fluorescéncia da ftalocianina ndo foi observada. Em B,
sobreposicdo das imagens de A as suas respectivas imagens de nucleo celular, marcado com DAPI (azul) e
contorno celular, visualizado em DIC (Differential Interference Contrast).

Figura 25. Imagem de fluorescéncia confocal de células J774.A1 incubadas por 24 horas com soro fresco de

camundongos BALB/c e nanocapsulas de PLA-QUI (5 pg/mL) contendo o marcador fluorescente AICIPC
(vermelho) encapsulado. Em A, fluorescéncia da ftalocianina ndo foi observada. Em B, sobreposi¢do das
imagens de A as suas respectivas imagens de nucleo celular, marcado com DAPI (azul) e contorno celular,

visualizado em DIC (Differential Interference Contrast).
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4.5.2. Anélise quantitativa

Através da analise por CLAE, objetivou-se avaliar a porcentagem de internalizacdo das
nanocépsulas pelas células J774.A1 na presenca e na auséncia de soro de BALB/c. Foram
escolhidas as concentracdes de nanocépsulas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) mais altas e nao
citotoxicas para as células J774.Al.

As células J774.A1 foram estimuladas (25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y) e incubadas
com as diferentes nanocapsulas, sendo que todas essas continham a mesma quantidade de

ftalocianina de cloro e aluminio (AICIPC) encapsulada. A incubacdo foi realizada inicialmente por
24h e posteriormente por 4h.

O cromatograma do experimento de 24 horas apresentou dois picos demonstrando que pode
ter ocorrido degradacdo do marcador AICIPC pela prépria célula. Dessa forma, a quantificacdo da
internalizacdo das nanocapsulas se tornou inviavel nesse tempo de incubacao.

A andlise estatistica dos dados obtidos demonstra que apds 4 horas de incubacdo, as
nanocépsulas de PLA sofreram maior internalizacéo pelas células J774.Al do que as nanocépsulas
de PLA-PEG e PLA-QUI, tanto na auséncia como na presenca de soro de BALB/c (Figura 26).
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Figura 26. Histograma de quantificacdo da internalizacdo das nanocapsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-CHI
pelas células J774.A1 apds 4 h de incubacdo, na auséncia ou na presenca de soro fresco de camundongos
BALB/c, determinada por CLAE. Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e
estdo apresentados como média £ dp (desvio padrdo). * P <0.05e *** P <0.001comparado as células tratadas
com nanocépsulas de PLA.
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4.6. Avaliacdo do efeito do pré-tratamento com as nanocapsulas sobre a producéo de
NO

Com intuito de avaliar se o pré-tratamento com diferentes concentracfes de nanocapsulas
poderia influenciar a resposta imune de células J774.A1 a um determinado estimulo, foi realizada a
dosagem de NO e citocinas (IL-10 e TNF-a).

Em relacdo a producdo de NO, as celulas foram previamente incubadas por 24 horas com
diferentes concentracdes das nanocapsulas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) na presenca e na auséncia
de soro fresco de camundongos BALB/c. Em seguida as células foram estimuladas ou ndo com 25
ng/mL de LPS e 25U/mL de IFN-y por 24 horas.

O pré-tratamento com as nanocapsulas, na presenca e na auséncia de soro de BALB/c, ndo
teve efeito sobre a producgdo de déxido nitrico (NO) pelas células J774.A1 ndo estimuladas (dados
ndo mostrados).

A analise estatistica demonstra que as nanocapsulas de PLA, na concentracdo de 1000
ug/mL, promoveram uma significativa reducdo na producdo de NO pelas células estimuladas
(Figura 27-A). Na presenca do soro, € possivel observar que concentragdes menores dessas
nanocapsulas provocaram uma diminuicdo significativa da producdo de NO pelas células

estimuladas (Figura 27-B).
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Figura 27. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentracGes de nanocépsulas de
PLA sobre a producgdo de NO. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes concentragdes de
nanocépsulas de PLA por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y
por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes concentra¢fes de nanocapsulas
de PLA na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL
de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h. As células cultivadas somente com meio de cultura correspondem a
producdo basal de NO (células sem estimulo). Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos
independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). **P < 0,01 e ***P < 0,001 em

relacdo as células ndo tratadas e estimuladas.

As nanocéapsulas de PLA-PEG, na concentracdo de 1000 pg/mL, promoveram reducdo da
producdo de NO pelas células estimuladas (Figura 28-A). Na presenca de soro de BALBI/c, essas
nanocapsulas nas concentracfes de 250 e 125 ug/mL também induziram diminuicéo da taxa de NO

produzida pelas células J774.A1 estimuladas (Figura 28-B).
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Figura 28. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentracBes de nanocépsulas de
PLA-PEG sobre a producdo de NO. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes
concentragdes de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS
e 25 U/mL de IFN-y por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes
concentracdes de nanocapsulas de PLA-PEG na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c e em
seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h As células cultivadas
somente com meio de cultura correspondem & produgao basal de NO (células sem estimulo). Os resultados
foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio

padrdo).***P < 0,001 em relag&o as células ndo tratadas e estimuladas.

Ao contrério do efeito observado para as nanocapsulas de PLA e PLA-PEG, as nanocépsulas
de PLA-QUI apresentaram a capacidade de promover aumento na producdo de NO pelas células

estimuladas (Figura 29-A). Esse aumento também foi observado para as nanocapsulas de PLA-QUI

(5 ug/mL) na presenca de soro de BALB/c (Figura 29-B).
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Figura 29. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentragdes de nanocépsulas de
PLA-QUI sobre a producdo de NO. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes
concentracdes de nanocapsulas de PLA-QUI por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS
e 25 U/mL de IFN-y por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes
concentracdes de nanocépsulas de PLA-QUI na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c e em
seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h. As células cultivadas
somente com meio de cultura correspondem a produgdo basal de NO (células sem estimulo). Os resultados
foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio

padrdo). **P < 0,01 e ***P < 0,001 em relagdo as células ndo tratadas e estimuladas.

4.7. Avaliacdo do efeito do pré-tratamento com as nanocapsulas sobre a producao das
citocinas IL-10 e TNF-a

Para avaliar o efeito do pré-tratamento de macrofagos J774.A1 com diferentes
concentragdes de nanocépsulas sobre a producdo de IL-10 e TNF-a, as células foram pré-incubadas
por 24 horas com diferentes concentracdes de nanocapsulas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) na
presenca e na auséncia de soro de camundongos BALB/c. Em seguida as células foram estimuladas
ou ndo com 25ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24 horas.

As nanocépsulas, na presenca ou ndo de soro de BALB/c, ndo apresentaram efeito sobre a

producéo de citocinas pelas células J774.A1 ndo estimuladas.
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E possivel observar pela analise estatistica que as nanocapsulas de PLA na concentragéo de
1000 pg/mL, promoveram aumento da producédo de IL-10 pelas células estimuladas (Figura 30-A).
Na presenca de soro, concentragcBes menores dessas nanoparticulas apresentaram a capacidade de
elevar a producdo de IL-10 pelas células estimuladas (Figura 30-B). Com relagdo a producao de
TNF-o, as nanocapsulas de PLA na concentragdo de 1000 upg/mL induziram diminuicdo
significativa na producdo desta citocina (Figura 31-A). A analise estatistica demonstra que na
presenca de soro de BALB/c, as nanocapsulas de PLA, na concentracdo de 250 pg/mL, também

promoveram reducdo na producao de TNF-a produzida pelas células estimuladas (Figura 31-B).
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Figura 30. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentragdes de nanocépsulas de
PLA sobre a producdo de 1L-10. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes concentragdes
de nanocapsulas de PLA por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de IFN-
y por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes concentracdes de
nanocépsulas de PLA na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c e em seguida foram estimuladas
com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h. Os resultados foram obtidos a partir de trés
experimentos independentes e estdo apresentados como média * d.p. (desvio padréo). **P < 0,01 em relacéo

as células ndo tratadas e estimuladas.
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Figura 31. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentracGes de nanocépsulas de
PLA sobre a producdo de TNF-a. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes concentragdes
de nanocapsulas de PLA por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS + 25 U/mL de IFN-
y por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes concentragdes de
nanocapsulas de PLA na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c e em seguida foram estimuladas
com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h. Os resultados foram obtidos a partir de trés
experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). *** P < 0,001 em
relacdo as células ndo tratadas e estimuladas.

As nanocéapsulas de PLA-PEG néo tiveram efeito sobre a producdo de IL-10 pelas células
estimuladas (Figura 32-A). No entanto, na presenca do soro, essas hanocapsulas na concentracdo de
250 pg/mL apresentaram a capacidade de aumentar a producgéo de IL-10 pelas células estimuladas
(Figura 32-B).

De acordo com os dados estatisticos obtidos, verifica-se que as nanocapsulas de PLA-PEG,
na concentracdo de 1000 pg/mL reduziram a producdo de TNF-a pelas células estimuladas com
LPS e IFN-y (Figura 33-A). A producdo desta citocina também sofreu redugdo quando as células
estimuladas foram incubadas com as nanocépsulas de PLA-PEG (concentracdo de 250 ug/mL) na

presenca de soro (Figura 33-B).
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Figura 32. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentracBes de nanocépsulas de
PLA-PEG sobre a producdo de IL-10. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes
concentracdes de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS
+ 25 U/mL de IFN-y por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes
concentracdes de nanocapsulas de PLA-PEG na presencga de soro fresco de camundongos BALB/c e em
seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h. Os resultados foram obtidos
a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). *P <
0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001 em relacdo as células ndo tratadas e estimuladas.
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Figura 33. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentracBes de nanocépsulas de
PLA-PEG sobre a produgdo de TNF-a. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes
concentragdes de nanocapsulas de PLA-PEG por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS
+ 25 U/mL de IFN-y por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes
concentracdes de nanocapsulas de PLA-PEG na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c e em
seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h. Os resultados foram obtidos
a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média * d.p. (desvio padrdo) *P <

0,05, **P < 0,001 e ***P < 0,001 em relacdo as células ndo tratadas e estimuladas.

A andlise estatistica demonstra que as nanocapsulas de PLA-QUI ndo tiveram efeito sobre a
producdo da citocina IL-10 pelas células estimuladas (Figura 34-A). Porém, na presenca de soro de
BALB/c, essas nanocapsulas na concentracdo de 5 mg/mL promoveram reducdo dessa citocina
(Figura 34-B).

As nanocapsulas de PLA-QUI, na concentracdo de 10 ug/mL, aumentaram a producdo de
TNF-a pelas celulas estimuladas com LPS + IFN-y (Figura 35-A). Quando as células estimuladas
foram incubadas com soro de BALB/c, as nanocapsulas de PLA-QUI na concentracdo de 5 pug/mL

também induziram aumento na taxa de TNF-a produzida (Figura 35-B).
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Figura 34. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentracBes de nanocépsulas de
PLA-QUI sobre a producdo de IL-10. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes
concentragdes de nanocapsulas de PLA-QUI por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS
+ 25 U/mL de IFN-y por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes
concentracdes de nanocapsulas de PLA-QUI na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c e em
seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h. Os resultados foram obtidos
a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média £ d.p. (desvio padréo). *P <

0,05 e ***P < 0,001 em relagdo as células néo tratadas e estimuladas.
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Figura 35. Efeito do pré-tratamento de células J774.A1 com diferentes concentracfes de nanocépsulas de
PLA-QUI sobre a producdo de TNF-a. A) As células J774.A1 foram pré-incubadas com diferentes
concentracdes de nanocapsulas de PLA-QUI por 24h e em seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS
+ 25 U/mL de IFN-y por 24h. B) As células J774.A1 foram pré-incubadas por 24h com diferentes
concentracdes de nanocapsulas de PLA-QUI na presenca de soro fresco de camundongos BALB/c e em
seguida foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y por 24h. Os resultados foram obtidos
a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). **P <
0,01 e ***P < 0,001em relacdo as células ndo tratadas e estimuladas.

4.8. Avaliacdo do efeito das nanocapsulas sobre a carga parasitaria de macrofagos

J774.Al infectados com L. infantum

Como foi observado que as nanocapsulas apresentam efeito sobre a resposta imune de
células J774.A1, foi avaliado qual seria o efeito dessas nanocapsulas sobre a carga parasitaria de
macrofagos infectados com L. infantum.

As células J774-A1 foram incubadas por 24 horas com diferentes concentracdes de
nanocépsulas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) na presenca e na auséncia de estimulo (25 ng/mL de
LPS e 25 U/mL de IFN-y) e de soro fresco de camundongos BALB/c.

Na auséncia de estimulo, as nanocapsulas, mesma na presen¢a de soro de BALB/c, ndo
tiveram efeito sobre a porcentagem de células infectadas e sobre o nimero de amastigotas por

macrofagos (dados ndo mostrados).
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Na auséncia de soro, observa-se que as nanocapsulas ndo tiveram efeito sobre a
porcentagem de macrofagos estimulados e infectados com L. infantum (Figura 36-A) e também néo

promoveram alteracdo no nimero de amastigotas por macréfago infectado (Figura 36-B).
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Figura 36. Efeito das nanocéapsulas de PLA (1000 pg/mL), PLA-PEG (1000 pg/mL) e PLA-QUI (10 pg/mL)
sobre a porcentagem de macréfagos J774.Al infectados por Leishmania infantum (A) e sobre o nimero de
amastigotas por macréfago (B). Apos infeccéo, as células J774.Al foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS
e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com as nanocapsulas na presenca de soro fresco por 24h. O controle
corresponde as células J774.Al infectadas incubadas na presenca de meio e estimulo. Os resultados foram
obtidos a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como média + d.p. (desvio padrdo).

*P < 0,05 em relagdo as células ndo tratadas e estimuladas.

A andlise estatistica demonstrou que as nanocapsulas de PLA (250 pg/mL) e PLA-PEG
(250 ug/mL), na presenca de estimulo e de soro de BALB/c, promoveram aumento do nimero de
macrofagos infectados com L. infantum (Figura 37-A). Além disso, as nanocapsulas de PLA (250
ug/mL) provocaram aumento no nimero de amastigotas por macrofago infectado (Figura 37-B). As

nanocapsulas de PLA-QUI néo tiveram efeito sobre esses parametros analisados (Figura 37).
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Figura 37. Efeito das nanocépsulas de PLA (250 pug/mL), PLA-PEG (250 pug/mL) e PLA-QUI (5 pg/mL) na
presenca de soro fresco de BALB/c sobre a porcentagem de macréfagos J774.A1 infectados por Leishmania
infantum (A) e sobre o nimero de amastigotas por macrofago (B). Apds infecgdo, as células J774.A1 foram
estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com as nanocapsulas na presenca de
soro fresco por 24h. O controle corresponde as células J774.Al infectadas incubadas na presenca de meio e
estimulo. Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e estdo apresentados como

média * d.p. (desvio padrdo). *P < 0,05, **P < 0,01 em relacdo as células ndo tratadas e estimuladas.

4.9. Avaliacdo do efeito das nanocépsulas sobre a producéo de NO e de citocinas (1L-10

e TNF-a) por macrofagos J774.Al infectados com L. infantum

Visando investigar mais profundamente a capacidade das nanocédpsulas em modular a
resposta imune de macréfagos infectados com L. infantum, foi avaliada a producdo de NO e
citocinas (IL-10 e TNF-a). Para isso, as células J774-Al foram incubadas por 24 horas com
diferentes concentracfes de nanocapsulas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) na presenca e na auséncia

de estimulo e de soro fresco de camundongos BALBI/c.

De acordo com a andlise estatistica, as nanocapsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI na
presenca e na auséncia de estimulo e soro, ndo tiveram efeito sobre a producdo de NO pelas células

infectadas com L. infantum (dados ndo mostrados).

As nanocéapsulas de PLA e PLA-PEG, na presenca de soro de BALB/c, foram capazes de

induzir o aumento significativo da producdo de IL-10 pelas células infectadas (Figura 38 e Figura
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39). No entanto, as nanocépsulas de PLA-QUI nao tiveram efeito sobre a producéo de I1L-10 pelas

células infectadas (Figura 40).
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Figura 38. Efeito da nanocapsulas de PLA sobre a produgdo de IL-10 por macréfagos J774.Al infectados
com Leishmania infantum. Apds infec¢do, as células J774.Al foram estimuladas com 25 ng/mL de LPS e 25
U/mL de IFN-y e incubadas com nanocépsulas de PLA, na presenca ou auséncia de soro de camundongos
BALB/c, por 24h. Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e estdo
apresentados como média + d.p. (desvio padrdo). **P < 0,01 em relacdo as células ndo tratadas e

estimuladas.
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Figura 39. Efeito da nanocapsulas de PLA-PEG sobre a producdo de IL-10 por macréfagos J774.A1

infectados com Leishmania infantum. Apds infeccéo, as células J774.A1 foram estimuladas com 25 ng/mL

de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com nanocapsulas de PLA-PEG, na presenca ou auséncia de soro

de camundongos BALBI/c, por 24h. Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes

e estdo apresentados como média = d.p. (desvio padrdo). *P < 0,05 em relacdo as células ndo tratadas e

estimuladas.
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Figura 40. Efeito da nanocépsulas de PLA-QUI sobre a produgdo de IL-10 por macréfagos J774.A1
infectados com Leishmania infantum. Apds infeccéo, as células J774.Al1 foram estimuladas com 25 ng/mL
de LPS e 25 U/mL de IFN-y e incubadas com nanocapsulas de PLA-QUI, na presenca ou auséncia de soro de
camundongos BALBI/c, por 24h. Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e
estdo apresentados como média * d.p. (desvio padrdo). **P < 0,01 em relacdo as células ndo tratadas e

estimuladas.

Com relacdo a producdo de TNF-a, as nanocapsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI nédo

apresentaram efeito sobre a producéo desta citocina pelas células infectadas (dados ndo mostrados).
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5. DISCUSSAO

A influéncia da modificacdo da solubilidade, tamanho, composicdo quimica e caracteristica
superficial de nanocépsulas sobre a sua biocompatibilidade e biodistribuicdo no organismo ja é bem
conhecida (McNeil, 2005). No entanto, o efeito dessas propriedades sobre o sistema imunoldgico
ainda foi pouco explorado (Dobrovolskaia & McNeil 2007). E importante lembrar, além do enfoque
terapéutico, que muitos compostos podem estimular a liberacdo de mediadores imunoldgicos em

altos niveis, causando alteracdes teciduais e vasculares ao organismo (Chi et al., 2003).

O sistema imunoldgico é um mecanismo complexo de defesa do organismo. Dessa forma, o
efeito dos nanocarreadores sobre propriedades imunomodulatérias pode ser avaliado através de
ensaios de estimulacdo da imunidade inata, como por exemplo, a producdo de citocinas e outras
substancias pelos macréfagos (Dobrovolskaia & McNeil 2007). O estudo utilizando macrofagos
apresenta-se de forma interessante, uma vez que esses constituem um dos principais componentes
do sistema imunologico, sendo as primeiras células a serem ativadas para participarem da resposta
imune quando o organismo é confrontado por fatores exdgenos de diferentes origens (Forman &
Torres, 2001).

Assim, o0s experimentos realizados neste trabalho tiveram por finalidade avaliar se as
nanocapsulas poliméricas (PLA, PLA-PEG e PLA-QUI) com diferentes caracteristicas superficiais
poderiam ter um efeito modulador sobre a resposta imune de macréfagos. Para a determinacdo deste
efeito, o estabelecimento de concentracdes ideais dessas nanocapsulas para o tratamento dos
macrofagos se fez necessaria, ja que doses altas podem causar danos a viabilidade celular.

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). O principio deste ensaio consiste na absorcdo do sal MTT
pelas células, o qual é reduzido no interior da mitocondria a um produto chamado formazan. Este
produto de coloracdo purpura é acumulado dentro da célula e pode ser quantificado por uma analise

espectrofotométrica (Mosmann et al., 1983).

A adicao de soro fresco de camundongos BALB/c ao meio de incubagdo dos experimentos
teve por objetivo mimetizar o ambiente “in vivo”, no qual existem importantes componentes como
as imunoglobulinas e proteinas do complemento. Além disso, os macrofagos J774.A1 sdo uma
linhagem de células tumorais obtidas de camundongos BALBI/c, logo acredita-se que a utilizagéo de
soro fresco obtido da mesma espécie pode ter uma contribuicdo significativa sobre a acdo dessas

nanocapsulas sobre as células.

63



Na auséncia de soro, verificou-se que as nanocapsulas de PLA e PLA-PEG ndo promoveram
citotoxicidade sobre as células J774.Al, situando-se os valores de viabilidade proximos a 100%.
Esses dados se assemelham aos achados de Mosqueira et al., (1999) e Essa et al., (2001). No
entanto, na presenca de soro de BALBY/c, a viabilidade celular sofreu uma reducdo significativa nas
células incubadas com as nanocapsulas de PLA e PLA-PEG. Dessa forma, acredita-se que a
presenca de soro fresco de camundongos BALB/c no meio de incubacdo pode ter promovido a
internalizacdo das nanocépsulas pelas células através de uma via diferenciada, desencadeando assim

reducdo da viabilidade celular.

Dentre as nanocapsulas avaliadas, as nanocapsulas de PLA-QUI foram as mais toxicas para
as celulas J774.A1. Acredita-se que o efeito toxico dessas nanoparticulas seja decorrente da
presenca da quitosana, uma vez que os resultados demonstraram que a quitosana pura foi muito
toxica para as células J774.A1.Alguns estudos demonstraram que as nanoparticulas de quitosana,
por apresentarem carga positiva, possuem grande afinidade pelas cargas negativas dos componentes
da membrana celular e possivelmente sua toxicidade pode estar relacionada a essa interacao ionica
(Qi et al., 2004). Além disso, microesferas e nanoparticulas de quitosana podem provocar um efeito
inibitorio dose-dependente sobre a proliferacdo de varias linhagens de células tumorais, o que
confirma os resultados obtidos para as nanocapsulas de PLA-QUI (Carreno-Gomez et al., 1997, Qi
et al., 2004, Qi et al., 2005, Qi et al.,2006). Oliveira et al., (2009) também observaram que doses
altas de nanocapsulas de PLA-QUI apresentaram alta toxicidade apds administracdo intravenosa em
camundongos SWISS.

O processo de ativacdo de macrdfagos provoca a producdo de citocinas e NO, 0s quais estdo
diretamente envolvidos na resposta imune (Song et al., 2002). Assim, a avaliagdo do efeito das

nanocapsulas sobre estes parametros se fez muito importante.

O oxido nitrico (NO) é muito importante para a funcdo do sistema imune, desempenhando
um papel chave na atividade de macrdfagos e defesas celulares contra patdgenos intracelulares
(Durner et al., 1999). Um aspecto marcante desta molécula é a sua capacidade de ser benéfica ou

potencialmente tdxica dependendo da concentragdo ou depuracgéo tecidual (Flora Filho et al.,2000).

No presente trabalho, observou-se que na auséncia de estimulo, as nanocapsulas, mesmo na

presenca do soro, ndo tiveram efeito sobre a producao de NO e de citocinas (IL-10 e TNF-a).

Nos experimentos com estimulo, a analise estatistica demonstrou que as nanocapsulas de

PLA e PLA-PEG induziram uma reducgdo significativa na producdo de NO pelas células. Na
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presenca de soro de BALB/c, concentracbes menores das nanocdpsulas de PLA e PLA-PEG
também foram capazes de reduzir significativamente a producdo de NO. Ao contrario do que foi
observado para as nanocépsulas de PLA e PLA-PEG, as nanocéapsulas de PLA-QUI provocaram um
aumento significativo na producdo de NO pelas células estimuladas com LPS e IFN-y. Essas

nanocapsulas na presenca do soro de BALB/c também induziram aumento na producéo de NO.

Existem poucos estudos demonstrando o efeito de nanocéapsulas sobre a producdo de NO.
Sabe-se que as nanocapsulas de PLA apresentam carga superficial negativa e o efeito encontrado
sobre a producdo de NO pode estar relacionado com essa caracteristica. Aramaki et al., (1996)
observaram que lipossomas com carga superficial negativa promoveram um efeito inibitorio
significativo sobre a producéo in vitro de NO por macrofagos peritoneais estimulados com LPS e
IFN-y.

Teixeira et al., (2005) observaram que nanocapsulas derivadas do &acido lactico-co-acido
glicolico (PLGA) promoveram reducdo significativa da producdo de NO por macrofagos J774.Al.
Além disso, eles demonstraram que formulacbes de nanocapsulas sem o excipiente lecitina ndo
promoviam reducdo dos niveis de NO. Estes resultados sugerem, portanto, que a presenca da
lecitina na formulacdo de nanocédpsulas de PLGA pode ter sido a principal responsavel por sua

atividade inibidora.

No presente trabalho, as nanocéapsulas de PLA e PLA-PEG foram preparadas utilizando-se
lecitina (Epikuron) em sua formulacdo. No entanto, as nanocépsulas de PLA-QUI ndo foram
preparadas com esse excipiente. Tal fato pode explicar os diferentes efeitos causados por essas
nanocapsulas sobre a producdo de NO. Enquanto as nanocapsulas de PLA e PLA-PEG
demonstraram um efeito inibitério assim como foi observado por Teixeira et al., (2005), as
nanocépsulas de PLA-QUI apresentaram um efeito estimulador sobre a producdo de NO pelas
células J774.Al estimuladas.

Além disso, as nanocépsulas de PLA-QUI apresentam carga superficial positiva e 0s
resultados obtidos se assemelham aos achados de Banerjee et al., (2011) que demonstraram que
lipossomas carregados positivamente induziram o aumento da producdo de NO em cultura de

esplendcitos obtidos de camundongos BALB/c.

Outra explicacdo possivel para o efeito ativador das nanocapsulas de PLA-QUI seria a
presenca da quitosana que pode se ligar a varios receptores para polissacarideos nos macrofagos, o

que desencadearia a ativacdo da via de producdo do Oxido nitrico (Okasaki et al., 1996; Rementeria
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et al., 1997, Kim, 1998). Vale também mencionar que o resultado encontrado para as nanocapsulas
de PLA-QUI, em relacdo a producdo de NO, se assemelha ao observado para outros
polissacarideos, como a a-D-glucana que apresentou a capacidade de estimular a producdo de NO
na presenca de LPS e IFN-y (Stuelp-Campelo et al., 2002).

Dessa forma, acredita-se que os efeitos promovidos pelas diferentes nanocapsulas possam
estar diretamente relacionados com a carga superficial e com a composicéo de seus excipientes. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para se avaliar melhor o mecanismo inibitdrio ou estimulador

dessas nanoparticulas sobre a producédo de NO.

Com relagéo a producéo de citocinas, as nanocapsulas de PLA, na auséncia e na presenca de
soro de BALB/c, promoveram aumento significativo da producdo de IL-10 pelas células J774.Al
estimuladas. De maneira interessante, observou-se que as nanocéapsulas de PLA e PLA-PEG, tanto
na auséncia como na presen¢a de soro de BALB/c, reduziram significativamente a producdo de

TNF-a pelas células estimuladas com LPS e IFN-y.

Sabe-se que o fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina pré-inflamatoria que atua no
recrutamento de leucdécitos e na estimulacdo de fagdcitos mononucleares para producdo de 6xido
nitrico e intermediarios reativos de oxigénio (Wilhelm et al., 2001). No entanto, a citocina IL-10 é
considerada uma citocina imunossupressora e por isso apresenta importante propriedade anti-
inflamatdria. Essa citocina tem a capacidade de prevenir uma resposta imune excessiva atraves da
inibicdo da apresentacdo de antigenos, da producdo de NO e de citocinas pré-inflamatérias como
IL-12, IFN-y ¢ TNF-a (Prakash et al., 2006). Dessa forma, sugere-se que o efeito inibitério na
producdo de NO e TNF-o promovido pelas nanocapsulas de PLA e PLA-PEG possa ser atribuido ao

aumento da producéo de 1L-10.

De acordo com a andlise estatistica observou-se que as nanocépsulas de PLA-QUI, na
presenca de soro de BALBY/c, apresentaram efeito inibidor sobre a producédo de IL-10 pelas células
estimuladas. Além disso, as nanoparticulas de PLA-QUI promoveram aumento significativo na
producdo de TNF-o. Esse resultado se assemelha ao observado por Tan et al., (1999), que

demonstraram que lipossomos catidnicos induziram a secre¢cdo de TNF-a por leucocitos humanos.

Conforme mencionado anteriormente, 0 TNF-a promove a ativagdo de fagocitos
mononucleares para a producdo de substancias pré-inflamatorias, logo o aumento da producgéo de

NO induzido pelas nanocépsulas de PLA-QUI pode estar diretamente ligado ao aumento de TNF-a
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e a diminuicdo de IL-10. Dessa forma, as nanocapsulas de PLA-QUI parecem ter a capacidade de

direcionar a resposta do sistema imune no sentido de induzir uma atividade inflamatoria.

Os diferentes efeitos causados pelas nanocapsulas, na presenca ou na auséncia de soro de
BALB/c, sobre a viabilidade celular e sobre a producdo de NO e citocinas (IL-10 e TNF-a) podem
estar relacionados com a forma ou quantidade de internalizacdo das nanocapsulas pelas células.
Assim, com objetivo de avaliar a internalizacdo dessas nanocapsulas pelas células J774-Al, foi
realizada uma analise por microscopia confocal.

A microscopia confocal demonstrou que as nanocépsulas de PLA e PLA-PEG foram
internalizadas pelas células J774.A1. Na presenca de soro de BALB/c, foi possivel observar
fluorescéncia em alguns vacuolos, demonstrando assim que pode ter ocorrido internalizacdo das
nanocépsulas por uma via diferenciada. Acredita-se que a concentracdo de nanocépsulas de PLA-
QUI utilizada no experimento foi muito baixa, ndo sendo, portanto, detectada pelo microscopio
confocal. A utilizacdo de concentracdes maiores se tornou inviavel visto que essas foram toxicas
paras as células.

Através da andlise quantitativa realizada pela CLAE, observou-se que ap6s 4 horas de
incubacdo, as nanocéapsulas de PLA sofreram maior internalizacdo pelas células J774.A1 do que as
nanocapsulas de PLA-PEG e PLA-QUI, tanto na auséncia como na presenca de soro de BALBI/c.
Esse dados se correlacionam com achados da literatura que demonstram que nanocapsulas de PLA
sdo mais facilmente reconhecidas por células do sistema fagocitico mononuclear do que
nanocapsulas de PLA-PEG (Owens et al., 2006, Mosqueira et al., 1999). Além disso, foi possivel
observar que a presenca do soro de camundongo nao interferiu na internalizacdo das nanocapsulas

pelas células.

Visando avaliar se as nanocapsulas promoveriam alteracdo na resposta imune de macréfagos
em relacdo a um determinado estimulo, foi realizado um experimento de pré-tratamento das células
J774.A1 com diferentes concentracdes de nanocapsulas. Observou-se que os resultados foram muito
parecidos ao obtidos nos experimentos de tratamento. As nanocapsulas de PLA e PLA-PEG
promoveram reducdo da producdo de NO e TNF-a, com consequente aumento da producédo de IL-
10. Sendo assim, acredita-se que as nanocapsulas de PLA e PLA-PEG atuam sobre os macréfagos
J774.A1 de forma a promover a ativacdo da resposta imune no sentido anti-inflamatorio. Porém, as
nanocapsulas de PLA-QUI promoveram diminuicao da liberacdo de IL-10 pelas células estimuladas
e induziram o aumento da producdo de TNF-o e NO. Assim, essas nanoparticulas parecem ativar

uma acgdo pro-inflamatdria pelos macréfagos J774. Al.

67



Conforme observado nos primeiros experimentos, as nanocapsulas sdo capazes de
influenciar a resposta imune de macrofagos J774.A1. Tendo em vista esses resultados, objetivou-se
investigar o efeito dessas nanocapsulas sobre macréfagos infectados com L. infantum. Foi
demonstrado que as nanocapsulas de PLA e PLA-PEG, na presenca de estimulo e de soro de
BALB/c, promoveram o aumento da porcentagem de macrofagos infectados. Além disso, as
nanocapsulas de PLA provocaram aumento do nimero de amastigotas por macrofagos. No entanto,

nenhum efeito foi observado para as nanocapsulas de PLA-QUI sobre os macréfagos infectados.

Com relacdo ao efeito dessas nanocapsulas em modular a resposta imune de macréfagos
J774.A1 infectados, foi avaliado a producéo de NO e citocinas (IL-10 e TNF-a).

As nanocépsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI ndo apresentaram efeito sobre a producao
de NO pelos macréfagos J774.Al infectados com L. infantum e ndo estimulados. Sabe-se que o
Oxido nitrico é muito importante na destruicdo das formas amastigotas da Leishmania (Sousa-
Franco et al., 2006, Holzmuller et al., 2006). Estudos demonstraram que inibidores da producdo de
6xido nitrico levam ao aumento da sobrevivéncia de amastigotas e de sua replicacdo dentro de

macrofagos de camundongos (Gantt et al., 2001; Das et al., 2001).

Levando em consideracdo os resultados da producdo de citocinas, observou-se que as
nanocapsulas de PLA e PLA-PEG, na presenca de estimulo e de soro de BALB/c, induziram
aumento significativo da producdo de IL-10. Essa citocina € capaz de inibir a morte da Leishmania
mediada por NO e por outros mediadores (Vouldoukis et. al., 1997, Kane & Mosser, 2001) e
favorecer o crescimento do parasito no interior dos fagolisossomos (Iniesta et al., 2001; Iniesta et.
al., 2002; Iniesta et al., 2005). Dessa forma, acredita-se que o0 aumento de IL-10 promovido pelas
nanocapsulas de PLA e PLA-PEG esteja diretamente relacionado ao aumento da porcentagem de
macrofagos infectados e ao aumento do nimero de amastigotas por macréfagos. Sabe-se que o
macrofago pode controlar e eliminar o parasito atraveés de inimeros mecanismos que envolvem a
ativacdo de uma resposta inflamatoria com consequente liberacdo de citocinas e intermediarios
reativos de oxigénio e NO (Gorak et. al., 1998, Kane & Mosser, 2000). Conforme demonstrado
anteriormente, as nanocapsulas de PLA, PLA-PEG atuam sobre os macrofagos J774.A1 de forma a
promover a ativagédo da resposta imune no sentido anti-inflamatorio, intensificando assim a infecgdo

causada pela L. infantum.

Apesar de ndo ter sido completamente esclarecido o mecanismo pelo qual as nanocapsulas

de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI exercem seus efeitos, os resultados em conjunto demonstram que
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essas nanocapsulas atuam sobre o sistema imune, elicitando e desencadeando uma resposta

imunoldgica pelos macrofagos J774.A1.

69



CONCLUSAO

70



6. CONCLUSAO

Existem poucos estudos correlacionando o efeito das nanocépsulas sobre o sistema imune,
logo os resultados obtidos sdo bastante promissores, uma vez que podem ampliar e até mesmo

direcionar o uso das nanocapsulas na vetorizacdo de farmacos.

Este é o primeiro relato demonstrando que nanocépsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI,
por si s6, apresentam uma atividade moduladora significativa sobre a producdo de NO, TNF-a ¢ IL-
10. Na presenca do soro fresco de camundongos BALB/c, essa atividade pdde ser observada em
concentragdes mais baixas dessas nanocapsulas. Além disso, 0s experimentos de pré-tratamento
demonstraram que as nanocapsulas de PLA, PLA-PEG e PLA-QUI apresentam a capacidade de
promover alteragdo na resposta imune de macréfagos J774.A1 a um determinado estimulo.

Assim, através de seu efeito imunomodulador, essas nanocapsulas poderdo ser utilizadas
para atuar em sinergismo com determinadas drogas, visando dessa forma, aumentar a eficiéncia de

tratamento para muitas doencas.
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