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RESUMO

O efeito da administracdo do 6mega 3 (DHA) nanoestruturado na
resposta imunoldgica decorrente do desafio inflamatério utilizando
Lipopolissacarideo (LPS) no pulmédo de camundongos in vivo, assim como seu
efeito na inflamacdo das células do epitélio pulmonar do tipo Il A549 in vitro.
Quarenta e dois camundongos foram divididos em 6 grupos tendo 7 individuos
cada: Salina, NanoBranco, NanoDHA, LPS, LPS+NanoBranco e
LPS+NanoDHA. Os grupos NanoDHA e LPS+NanoDHA foram pré-tratados
com o DHA nanoestrutuado via intraperitoneal a 3mg/kg no primeiro dia e os
demais grupos foram pré-tratados com salina a nivel intraperitoneal. No
segundo dia os animais sofreram o desafio com o LPS 500 ng instilado via
intratraqueal. Apos 24h foi realizada a eutanasia, seguido da coleta do lavado
broncoalveolar (LBA), contagem de leucdcito total e diferencial, concentracao
de proteinas totais, medi¢cdes de IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10 e CXCL1/KC e
concentracdo de Oxido nitrico NO no LBA. Os resultados in vivo mostram que o
pré-tratamento diminui 0 numero total de leucdcitos, células mononucleadas,
neutrofilos, assim como o conteddo de proteinas totais, oxido nitrico, IL-1,
TNF-a, IL-10. Contudo, ndo houve reducéo significativa na concentracdo de
CXCL1 e IL-6 entre os grupos desafiados com LPS e pré-tratados com a
NanoDHA. Nos experimentos in vitro utilizando as células do epitélio pulmonar
do tipo Il (A549), foi possivel analisar que nenhuma das concentracfes do DHA
livre e o nanoestruturado apresentaram citotoxicidade. Na medicdo das
citocinas foi possivel verificar reducao IL-8/CXCL8 com NanoDHA1uM, embora
o DHA nanoencapsulado tenha sido utilizado a uma concentragdo 200 vezes
menor. Concluimos que o pré-tratamento com o (DHA) nanoestruturado
apresenta potencial para minimizar processos inflamatdérios pulmonares frente

ao estimulo com LPS em estudos in vivo e in vitro.

Palavras-chave: 6mega 3; nanoDHA; SDRA,; injuria pulmonar; LPS.
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ABSTRACT

The effect of administration of nanostructured omega 3 (DHA) on the
immune response resulting from the inflammatory challenge using
Lipopolysaccharide (LPS) in the lung of mice in vivo, as well as its effect on the
inflammation of type Il A549 lung epithelial cells in vitro. Forty-two mice were
divided into 6 groups with 7 individuals each: Saline, NanoBranco, NanoDHA,
LPS, LPS+NanoBranco and LPS+NanoDHA. The NanoDHA and
LPS+NanoDHA groups were pre-treated with nanostructured DHA
intraperitoneally at 3mg/kg on the first day and the other groups were pre-
treated with saline intraperitoneally. On the second day, the animals were
challenged with LPS 500 ng instilled intratracheally. After 24 hours, euthanasia
was performed, followed by collection of bronchoalveolar lavage (BAL), total
and differential leukocyte count, total protein concentration, measurements of
IL-18, IL-6, TNF-a, IL-10 and CXCL1/KC and nitric oxide NO concentration in
BAL. In vivo results show that pretreatment decreases the total number of
leukocytes, mononucleated cells, neutrophils, as well as the content of total
proteins, nitric oxide, IL-1B, TNF-a, IL-10. However, there was no significant
reduction in the concentration of CXCL1 and IL-6 between the groups
challenged with LPS and pre-treated with NanoDHA. In in vitro experiments
using type Il lung epithelial cells (A549), it was possible to analyze that none of
the concentrations of free and nanostructured DHA showed cytotoxicity. When
measuring cytokines, it was possible to verify a reduction in IL-8/CXCL8 with
NanoDHA1uM, although nanoencapsulated DHA was used at a concentration
200 times lower. We conclude that pre-treatment with nanostructured (DHA)
has the potential to minimize pulmonary inflammatory processes in the face of

LPS stimulation in in vivo and in vitro studies.

Keywords: omega 3; nanoDHA; ARDS; lung injury; LPS.
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1. INTRODUCAO

1.1 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO
AGUDO — (SDRA)

Uma diversidade de enfermidades que culminam em inflamacgao
pulmonar, dano alveolar e edema pulmonar € denominada de sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA) (LUYT et al, 2020). Seu
desenvolvimento é caracterizado pela perda sequencial da integridade da
membrana alvéolo capilar, acumulo de liquido no espaco extravascular e perda
de volume de troca gasosa pulmonar, que resulta em lesdes difusas das
células epiteliais alveolares e endoteliais nos capilares do pulméao (LIU, Chang;
XIAO, Kun; XIE, Lixin., 2022; Goncalves-deAlbuquerque., 2015).

Classificada como uma sindrome de inflamacdo e aumento da
permeabilidade capilar pulmonar, a SDRA foi redefinida por um consenso de
especialistas sendo excluido o termo lesdo pulmonar aguda (LPA), pois
segundo a nova e mais atual definicdo desenvolvida em Berlim no ano de
2012, forneceu a primeira descricao sistematica desta condi¢do, enfatizando a
classificagdo no grau de hipoxemia: leve, moderada e grave, por meio da
avaliacdo da relacdo entre a pressao parcial de oxigénio no sangue (PaO2) e a
fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) (SA, Amanda Vianna de Souza de., 2019;
Roux J et al., 2013).

Essa inflamagé&o vigorosa ocasiona lesdo alveolar resultando em ruptura
da barreira alvéolo-capilar, levando ao extravasamento de proteinas
plasmaticas. Além da ativacdo de outras células efetoras, como neutrdfilos,

macréfagos, endotélio e ativacdo do epitélio (YILDIRIM, Fatma. et al., 2021;
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MATTHAY, Michael A. et al., 2012) (Figura 1). Na fase aguda, citocinas e
lipidios séo liberados, levando a perda da barreira alvéolo-capilar e formacao
de membrana hialina (YILDIRIM, Fatma, et al.,, 2021; M. A. Matthay, et al.,
2012). O epitélio pulmonar € composto por uma camada compacta de células
epiteliais alveolares planas tipo | com células epiteliais alveolares tipo |l
intercaladas, e com base na expressado de moléculas de adeséo e ativacao de
vias pro-inflamatoérias no local a gravidade da lesdo do epitélio pulmonar pode
variar (RIZZO, Alicia N. et al.,, 2022). Lesdo nas células do tipo Il pode
prejudicar a producdo de surfactante, podendo aumentar a suscetibilidade a
infeccdo secundaria. O dano a barreira epitelial do pulméo facilita a inundacao
alveolar e prejudica o transporte de fluido pelo epitélio alveolar, impossibilitando
0 mecanismo normal para manter o espaco aéreo seco (BOS, Lieuwe DJ;
WARE, Lorraine B., 2022). O surfactante pulmonar cobre o espaco alveolar e
reduz bastante a tensdo superficial alveolar, tornando a respiracao possivel em
gradientes normais de pressao transpulmonar (WASNICK, Roxana et al.,
2023). A lesdo nos alvéolos causa consequéncias graves no sistema
surfactante e na homeostase alveolar, induzindo um ciclo vicioso de aumento
da tensao superficial (WASNICK, Roxana et al., 2023).

Numerosas citocinas  pro-inflamatorias  desempenham  papéis
importantes na inflamacdo aguda e no desenvolvimento da SDRA. Citocinas
como, TNF-q, IL-1B3, IL-6 e IL-8 apresentam niveis elevados nos pulmdes de
pacientes com SDRA, assim como o0s altos niveis dessas citocinas foram
encontrados em pacientes que vinheram a o6bito (OLIVEIRA, Maria Talita
Pacheco et al., 2019). As quimiocinas também apresentam papel importante no
desencadeamento da inflamacdo, a literatura tem mostrado que a IL-8
(CXCLS8), parece desempenhar um papel central na regulacdo do recrutamento
de neutrdfilos e, consequente, no dano tecidual, alterando a permeabilidade
alvéolo-capilar em humanos e animais (GOMES, Sharla Paes., 2023; Han S,
Mallampalli RK., 2015; OLIVEIRA).
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Outro aspecto importante da SDRA € a lesdo oxidativa no tecido
pulmonar, responsavel pelo aumento da permeabilidade endotelial, mediada
por espécies reativas de oxigénio (ERO), como o radical anibnico superoxido
(O2-), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH-) e &cido
hipocloroso (HOCI); espécies reativas de nitrogénio (ERN), derivados do 6xido
nitrico (NO) sendo o catabolismo do (NO) considerado um importante indicador
do estresse oxidativo no processo inflamatério. (SANTOS, Laise Aline Martins
dos et al., 2018). As espécies reativas de oxigénio podem levar a lesdo do
DNA, peroxidacdo lipidica com formacdo de moléculas vasoativas e pro-
inflamatorias, oxidacdo de proteinas e alteracdo de fatores de transcricéo,
como o NF-kB e ativacdo da fosforilacdo da MAPK, aumentado a expressao de

genes proé-inflamatério (OLIVEIRA, Maria Talita Pacheco et al., 2019).

Normal alveolus Injured alveolus during the acute phase

Sloghing of
bronchial epithelium

Inactivated

” surfactant

Necrotic or apoptotic
type | cell

Red blood cell

Epithelial
basement
membrane

Type | cell Denuded basement

membrane

Intact type Il cell

Hyaline membrane

Swollen, injured
Endothelial endothelial cell

basement
membrane

Figura 1. Fisiopatologia da SDRA - Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo.
Alvéolo pulmonar normal (lado esquerdo) e Alvéolo pulmonar lesionado na SDRA
(lado direito). Copyright 2000 Massachusetts Medical Society. Todos os direitos
reservados. (BORGES, Aline Moras, 2018).
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Em 2016, um estudo de pacientes em 459 unidades de terapia intensiva
(UTIs) de 50 paises relatou que 10% dos pacientes de UTI e 23% dos
pacientes em ventilagio mecanica preenchiam os critérios para SDRA. A
mortalidade hospitalar de 35-45% se assemelhava muito a descrita pelos
grandes conjuntos de dados usados para validar a definicho de Berlim
(MEYER, Nuela J et al., 2021). A mortalidade precoce muitas vezes esta
relacionada ao fator causal da lesdo pulmonar, e a mortalidade tardia esta mais
associada as complicacdes, por exemplo: sepse e faléncia de multiplos 6rgaos
(MACA, et al,. 2017).

Décadas de pesquisa ndo conseguiram encontrar terapias eficazes que
reduzissem a mortalidade na SDRA estabelecida. Existem dados pré-clinicos
promissores que apoiam o papel das terapias preventivas. O National Heart,
Lung, and Blood Institute (NHLBI) recomendou que futuras pesquisas sobre
SDRA fossem direcionadas principalmente para a sua prevencao, e tem
financiado uma rede de ensaios clinicos para tratamento precoce na SDRA
(WILLIAMS, H.K et al., 2021; SPRAGG, Roger G. et al., 2010). A prevencao
primaria € onde ha uma tentativa de mitigar os fatores de risco para o
desenvolvimento de uma doenca, alterando os comportamentos e exposicées
antes do inicio da doenca. As estratégias de prevencao primaria tendem a ser
universais, sendo dadas a todos os pacientes, sejam eles considerados com

risco aumentado de desenvolver SDRA ou ndo. (Yadav H, et al., 2017).

Estimulos tdo variados quanto hipodxia, citocinas, quimiocinas, trombina,
leucdcitos, lipopolissacarideos (LPS) e padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs) podem levar o endotélio para um estado desregulado e
permedvel que atrai células inflamatorias (Millar FR et al., 2016). Os modelos
experimentais de SDRA utilizam ferramentas diversas para causar a
inflamacgéo pulmonar e a utilizagdo do LPS € um dos modelos mais difundidos,
devido a facilidade de administracdo e reprodutibilidade dos protocolos

experimentais, apresentando respostas semelhantes as infec¢gbes bacterianas,
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além de serem protocolos rapidos e confiaveis para triagem e otimizacdo de
novas drogas (REIS, Gustavo Oliveira dos et al., 2022). O LPS causa dano
pulmonar agudo em camundongos 24h apds a administracdo intranasal ou
intratraqueal, com o influxo de neutrdfilos e citocinas acontecendo a partir de 4-
6h (Chen H, Bai C, Wang X., 2010).

1.2 SEPSE

A sepse é uma sindrome clinica caracterizada por uma inflamacéo
sistémica, gerada por uma reposta imune desregulada em decorréncia a uma
infeccdo (BARICHELLO, Tatiana et al., 2022; BECKER et al., 2009). A resposta
sistémica a infeccdo é marcada pela presenca expressiva de citocinas,
acarretando um descontrole hemodinamico e metabdlico que pode resultar em
choque séptico, disfuncdo de mudltiplos o6rgdos (MODS) e morte
(VACHHARAJANI et al., 2014). Muitos fatores podem desencadear a sepse
como infec¢des por bactérias Gram (-), polimicrobiana (MAGNO et al., 2020;
Goncalves-de-Albuquerque et al., 2018) ou por pneumonia induzida por
bactéria Pseudomonas aeruginosa (Goncalves-de-Albuquerque et al., 2016a),

entre outras causas.

A presencga expressiva de citocinas durante a sepse pode levar a
inflamacdo pulmonar e ao desenvolvimento da sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA) (LI, Wenli et al., 2022), pois a sindrome pode ser
considerada uma lesdo pulmonar difusa aguda, dividida em dois grupos: a
SDRA pulmonar que é provocada por insultos diretos ao epitélio alveolar
(pneumonia) e a SDRA extrapulmonar que é provocada por insultos indiretos

por meio do endotélio vascular (pancreatite, lesées traumaticas graves, sepse e
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multiplas transfusdes sdo as mais comuns) (BOS, Lieuwe DJ; WARE, Lorraine
B., 2022; MARON-GUTIERREZ, 2013).

O sistema imunologico inato funciona como a primeira linha de defesa
contra patégenos através do reconhecimento de seus padr6es moleculares
associados a patogenos (PAMPs) microbianos altamente conservados que sao
reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrdo, incluindo
receptores semelhantes a Toll nas células do sistema imunolégico (KUMAR,
Vijay et al., 2020). Essa interacdo desencadeia a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios através da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, recrutamento
de neutrdfilos e liberacdo de citocinas, TNF-qa, interleucina 1, interleucina 2,
interleucina 6, interleucina 8 e outras, causando adesdo neutroéfilo-célula
endotelial, ativam o sistema complemento através de padrbes moleculares
associados ao dano (DAMPs) e ativacao das cascatas de coagulacao (LIU, Di
et al.,, 2022.; HOTCHKISS Richard S et al.,, 2016). A IL-8 apresenta uma
homologia funcional em camundongos que é a KC (CXCL1), usualmente
dosada em modelos experimentais (PINHEIRO, Nathalia Montouro., 2016).
Muitos componentes da imunidade inata apresentam efeitos paradoxais na
regulacdo da homeostase (LIU, Di et al., 2022). Esse processo de resposta
imune, quando desregulado, pode levar a danos teciduais extensos e sequelas
fisicas, além de comprometimento cognitivo e incapacidade funcional em longo
prazo (CASTRO Léo Victor G et al., 2022).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude e a Assembleia Mundial da
Saude reconheceram como prioridade de saude global, adotando um plano de
acado para todos os membros das Nacdes Unidas, com foco na melhoria da
prevencdo, diagnostico e tratamento da sepse (Gu, Xiaoying et al., 2020;
CASTRO Léo Victor G et al., 2022). Para diminuir os riscos de sequelas em
longo prazo da sepse, as diretrizes atuais para seu manejo, concentram-se no

reconhecimento e tratamentos precoces (CASTRO Léo Victor G et al., 2022).
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A injecao de lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram (-) pode induzir
lesdo pulmonar semelhante a observada nos modelos de sepse bacteriana
(Domscheit et al., 2020, Liu et al., 2015). Em camundongos, induz dano
pulmonar grave e € um modelo animal de SDRA prevalente (KASPI, Haggao et
al., 2021). Via estresse oxidativo mediado por TLR4 provoca infiltracdo de
células inflamatorias, como neutréfilos e macréfagos, nos pulmdes lesionados,
agravando ainda mais a resposta inflamatoria (DHLAMINI, Qhaweniet al.
2022).

1.3 OMEGA 3

A familia dos émegas 3 sdo acidos graxos poli-insaturados PUFAs,
comumente encontrados em peixes considerados de agua fria, por exemplo:
salmdo, atum, sardinha e bacalhau, podem ser encontrados também em 6leos
vegetais, sementes de linhagca, nozes e alguns tipos de vegetais (CANAS,
Gustavo Jose Sandoval et al., 2019). O 6mega-3 é definido como o acido graxo
gue tém seu primeiro carbono insaturado no terceiro carbono da extremidade
Omega da molécula, a localizacdo da primeira dupla ligacdo contada a partir do
final 8Bmega determina se um acido graxo pertence a familia 6mega-6, 6mega-3
ou outro 6mega (AGUIAR NETO, Wanderlino de Sousa et al., 2018). Os seres
humanos ndo podem interconverter o acido graxo 6mega-3 e d6mega-6 entre si,
nem podem sintetizar qualquer um desses acidos graxos a partir do zero,
portanto o acido a-linolénico (mega 3) sdo acidos graxos essenciais porque a
dupla ligacédo, situada no terceiro carbono, ndo pode ser produzidas pelo
organismo humano, de forma que os acidos graxos essenciais devem ser
obtidos a partir da dieta (SANTOS, Verbnica Lisboa., 2016; AGUIAR NETO,
Wanderlino de Sousa et al., 2018).
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Os O0megas 3 sdo uma classe de PUFAs que estdo envolvidos com a
producdo de diversos mediadores anti-inflamatérios e proé-resolutivos
(WATANABE, Yasuhiro., 2020; CALDER, 2013). Os derivados do 6mega 3
acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA)
apresentaram diversas propriedades anti-inflamatorias, derivadas de seus
mediadores como resolvina E1, resolvina D1 e protectina D1, que inibem a
transmigracdo endotelial de neutréfilos para sitios de inflamacéo e a producéo
de IL-1B8 e TNF-a (WATANABE, Yasuhiro., 2020; CALDER, 2013). Com a
inibicdo da producédo de TNF-q, IL-6, IL-1B e também na mudanca do perfil
ativatorio de macrofago, pro-inflamatério M1 para perfil ativatorio anti-
inflamatorio M2. O EPA e o DHA também regulam negativamente o NF-kB,
pois sdo agonistas dos PPAR gama (Jung, T et al., 2022; NOVAK, et al. 2003).
Destacamos o fato de os 6megas 3 serem agonistas dos PPAR gama, tendo
efeitos anti-inflamatérios e pré-resolutivos no pulméao, discutidos por nosso
grupo (CARVALHO et al., 2021). A acdo do PPAR esta relacionada a
capacidade de interferir na translocacéo de NF-kB do citoplasma para o nacleo
(CARVALHO et al., 2021; VANDEN BERGHE et al., 2003). O NF-kB quando
ativado induz a transcricdo de uma serie de genes inflamatérios, incluindo
agueles que codificam COX-2, molécula de adeséo, interleucina-1 (ICAM-1),
proteina de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1), E-selectina, TNF-a, IL-1,
6xido nitrico sintase e proteina de fase aguda (ZUNIGA-HERNANDEZ, Jessica
et al., 2022).

A sintese induzivel do NO (iNOS) foi identificada como um regulador na
progressdo da leséo pulmonar e a concentragédo de NO tem sido utilizada para
avaliar o grau da lesdo pulmonar (MA, Huayi et al., 2020). Por outro lado os
PUFAs 6mega-3 podem proteger o pulméo contra a disfungdo endotelial por
meio da reducéo do estresse oxidativo (ZHU, Jie et al., 2022; KEMSE, Nisha G
et al., 2014). O bmega-3 ativa o receptor de acido graxo FFA4 nos macroéfagos,
e isso desencadeia 0 mecanismo envolvendo a interagdo entre b-arrestina-2 e

FFA4 e subsequente formagdo de complexo com TAB1, que interfere na
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ativacdo de TAK1 e resulta na represséo da fosforilagdo de Akt/JNK e COX-2
mediada pela inducéo de NF-kB (Velloso, Licio A., 2015).

A dieta do mediterraneo é considerada uma das dietas mais saudaveis,
sendo rica em &cidos graxos 6megas 3 e 9. O azeite de oliva vem sendo
utilizado ha& séculos e possui efeitos antioxidante e anti-inflamatério (TOME-
CARNEIRO et al., 2020). A dieta suplementada com azeite de oliva, cujo
principal componente € o 6mega 9 (aproximadamente 70%), protegeu 0s
animais submetidos ao choque endotoxico induzido por LPS segundo Leite,
Pacheco et al. (2005). O nosso grupo mostrou que a suplementacdo com
PUFAs leva a diminuicdo da lesé@o hepética e renal, da producédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), assumindo papel anti-inflamatério e inibidor do
crescimento bacteriano em camundongos submetidos & sepse experimental
(SILVA; MORAES & GONCALVES-DE- ALBUQUERQUE, 2020). Os PUFAs
regulam a inflamacdo gerando mediadores lipidicos pro-resolutivos
(WATANABE, Yasuhiro., 2020; DUVAL et al., 2016) (Figura 2). Por exemplo,
leucotrienos B5, que é derivado de EPA, tem um potencial quimiotatico de 10 a
30 vezes menos potente em neutrofilos do que derivado de leucotrieno B4 do
acido araquiddénico (AA). Portanto, as respostas com EPA como substrato na
sintese de eicosandides tem menor potencial pro-inflamatério do que aqueles
com AA como substrato (KUS-YAMASHITA, Mahyara Markievicz Mancio;
MANCINI FILHO, Jorge., 2022). Além disso, o DHA tem acgdo antioxidante
protegendo o pulm&o contra danos oxidativos (CHEN et al., 2013). Os
mediadores lipidicos procedentes de PUFA, como protectina D1 e Dx
devrivados do DHA, apresentam importantes efeitos protetores no pulméo
relatados por YAN et al., (2021), e por WU et al., (2021).
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Figura 2. Efeitos anti-inflamatérios dos PUFAs 6mega-3. Os PUFAs dmega-3 exercem

seus efeitos benéficos pelos seguintes mecanismos: (1) substrato competicdo com
acido araquidénico (AA) 6mega-6, (2) competicdo com receptores e (3) conversao em
metabdlitos anti-inflamatorios. (ISHIHARA, Tomoaki et al., 2019).

O potencial preventivo dos n-3 PUFAS tornou-se um assunto de intenso
interesse e debate. Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), como o
ibuprofeno e o naproxeno, inibem COX1 e COX2 e sdo os analgésicos de
venda livre mais popular, mostrando a eficacia dos metabdlitos pro-
inflamatorios do AA (DINICOLANTONIO, James J., 2018). Contudo, a inibicdo
seletiva da COX-2 é uma faca de dois gumes, funcionando como um meio
eficaz para a atividade anti-inflamatéria, mas também promovendo eventos
cardiovasculares trombéticos por perturbar a producdo endotelial de
prostaciclina (MITCHELL, Jane A. et al., 2021; YU, Ying et al., 2012). O risco
elevado de complicacdes cardiovasculares em ensaios controlados por placebo
resultou na retirada do mercado de alguns membros da classe de
medicamentos inibidores seletivos da COX-2 (LI, Xinzhi et al., 2013), abrindo
perspectivas para a inclusdo dediferentes terapias naturais que néo
apresentem os mesmos maleficios. Em vez de usar AINEs para inibir a COX-2
e formacdo de metabdlitos do 6mega-6 AA, a utilizacdo do dmega 3 e seus
mediadores lipidicos EPA/DHA na alimentacdo pode proporcionar um efeito
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semelhante para prevenir a inflamagdo cronica de baixo grau
(DINICOLANTONIO, James J., 2018).

1.4 OMEGA 3 (DHA) NANOESTRUTURADO.

Devido a barreira fisiologica pulmonar Unica, a eficiéncia na entrega de
medicamentos aos pulmdes é relativamente baixa, resultando em uma reducéo
consideravel na efichcia e em muitos efeitos colaterais. Além disso, a
heterogeneidade da SDRA pode reduzir principalmente a eficacia terapéutica
dos medicamentos testados (QIAO, Qi et al., 2021). Farmacos livres podem
nao atingir o local e ndo apresentar o efeito desejado com a dose necessaria, e
as drogas em Orgaos ndo-alvo podem estar associadas a reacfes colaterais
(BLANCO, Elvin et al., 2015).

Com distribuicdo de tamanho ajustavel, propriedades de superficie
ajustaveis e capacidade de modificacdo exclusiva para o direcionamento, 0s
nanocarreadores demonstraram grande potencial na entrega de medicamentos
para varios tratamentos de doencas (Gao HL et al., 2016). Nanoencapsulacéo
€ definida como uma tecnologia para encapsular pequenos compostos
bioativos e produzir formulacdes estaveis (Hardy A, Benford D. et al., 2018). O
sistema de nanotecnologia no campo dos medicamentos vem crescendo e
trazendo diversos beneficios como o0 aumento de sua solubilidade,
biodisponibilidade e liberagcdo sustentada (sem picos de dosagem),
possibilidade de acédo direta na célula alvo, entre outras vantagens e tem sido
usado para o tratamento de diversas doencas (PUTTAPPA et al., 2019). Esses
nanossistemas podem transportar drogas hidrofilicas e hidrofdbicas, pois
possuem muitos grupos funcionais na periferia. Além disso, direcionam drogas

para locais especificos e favorecem a captacdo celular, principalmente por
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endocitose e difusdo passiva (CHAVES, Janaina Braga et al., 2022). Valores
de diametro médio de particula inferior a 300 nm e valores de indice de
polidispersidade abaixo de 0,3 garantem homogeneidade na distribuicdo
granulométrica e aglomeracédo reduzida (CLAYTON, Katherine N et al., 2016).
Essas caracteristicas conferem aumento da fluidez da membrana facilitando a
absorcdo transcelular, afrouxando as juncdes estreitas para permitir o
transporte paracelular. Esses sistemas podem ser absorvidos diretamente pelo
sistema linfatico, evitando assim o metabolismo hepético (TRIPATHI, Chandra
Bhushan et al., 2018).

Entre os componentes disponiveis selecionados a nanocapsula de
policaprolactona (PCL) € um polimero semicristalino que € biocompativel e
biodegradavel. PCL é um polimero rigido e a difusdo do farmaco presente no
ndcleo das nanoparticulas é muito devagar, assegurando a liberacdo
sustentada (NIYOM, Yupapor et al., 2019). O DHA tem maior afinidade pela
albumina sérica humana, que € o principal transportador de PUFAs na corrente
sanguinea, auxiliando também nessa liberacéo prolongada (BOR, Gizem et al.,
2022). Além de que o efeito terapéutico potencial do PUFA émega-3 injetadas
intravenosamente para condicfes inflamatorias, precisa apresentar atraso na
sua depuracédo, sendo prolongado na circulacdo (BOR, Gizem et al., 2022). O
Polimero biodegradavel, policaprolactona (PCL) possui muitas vantagens,
incluindo capacidade hidrofébica, boa solubilidade, resisténcia quimica, alta
permeabilidade a pequenas moléculas, e tem sido amplamente utilizado em
sistemas de entrega de drogas de longo prazo. Este tipo de nanoparticulas a
base de polimeros tem recebido grande atencdo devido a sua economia e
vantagens ambientais (KONG, Junjun et al., 2017).

As nanoparticulas de polimeros, especialmente quando revestidas com
um surfactante, tém atraido interesse consideravel para sistemas de liberacéo
de farmacos. Muitos surfactantes foram investigados para comparar sua

eficacia no transporte de medicamentos, mostrando que o Polissorbato80
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(Tween-80) foi um dos mais eficazes no revestimento de nanoparticulas,
levando a absorgdo pelas células endoteliais (REN, Tianbin et al., 2009). O
Polissorbato 80 (Tween 80) é monooleato de sorbitano de polioxietileno,
quimicamente uma mistura de éteres de polioxietileno é um tensoativo ndo
idnico, utilizado como emulsificante em produtos farmacéuticos, oferecendo
maior permeabilidade e efeito de retencdo (KAUR, Harsheen et al., 2021). S&o
utilizados na formulacéo de solucdes injetaveis para aumentar a absorcdo de
drogas soluveis, adicionalmente, também s&o utilizados para estabilizar as
proteinas em formulag6es de anticorpos monoclonais (DAMICO, Francisco Max
et al., 2017).

Em especial os nanocarreadores podem acumular-se passivamente nos
locais de lesdo pulmonar apds sua administracdo sistémica, o que pode ser
atribuido ao aumento da permeabilidade da vascularizagdo patolégica em
areas inflamatorias (Ma B et al., 2020, Shuvave VV et al., 2016). E importante
ressaltar que os pacientes com SDRA sdo mais propensos a sofrer com a
disfuncdo de multiplos 6érgdos, e a nanomedicina pode reduzir os efeitos

colaterais melhorando a eficiéncia do direcionamento (Ma B et al., 2020).

Os &cidos graxos insaturados geralmente sdo encontrados na forma
liguida. S&o nutrientes benéficos e também suplementos dietéticos para a
saude humana. Eles também desempenham papéis essenciais nas atividades
biolégicas das células como componentes principais das membranas celulares
(FU, Jingxin et al., 2022). A incorporacdo do acido graxo 6mega 3, sua
estabilidade e funcionalidade até serem metabolizados pelo organismo humano
devido a sua alta suscetibilidade a deterioracédo oxidativa, ainda é um desafio
para a industria alimenticia; esta é a razdo pela qual o encapsulamento ou
outra forma de protecdo do Oleo € essencial (Timilsena YP et al., 2017). Os
sistemas nanoestruturados sao uma alternativa promissora para proteger os
acidos graxos O6mega 3 contra a oxidacdo, melhorando a solubilidade e

estabilidade. Sendo um sistema promissor para promover a manutencao de
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suas propriedades nutracéuticas, melhorando assim a eficacia terapéutica
(VIEIRA, Maiana da Costa et al., 2020).

Neste trabalho propomos que a administracao intravenosa com o 6mega
3 (DHA) nanoestruturado tem efeito benéfico e protetor na doenga pulmonar
inflamatoria induzida pelo componente de bactérias Gram (-) LPS. Os estudos
sobre estes efeitos e os mecanismos de acdo envolvidos neste modelo pré-
clinico de SDRA podem impulsionar estudos clinicos e maior entendimento do
potencial terapéutico do dmega 3 (DHA) nanoestruturado. Os estudos a
respeito de medidas terapéuticas preventivas sdo muito relevantes no cenario

de saude mundial atual.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administragdo do dmega 3 (DHA) nanoestruturado
em modelo experimental de SDRA induzida pelo LPS in vivo e em células do

epitélio pulmonar do tipo Il (A549) in vitro.

2.2 Objetivo Especifico

A) Avaliar o efeito do pré-tratamento com o 6mega 3 (DHA)
nanoestruturado, em camundongos Swiss desafiados com LPS no pulméo,
analisando o namero total e diferencial de células, juntamente com o contetdo

de proteinas presente no lavado bronco alveolar (LBA).

B) Avaliar os marcadores da inflamacdo pulmonar (citocinas e
quimiocinas) no LBA de camundongos desafiados com LPS e tratados com o
omega 3 (DHA) nanoestruturado.

C) Avaliar o efeito do pré-tratamento com o 6mega 3 (DHA)

nanoestruturados na producédo de oxido nitrico (NO) no LBA.

D) Avaliar o efeito do pré-tratamento utilizando édmega 3 (DHA)
nanoestruturado na viabilidade e na produgdo de citocinas pro-inflamatorias

nas células do epitélio pulmonar do tipo Il (A549), desafiadas com LPS.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1 - Formulacdo do Omega 3 (DHA) nanoestuturado -
Desenvolvimento e caracterizacdo dos nanossistemas
formulados e cedidos pela parceria com a Universidade
Federal do Mato Grosso — UFMT

As suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico NLCs foram
desenvolvidas pelo método descrito previamente baseado na deposicéo
interfacial de polimero pré-formado [Jager, 2009] e caracterizadas quanto
ao seu didmetro médio da nanoparticulas por andlise de espectroscopia
de correlacdo de fétons (Zetasizer® NanoZS modelo ZEN 3600, Malvern
Intruments, Reino Unido). Nessa analise, as nanocapsulas em suspensao
foram diluidas 500 vezes (v:v) em agua ultrapura, filtrada (membrana
0,45 um) e o diametro cumulante médio (Z-average), o indice de
polidispersdo (PDI), resultantes da aplicagdo do método dos cumulantes,
foram medidos num &angulo de deteccdo de 173° (25°C). Para
confirmacdo do diametro médio particular, o diametro médio de esfera
equivalente (ds3) e a distribuicdo de tamanho de particula (Span) foram
avaliadas por difragdo de laser (Mastersizer® 2000 (Malvern Intruments,
Reino Unido). Analises obtidas a 25 °C a partir de um pequeno volume
da amostra (suficiente para obscuracdo do aparelho entre 2 e 8) foram
efetuadas em aproximadamente 100 mL de agua destilada como meio

dispersante.

A determinacdo do pH foi realizada em potenciémetro (Denver®
Instrument VB-10, Nova lorque) previamente calibrado com padrdes pH

4,0 e 7,0 diretamente nas suspensdes coloidais. E o potencial zeta foi
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determinado apds diluicdo das nanocépsulas de 500 vezes em solucdo de
NaCl 10mM.L™ previamente filtrada através de membrana 0,45um, sendo
as medidas efetuadas em triplicata analisando a amostra pela sua
mobilidade eletroforética no equipamento Zetasizer® NanoZS (modelo
ZEN 3600, Malvern Intruments, Reino Unido).

Para estudar a estabilidade das formula¢des, foram monitorados
diametro e pH das suspensbes de nanocapsulas nos tempos 0, 15 e 30
dias (apos o preparo). As formulagbes também foram avaliadas através
do método de espalhamento multiplo de luz (Turbiscan Lab, Formulation
Co. Franca). Nesse equipamento, a amostra (20 mL) é submetida a
verificacdo por um feixe de luz na regido do infravermelho (850 nm) a
25°C por 1 hora. A aquisicdo dos dados se repete a cada 5 minutos,
totalizando 13 varreduras. Dois sensores Opticos detectam a luz
transmitida através da amostra e a luz retroespalhada pela amostra. O
perfil obtido durante a analise para detectar fenbmenos de migracdo de
nanoestruturas e a tendéncia de desestabilizacdo do sistema se baseia
na variacdo nos sinais obtidos a partir da luz retroespalhada ou

transmitida.

3.2 - Experimentos In Vivo

Modelo experimental de injaria pulmonar: Camundongos Swiss

machos de 6-8 semanas foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e

Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da FIOCRUZ. No modelo experimental de

injaria pulmonar induzido por LPS. Estes animais receberam pré-tratamento

com 6mega 3 (DHA) nanoestruturados a 3mg/kg por 1 dia (via intraperitoneal)

antes da instilacdo com LPS. Essa concentracdo administrada da NanoDHA é

33



utilizada em nosso laboratdrio em outros experimentos, apoiado a informacdes
descritas na literatura (BOR, Gizem et al.,, 2022). No dia seguinte foram
submetidos a instilacdo intratraqueal de LPS 500 ng 24 horas antes das
andlises. Os experimentos encontram-se aprovados pela Comissdo de Etica
em Experimentagdo Animal da FIOCRUZ (CEUA) sob licengca L-005/2023.
Coleta do lavado broncoalveolar (LBA): Um dia ap0s a exposicdo do LPS os
camundongos foram sedados via inalatéria (Isoflurano), submetidos a uma
incisdo cervical na linha média pela qual a traqueia fica exposta e os espacos
aéreos foram lavados com cloreto de sédio 0,9% estéril, utilizando uma seringa
de 1ml foi inserido 500ul de salina no pulmdo dos camundongos trés vezes e

seu retorno coletado em eppendorf.

Contagem de células do LBA: A contagem total de leucdcitos foi
realizada por microscopia em camaras de Neubauer apds diluicdo das
amostras de LBA em solucdo Turk (2% de acido acético). Ao total a solucéo
era composta por 180ul de Turk e 20ul da amostra. Apos o preparo da solucéo
foi a realizado centrifugacdo das amostras a 1500 rpm, por 10 minutos a 4°C o
sobrenadante foi estocado e o pellet descartado.

Fixacdo das amostras: Laminas foram fixadas utilizando o fixador
panotipo, na qual as laminas foram submetidas a acao de trés compostos: um
fixador e duas solucdes corantes que demarcam estruturas de acordo com seu
pH. Estruturas acidas tem a tendéncia de se corar em tons de vermelho
(aciddfilas) e estruturas basicas em tons de azul (baséfilas), estruturas que
apresentam um pH neutro irdo apresentar coloracdo intermediaria entre essas
duas cores. Depois de fixadas podem ser lavadas com agua destilada, onde
sdo submetidas a contagem diferencial de células, diferenciando células

mononucleares de polimorfonucleares.

Concentracdo das principais citocinas (ELISA): Citocinas avaliadas
IL-18, IL-6, TNF-qa, IL-10 e KC (CXCL1): A dosagem das citocinas foi realizada
utilizando o sobrenadantes de LBA livres de células através do kits ELISA,
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seguindo as instrucdes do fabricante (Duo Set, R&D Systems, Minneapolis,
MN, EUA). Esse método permite avaliar a expressdo de citocinas em uma
amostra através de uma série de etapas de incorporacdo e que fardo o
reconhecimento da presenca da proteina-alvo. Em seguida promove uma
mudanca de cor ou fluorescéncia que é detectada e lida em espectrofotdmetro.

Dosagem de proteinas: Realizada pelo método BCA utilizando-se um
kit comercial (Pierce® BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific Inc., Rockford,
IL,LEUA). Nesta reacdo forma-se um produto de cor roxa, soluvel em agua, com
pico de absorbancia medida em espectrofotbmetro em comprimento de onda
562 nm, sendo as amostras com maior quantidade de proteinas apresentando

coloracao roxa intensa.

Avaliacdo do NO (Teste de Griess): A medi¢cdo dos niveis de NO foi
realizada em volume 100 pL de sobrenadante do LBA, aplicados em placa de
96 pocos, seguido pela adi¢gao dos reagentes de Griess, 50 yL de sulfanilamida
(2%) e 50 pL de N-(1-Naftil) dicloridrato de etilenodiamina (0,1%). Apos 30 min
de incubacdo a 37 °C, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
comprimento de onda 540 nm (Sunrise, Tecan, Austria). Concentracdo de NO
em amostras foi determinado a partir da curva padréo linear estabelecido por
200 - 3.125 ymol/l de nitrito de sddio.

Andlise Estatistica: Os dados serdo representados como média + erro
médio padrdo (EPM) e analisados estatisticamente utilizando-se o teste pela
nalise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni, sendo

os valores de p< 0,05 considerados significativos.
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3mg/kg no primero dia, ou Salina nos animais. para as  prindpais
via intraperitoneal. analises

Figura 3. Desenho experimental In vivo do modelo de inducdo de inflamagéo
pulmonar (SDRA) através da instilagdo com LPS ou Salina e pré-tratamento com o

6mega 3 (DHA) nanoestruturado via intraperitoneal. llustracdo feita no BIORENDER.

3.3 —Experimentos In Vitro

Cultura de células do epitélio pulmonar do tipo Il (A549): Cultivadas
em garrafa de poliestireno mantidas em meio Dulbeco’s Modified Eagle
Medium suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino previamente
inativado a 56°C por 1 hora, antibioticos (100 U/mL de penicilina e 100 U/mL de
estreptomicina) e armazenadas em estufa na atmosfera de 5% de CO,. Foram
semeadas em placas de 24 e 92 pocos para ensaio de ELISA. Para tal, células
da linhagem A549 foram semeadas em 2 placas de 24 pocos/densidade celular
3x10* e apds 24 horas sofreram o starving com meio sem soro por 3hs. Apds
esse tempo as células foram pre-tratadas com diferentes concentracdes de
DHA Livre (200 pM), e NanoDHA (1 pM), e NanoBranco (1 pM), DMSO 0,1%
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(veiculo da diluicdo — controle negativo de morte celular), meio DMEM (veiculo
de diluicdo das substancias) e triton X-100 0.1% (controle positivo para morte
celular). Ao término de 1 hora do pré-tratamento, adicionou-se LPS (100
ng/mL) para simular lesédo pulmonar induzida por sepse (XU, Baiye; WANGet
al., 2021). Ap6s 24 horas de incubacado foi adicionado resazurina 0.01%. A
resazurina € o composto ativo do reagente alamarBlue, permeavel e ndo téxico
as células, de coloracdo azul e dificiilmente fluorescente. Ao penetrar nas
células vivas, a resazurina é reduzida a resofurina, um composto de coloragao
vermelha. A mensuracdo da absorvancia foi realizada a 535 nm em
espectrofotometro. Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata nas

passagens #4, #6 e #9 da cultura.

Concentragcao das principais citocinas (ELISA): Citocinas avaliadas
IL-6 e IL-8/CXCL8 foram feitas usando o sobrenadante das células usando kits
ELISA, de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Duo Set, R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA). Esse método permite avaliar a expressao de citocinas
em uma amostra através de uma série de etapas de incorporacdo e que fardo o
reconhecimento da presenca da proteina-alvo. Em seguida promove uma

mudanca de cor ou fluorescéncia que é detectada e lida em espectrofotdmetro.

Andlise Estatistica: Os dados serdo representados como média + erro
médio padrdo (EPM) e analisados estatisticamente utilizando-se o teste pela
analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni, sendo

os valores de p< 0,05 considerados significativos.
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Figura 4. Desenho experimental In vitro do modelo de inducéo de inflamacéo pulmonar
(SDRA) através do desafio com LPS e pré-tratamento com o édmega 3 livre e
nanoestruturado nas células do epitélio pulmonar do tipo 1l A549. llustragéo feita no
BIORENDER.

4. RESULTADOS

4.1 Nanoestrutura

Os nanossistemas apresentaram distribuicdo de tamanho monomodal e
nanomeétrica nos trés lotes como o esperado, apresentando-se menor que 300
nm. O potencial zeta das formulagées se mostrou estavel. O mecanismo de
estabilizacdo desse composto é o impedimento estéreo. Os valores de PDI
(Indice de polidisperssao) foram < 0,2. Tabela 1. A parte superior da tabela
exibe a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, representadas em cores

diferentes, demostrando trés diferentes amostras utilizadas.
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Tabela 1: Resultado da distribuigéo e intensidade das nanoparticulas LNC DHA

gerado pelo Nanosizer. Todas as analises realizadas em triplicatas.

Size Distribution by Intensty

25

g 20
§ 1
§ 1
£ .
0
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Nanosizer Z-average PDI Potencial Zeta
LNC DHA 1 172,7 0,113 11,9
LNC DHA 2 176,5 0,01 433
LNC DHA 3 175,2 0,068 13,3
Média 174,8 0,0636 12,8333
Desvio Padrio 1,931321 0,0516 0,808

Na analise macroscopica, as suspensfes de nanocapsulas mostram

aparéncia homogénea, aspecto leitoso, branco e opalescente e com reflexo

azulado, resultante do movimento browniano das nanoparticulas em

suspensao. No estudo desenvolveu-se diferentes LNCs contendo o DHA co-

encapsulados ou n&o. Esses nanossistemas apresentaram distribuicdo de

tamanho monomodal e nanométrica nos trés lotes, com span menor que 2,0,.

Tabela 2. A parte superior da tabela exibe a distribuicdo das nanoparticulas.
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Tabela 2: Tamanho e distribuicdo das nanoparticulas LNC DHA — Realizado
pelo Mastersize.

Partich $ize Distribution

14
A
12 A\

Number (%)

oo N s O O
-

.01 01 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

Mastersizer D 4,3 (um) Span
LNC DHA 1 0,223 1,453
LNC DHA 2 0,221 1,451
LNCDHA 3 0,224 1,455
Média 0,223 1,453
Desvio Padrio 0,00152 0,002

4.2 — Experimentos In vivo

Apos o pré-tratamento com (DHA) nanoestruturado e inducdo de lesdo
pulmonar por LPS, os camundongos swiss foram submetidos a coleta do (LBA)
para posteriores analises. Foi utilizado 100ul das amostras para realizar a
fixacdo e coloracdo das laminas com Panotipo. Nessas laminas investigou-se a
populacdo de células obtidas do LBA dos grupos experimentais. As ceélulas
foram observadas e contadas em microscopio Optico e caracterizadas como

mononucleadas ou polimorfonucleadas. A figura 5 exibe as imagens das
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laminas utilizadas para realizar a contagem total de células por grupo,
mostrando que a estimulacdo com LPS (C) induziu ao aumento nas contagens
de leucdcitos, em comparacdo com o pré-tratamento com NanoDHA+LPS (D)
apos 24h. O pré-tratamento com a NanoDHA (A) ndo causou aumento no
namero de células no lavado broncoalveolar (LBA), assemelhando-se ao grupo

salina (B).

Figura 5. Laminas do Lavado Broncoalveolar LBA. (A) Tratamento
NanoDHA+Salina. (B) Tratados com Salina. (C) Desafio com LPS. (D) Tratado com a
NanoDHA+LPS. Coradas em Panotipo. Aumento de 200x. Imagem representativa.

A figura 6 (A) mostra a contagem total de leucdcitos estimulados pela
inducédo de LPS, evidenciando que houve diminuicdo na contagem total de
leucécitos no grupo de animais que receberam o pré-tratamento com a
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NanoDHA+LPS (p<0,0001). A figura 6 (B) mostra a contagem diferencial de
células mononucleares evidenciando que a estimulacdo com LPS induziu ao
aumento nas contagens de células mononucleares, que foi inibida pelo pré-
tratamento com NanoDHA+LPS apés 24h (p<0,0433). A figura 6 (C) mostra a
contagem diferencial de neutrofilos evidenciando reducdo no grupo que
recebeu o pré-tratamento com a NanoDHA+LPS (p>0,0001). O pré-tratamento
com NanoDHA ndo causou aumento no numero de leucdcitos totais, células
mononucleadas e neutréfilos nas amostras do lavado broncoalveolar (LBA),
assemelhando-se ao grupo Salina, evidenciando que o pré-tratamento com o
omega 3 (DHA) nanoestruturado néo influencia negativamente nos parametros

inflamatorios no pulméo.

Na figura 6 (D) foi analisado a concentragcdo total de proteina nas
amostras, evidenciando diferenca entre o grupos LPS em comparagcdo com o
tratamento NanoDHA+LPS apo6s 24h (p>0,0002). Sugerindo que o tratamento
NanoDHA diminuiu o conteudo de proteinas totais nas amostras desafiadas
com LPS, possivelmente reduzindo o extravasamento de proteinas para o
pulmao. Ndo houve aumento de proteinas totais nos animais pré-tratados com
NanoDHA, evidenciando que o pré-tratamento com o O6mega 3 (DHA)
nanoestruturado nao influencia negativamente nos parametros inflamatorios no

pulmao.
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Figura 6. Efeito do tratamento com a NanoDHA nas concentracdes de
Leucoécitos induzidos pelo LPS. (A) Total de Leucécitos. (B) Total mononucleadas.
(C) Total de neutréfilos e (D) Proteinas totais utilizando o kit BCA. Analisados
estatisticamente utilizando-se o teste pela analise de variancia (one-way ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni, sendo os valores de p< 0,05 considerados

significativos. Experimento repetidos em triplicatas com 7 animais em cada grupo.

43



A figura 7 mostra a concentragéo de citocinas no lavado broncoalveolar
(LBA), onde o estimulo com o LPS no pulm&o dos camundongos, resultou no
aumento de todas as citocinas relacionadas com inflamacéo. Contudo, o pré-
tratamento com o 6mega 3 (DHA) nanoestruturado apresentou reducao
significativa das citocinas, IL-1f (p<0,0118), TNF-a (p>0,0123) e IL-10 no LBA.
Porém o mesmo efeito ndo foi observado nos niveis das citocinas IL-6
(p>0,9999) e CXCL1/KC (p>0,2693). Nos grupos tratados apenas com
NanoDHA nao houve aumento das citocinas, assemelhando-se ao grupo

salina.
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Figura 7. Efeito do tratamento com a NanoDHA nas concentra¢cdes de citocinas
induzidas pelo LPS. (A) Niveis de IL-1B. (B) Niveis de TNF-a. (C) Niveis de IL-6 (D)
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Niveis de IL-10 e (E) Niveis de CXCL1/KC no lavado broncalveolar (LBA). Analisados
estatisticamente utilizando-se o teste pela analise de varidncia (one-way ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni, sendo os valores de p<0,05 considerados

significativos. Experimento repetidos em triplicatas com 7 animais em cada grupo.

A concentracdo de NO também foi avaliado no lavado broncoalveolar
(LBA) Figura 8. O grupo salina apresentou pequena producdo de NO
comparada ao grupo estimulado com LPS que apresentou valores elevados.
No entanto, o grupo pré-tratado com NanoDHA e estimulados com LPS teve
sua concentracdo de NO significativaente reduzida (p< 0,0264). O pré-

tratamento com a NanoDHA n&o apresentou aumento de NO no LBA.
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Figura 8. Teste de Griess determinando concentracéo de 6xido nitrico nas

amostras do LBA estimuladas com LPS e tratadas com NanoDHA. Analisados
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estatisticamente utilizando-se o teste pela analise de variancia (one-way ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni, sendo os valores de p< 0,05 considerados

significativos. Experimento repetidos em triplicatas com 7 animais em cada grupo.

4.3 — Experimentos In Vitro

O ensaio de viabilidade foi realizado em cultura de células do epitélio
pulmonar, pneumdcito do tipo Il (A549). Utilizando a resazurina permeéavel e
ndo téxico as células. Sendo reduzida a resofurina em resposta a atividade
metabdlica das células vivas. Na figura 9 podemos analisar que ndo houve
citotoxicidade nas células tratadas com o DHA Livre (200uM) e o
nanoestruturado NanoDHA (1pM). O LPS né&o induziu morte celular, pois
pretendemos analisar a inflamacdo causada através da concentracdo das

principais citocinas inflamatérias.
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Célula do Epitélio Alveolar - Tipo Il - A549
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Figura 9 — Ensaio de viabilidade em células do epitélio alveolar tipo Il - A549.
Ensaio de viabilidade apdés 24h de tratamento. Foram utilizados como positivos para
viabilidade (Meio e DMSOQ) e triton X-100 como controle negativo. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata nas passagens #4, #6 e #9.

A figura 10 (A) mostra que a concentracdo da citocina IL-6 nas células
do pneumdcito pulmonar tipo Il apresenta tendéncia a reducdo nas amostras
pré-tratadas com a NanoDHA1uM+LPS100ng (p< 0.062), porém nao houve
diferenca com o pré-tratamento com o DHA livre. Na figura 10 (B), houve
reducdo da citocina IL8/CXCL8 nas amostras pré-tratadas com
NanoDHA1uM+LPS100ng (p<0,0100), porém o DHA Livre n&o apresentou
diferenca significativa. Evidenciando que o pré-tratamento com o DHA Livre e a
NanoDHA ndo apresentam aumento na concentragcdo das citocinas IL-6 e

ILB/CXCLS8 no grupos controles.
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Figura 10. Efeito do tratamento com a NanoDHA e DHA Livre nas concentragdes
de citocinas induzidas pelo LPS no pneumécito pulmonar do tipo Il A549. A)
Niveis de IL-6. B) Niveis de IL-8 in vitro. Analisados estatisticamente utilizando-se o
teste pela analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni,
sendo os valores de p< 0,05 considerados significativos. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata nas passagens #4, #6 e #9.

5. DISCUSSAO

Entre os nanocarreadores mais comuns usados para entrega de
medicamentos no pulmao estdo as nanoparticulas poliméricas devido a sua
biocompatibilidade, capacidade de modificacdo de superficie, capacidade de
producdo em larga escala, producéo livre de solventes organicos, capacidade
de transportar uma grande quantidade de medicamento lipofilico e protecdo do
medicamento, tendo um perfil de liberacdo controlada, as nanoparticulas
poliméricas sdo amplamente observadas na literatura de nanomedicina e pode

ser aplicado a administracdo pulmonar (DE CARVALHO PATRICIO, Beatriz
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Ferreira et al., 2022). A incorporacdo do DHA, sua estabilidade e
funcionalidade até serem metabolizados pelo organismo humano devido a sua
alta suscetibilidade a deterioracdo oxidativa, ainda é um desafio para a
industria alimenticia; esta é a razdo pela qual o encapsulamento ou outra forma

de protecéo do 6leo é essencial para esse fim (Timilsena YP et al., 2017).

A entrega pulmonar € um processo complexo que depende da
formulacdo do farmaco e das caracteristicas do paciente. Para efeito
farmacolégico, as particulas do medicamento devem ultrapassar as vias aéreas
inferiores, para serem depositadas mais profundamente no pulméo. Este
processo depende da distribuicdo de tamanho, morfologia e densidade das
particulas, uma vez que estes fatores impactam diretamente a aerodinamica
das particulas (GHADIRI, Maliheh et al., 2019; DE CARVALHO PATRICIO,
Beatriz Ferreira et al., 2022). Valores de diametro médio de particula abaixo de
300 nm e valores de indice de polidispersidade abaixo de 0,3 garantem
homogeneidade na distribuicdo granulométrica e aglomeracdo reduzida
(CLAYTON, Katherine N. et al., 2016). A LNC DHA apresenta distribuicdo de
tamanho monomodal e nanométrica menor que 300 nm e os valores de PDI
foram < 0,2 evidenciando maior grau de homogeneidade da amostra.
Informacdes sobre o didametro médio das particulas é importante, pois € sabido
que devido ao tamanho reduzido de particulas, as LNCs sdo capazes de
penetrar e interagir com capilares e células endoteliais (CHAVES, Janaina
Braga et al., 2022). A LNC DHA demostra valores de potencial zeta
importantes, indicando estabilidade, devido a presenca do tensoativo nao
ibnico na interface particula-agua, visto que esta relacionada com cargas de
superficie provocadas pela dissociacdo de grupos funcionais na superficie da
particula e 0 meio dispersante ou pela adsorcdo de espécies idnicas presentes
no meio aquoso onde as nanocapsulas estdo dispersas, ndo demostrando
indicios de desestabilizacdo ou aglomeracdo das particulas, o polissorbato 80
também possui afinidade e interacdo por proteinas plasmaticas (CHAVES,
Janaina Braga et al., 2022). O D[4,3] também analisa o tamanho média da
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particula em volume (SONG, Yan et al.,2020) evidenciando valores < 300 um.
Outro parametro seria 0 span menor que 2,0, indicando que nao houve
presenca simultanea de microparticulas conforme apresenta a tabela 01. O pH
das formulacdes manteve-se levemente &cido, caracteristica que se deve ao
veiculo aquoso e ao polimero (PCL) utilizado. Além disso, 0 uso de polimero
biodegradavel (PCL) como uma barreira semipermeavel, permite liberacao
controlada do farmaco nanoencapsulado, permanecendo por um longo periodo

na circulagcao sanguinea mantendo por mais tempo o nivel sérico.

O desafio com LPS promoveu no LBA, intensa infiltragdo celular nos
alvéolos em decorréncia da inflamacéo intersticial desenvolvida, e a presenca
em excesso de PMN nos alvéolos pode resultar em dano adicional ao tecido
pela liberagdo de multiplos mediadores citotoxicos. Contudo, tendo como base
os resultados, foi possivel observar que os grupos pré-tratados com o 6mega 3
(DHA) nanoestruturado e desafiados com LPS, apresentaram reducdo do
acumulo de células no pulmédo nos experimentos in vivo. Os neutréfilos sdo as
primeiras células imunes recrutadas para o local da inflamacao, acompanhados
pelo aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar e edema pulmonar
(FERREIRA, Larissa Adilis Maria Pava et al., 2020). Clinicamente, o niumero de
células inflamatérias, primordialmente neutréfilos, no LBA de pacientes com
SDRA correlaciona-se estreitamente com a gravidade da doenca e a
atenuacao desse infiltrado celular reduz o dano pulmonar e melhora da funcgéo
alvéolo-capilar (FERREIRA, Larissa Adilis Maria Pava et al., 2020; FUJISHIMA,
S et al.,, 2014). Nossas andlises demostraram que a administracdo de LPS
induziu o acumulo de células inflamatérias no LBA, principalmente PMN, sendo
a maior parte composta por neutrofilos. Entretanto, o pré-tratamento com o
omega 3 (DHA) nanoestruturado diminuiu acentuadamente o influxo dessas
células na cavidade pulmonar nos animais doentes. A migracdo de células
mononucleadas também foi revertida com o pré-tratamento com o 6mega 3
(DHA) nanoestruturado, conferindo a reducdo do processo inflamatorio e

consequente ativacdo neutrdfilica. Esses resultados s@o expressivos, pois
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indicam que a O0mega 3 (DHA) nanoestruturado possa estar modulando
negativamente a migracdo de PMN pela diminuicdo da expressao de moléculas
de adeséo, como selectinas e integrinas no endotélio pulmonar, bem como na
diminuicdo de moléculas quimiotdticas demonstrado anteriormente por
Nordgren, Tara M. et al., (2014).

A permeabilidade vascular foi mensurada por meio do extravasamento
proteico presente no LBA dos animais, de forma que a concentracdo de
proteinas totais é diretamente proporcional a permeabilidade vascular, pois a
alta concentracdo de proteinas no LBA é um dos indicadores que o LPS
comprometeu a integridade da membrana alvéolo capilar, resultando em uma
condicdao fisiopatoldgica caracterizada por inundacao de liquido a nivel alveolar
e edema pulmonar e subsequente hipoxemia, podendo levar a hemorragia
alveolar aguda onde as células endoteliais e os pneumacitos sofrem necrose
(MOHAMMAD RIZWAN SIDDIQUI et al., 2019). Nossos resultados
demonstram que 0s animais doentes apresentaram aumento expressivo de
conteldo proteico no pulméo, caracterizando, portanto, a perda da integridade
e consequente aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar. O pré-
tratamento com o 6mega 3 (DHA) nanoestruturado nos animais pré-tratados
diminuiu o excesso de conteudo proteico no LBA (Figura 6 D). Esse efeito do
omega 3 (DHA) nanoestruturado na inflamacdo pulmonar é corroborado com
resultados descritos em trabalhos anteriores que demonstram a atividade anti-
edematogénica dos mediadores pro-resolutivos do émega 3, em especial a
Protectina DX (PDX) derivado do (DHA) administrada via intraperitoneal em
modelos experimentais de edema pulmonar induzidos pela instilacdo
intratraqueal de LPS (YANG, Jing-Xiang et al.,, 2020). Assim como foi
observado diminuicdo da permeabilidade vascular induzida por ventilacdo
mecanica causada por paraquat (PQ) apos administracdo do 6mega 3 livre via
oral a 500 mg/kg nos camundongos por CHEN, Jingjing et al., 2013 (XIA, Haifa
et al., 2019; CHEN).
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As citocinas IL-1B, TNF-qa, IL-6 e CXCL1 sao importantes indicadores
sistémicos da fase aguda da inflamacdo, sendo seus niveis elevados
associados a piora da condicdo clinica. Os resultados do presente estudo
indicaram o aumento significativo nos niveis de TNF-a, IL-6, IL-1(3, IL-10 e
CXCL1 no LBA de animais desafiados com LPS. Os animais pré-tratados com
o O6mega 3 (DHA) nanoestruturado e instilados com LPS apresentaram
diminuicdo na producédo de IL-1B, TNF-a, IL-10, porém, na concentracdo de
CXCL1 e IL-6 nédo foi reduzida. A IL-13 tem como fonte de sua sintese os
neutroéfilos ativados presentes nos alvéolos pulmonares na SDRA (ZHANG et
al., 2017). Em pacientes com SDRA, a IL-1 € o principal mediador inflamatério
encontrado no LBA (BUTT; KURDOWSKA; ALLEN, 2016; MOKRA;
KOSUTOVA, 2015). Diversos estudos clinicos indicam que as interacdes entre
a IL-1B e sua familia de ligantes e receptores em diversas populag¢des celulares
presente no tecido pulmonar desempenham papel crucial no desenvolvimento
da SDRA, por estimular a producdo de uma grande variedade de outros
mediadores, como as quimiocinas CXCL-8, entre outros (BAUERNFEIND et al.,
2009; VAN DE VEERDONK et al., 2011). Portanto a reducdo desta citocina
corrobora com resultados descritos por LIU, Chenchen (2023) e através deste
resultado podemos mais uma vez tracar um perfil de comparacédo do potencial
do 6mega 3 (DHA) nanoestruturado com o desempenho deste acido graxo em

sua forma livre amplamente descrita na literatura.

O TNF-a é a primeira citocina multifuncional produzida por macréfagos
alveolares estimulados por LPS, e inicia a cascata inflamatéria estimulando
outras células a secretar citocinas e quimiocinas (YEH, C. H. et al., 2014). Uma
das caracteristicas da resposta inflamatoéria esta ligada ao extravasamento do
plasma e ao aumento dos niveis de TNF-a no pulmdo. Quando sua
concentracdo esta depletada, apresenta associagdo com a redugcdo da
inflamacgéo pulmonar (PINHEIRO, Nathalia Montouro., 2016). Podemos inferir
que o TNF-a esteja contribuindo para a lesdo tecidual e ativando o endotélio

pulmonar no sentido de permitir a migracao de neutrofilos para o tecido. Assim
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0 Omega 3 (DHA) nanoestruturado esteja, reduzindo sua producdo comparada
com o grupo LPS e contribuindo para diminuicdo da lesdo pulmonar neste

modelo.

Entretanto, o nivel de IL-6 no LBA néo foi reduzido significativamente nos
animais pré-tratados, evidenciando que o processo inflamatério estd em curso
e segundo FERREIRA, Larissa Adilis Maria (2020) os niveis elevados de IL-6
no liguido do lavado broncoalveolar LBA tém sido caracterizado como mal
progndéstico em pacientes com SDRA mostrando a necessidade de possiveis
ajustes em relacdo a concentracdo e numero de vezes em que a hanoestrutura
€ administrada como pré-tratamento, com o objetivo de verificar se a resposta
sistémica desses mediadores anti-inflamatoérios do 6Gmega 3 poderia ser ainda

mais eficaz.

A IL-10 é uma citocina pleiotrépica cuja funcdo primaria na maioria dos
tecidos é limitar a resposta inflamatéria; no entanto, na infeccdo pelo SARS-
CoV-2, outras patologias e processos inflamatorios pulmonares ela esta
dramaticamente elevada (KOCHERLAKOTA, Chandrashekhar et al., 2022).
Sendo encontrada em niveis elevadas em doentes com SDRA (PINHEIRO,
Nathalia Montouro., 2016). A IL-10 apresenta concentracfes aumentadas nos
grupos desafiados com LPS, confirmando informacdes contidas na literatura
onde o equilibrio de TNF-a e IL-10 é o resultado de um controle autdcrino, em
que TNF-a ativa a sintese e a secrecdo de IL-10, enquanto IL-10 regula
negativamente a formacdo de TNF-a por feedback negativo (TESSARO,
Fernando Henrique Galvao, et al., 2014). Existe um estudo realizado por HAR,
Ulrike et al., (2023) onde foi demonstrado que administracdo do émega 3
ocasiona também na diminuicdo de marcadores anti-inflamatério circulantes IL-
10, sendo interpretado por efeito compensatorio com base na diminui¢cdo das
concentracbes inflamatorios. Contudo essa associacdo ainda ndo esta
totalmente clara. Foram medidos os niveis desta citocina presente no LBA e 0s

grupos pré-tratados com o dmega 3 (DHA) nanoestruturado reduziram os
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niveis de IL-10 induzidos por LPS sugerindo que o aumento nos niveis de IL-10

esta associado com niveis aumentados de inflamacéao pulmonar.

Verificou-se que o LPS induziu um aumento no nivel da citocina
CXCL1/KC nos grupos de animais doentes. Esta é uma citocina homologa a IL-
8 humana (PINHEIRO, Nathalia Montouro., 2016). Estudos indicaram que
CXCL1/KC contribui para o recrutamento de neutrofilos para os tecidos em
resposta ao LPS (YIN, Zhigang et al., 2021) e também tem sido utilizada para
indicar inflamacdo nas células do epitélio pulmonar (KO, Hung-Shuo et al.,
2023). Surpreendentemente, n0s NOSSOS experimentos, o pré-tratamento com o
omega 3 (DHA) nanoestruturado nao foi capaz de reduzir seus niveis

comparado ao grupo desafiado com LPS.

Enquanto que nos animais desafiados apenas com LPS, houve um
aumento nos niveis de NO nas amostras. Em animais pré-tratados com o
omega 3 (DHA) nanoestruturado levou a uma diminuicdo do NO no LBA. O
estresse oxidativo é produzido no desenvolvimento da inflamacédo das vias
aéreas e inicia um ciclo de feedback positivo que perpetua a inflamacéo,
afetando sua resolucdo (WANG, Lei et al.,, 2014). Dados experimentais
sugerem que a producdo de NO em maior quantidade pela iINOS possa ter
efeitos nocivos sobre a circulacdo pulmonar em condi¢cdes patologicas
acompanhadas por intensa inflamacéo, como na SDRA. Pois foi observado que
pacientes com SDRA apresentam concentracfes pulmonares elevadas de
metabdlitos do NO (nitrito e nitrato) (DIAS-JUNIOR, et al., 2008), contribuindo
para o agravo do quadro inflamatério. Os efeitos antioxidantes do dmega 3,
como o EPA, sao atribuidos a sua capacidade de eliminar espécies reativas de
oxigénio associadas as membranas celulares e as lipoproteinas, inibindo a
propagacdo de radicais livres através das mdultiplas ligagbes duplas (TONG,
Haiyan et al., 2022). Foi observado uma diminuicdo na producdo de NO no
LBA em animais alimentados com 6leo de bacalhau enriquecido com 6mega 3
(SAINI, A.; HARJAI, K.; CHHIBBER, S et al., 2011). Em ensaios humanos a
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suplementacao dietética de PUFA n-3, verificou niveis mais baixos de eNOs,
eosindfilos séricos no escarro (ZUNIGA-HERNANDEZ, Jessica et al., 2022;
SCHUBERT, R et al. 2009).

Nosso experimento in vitro, foi possivel analisar que a concentracdo do
omega 3 livre (200uM) e o nanoestruturado (1pM) ndo apresentaram
citotoxicidade. O pré-tratamento com a NanoDHA1uM+LPS100ng apresentou
tendéncia a reducdo nas concentracbes da citocina IL-6 proxima da
significancia. Contudo o DHA Livre 200pM n&o apresentou reducdo na
concentragdo desta citocina. Nos resultados da citocina IL8/CXCL8, o pré-
tratamento apresentou diferenca significativa com NanoDHA1uM+LPS100ng,
enguanto que o pré-tratamento com o DHA livre ndo apresentou reducdo desta
citocina. Este dado pode estar relacionado ao potencial do 6mega 3 (DHA)
nanoestruturado mesmo estando em uma concentracdo 200 vezes menor.
Esses resultados demostram que o 6mega 3 (DHA) nanoestruturado se
demostra promissor, visto seu potencial em reduzir IL-8 mesmo apresentando
uma concentracao drasticamente inferior a sua forma livre. A IL-8 prediz SDRA
apos trauma e é considerada um dos quimioatraentes de neutréfilos mais
potentes na inflamacdo (Humphries DC, et al., 2022). Um estudo anterior
descobriu que RhoA medeia a ativacdo de NF-kB e a producéo de IL-8/CXCL8
induzida por LPS em células epiteliais do trato respiratério (Qin L, et al., 2014).
IL-8/CXCL8 é uma quimiocina importante que promove 0 recrutamento de
neutréfilos para a area em processo inflamatorio. Os neutrofilos infiltrados
podem piorar a resposta inflamatdria ao liberar alguns mediadores, o que
causa danos ao tecido do trato respiratério, hipersecrecdo de muco e
insensibilidade aos esteroides (Yuliani FS et al., 2022). Portanto a sua reducdo
€ extremamente promissora para uma boa resposta resolutiva mediante um
modelo de SDRA.

A escolha do modelo experimental de SDRA induzida por LPS para
averiguar os efeitos do 6mega 3 (DHA) nanoestruturado se deve ao fato de que
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a SDRA, é caracterizada como problema de salde mundial, com
mobimortalidade elevada. A SDRA €& caracterizada por extensa reacao
inflamatoria tecidual, marcada por neutrdéfilos, juntamente com a ruptura da
barreira alvéolo-capilar levando ao grave comprometimento das trocas
gasosas. Entretanto, até o presente momento ndo existe uma farmacoterapia
adequada para tratar essa sindrome, sendo, portanto, urgente e necessario a
busca por estratégias terapéuticas eficazes (CHANG et al.,, 2018; CRUZ;

WEISS; ROCCO, 2016).

6. CONSIDERACOS FINAIS

Este estudo tem algumas limitacbes que devem ser abordadas.
Primero, ndo realizamos neste trabalho a administracdo do 6mega 3 livre in
vivo. Os custos para estas andlises seriam proibitivos, fortalecendo a
importancia do desenvolvimento de nanoformulagdes o que viabilizou a
execucao do presente projeto. Trabalhos da literatura que utilizaram o 6mega 3
livre e seus mediadores anti-inflamatdrios e pro-resolutivos foram importantes
para a concepcdo do presente projeto. Os resultados atuais abrem
perspectivas para andlises futuras focando no potencial do 6mega 3 (DHA)

naoestrururado.

6.1 CONCLUSAO

O tratamento com o 6mega 3 (DHA) nanoestruturado demonstrou

atenuar parametros inflamatoérios causados pelo desafio com LPS, de forma a
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reduzir a migracdo celular, principalmente de neutrdfilos, reduzir edema, e a
concentracédo de TNF-a, IL-1(3, IL-10 e NO no LBA in vivo. Tendo em vista que
foi realizado uma uUnica administracdo do 6mega 3 (DHA) nanoestrturado via
intraperitoneal como pré-tratamento nos animais, 24h antes do desafio com
LPS, os resultados indicam seu potencial, considerando a capacidade do DHA
em regular processo inflamatério. Os resultados in vitro se mostram
consonantes visto que a nanoestrutura ndo alterou de maneira danosa a
resposta inflamatéria nas células do pneumdécito pulmonar do tipo Il — A549 e
apresenta capacidade de diminuir uma das citocinas relacionadas ao processo
inflamatorio IL-8/CXCL8. Estes resultados sdo animadores e suportam a
realizacdo de mais experimentos para desvendar seus mecanismos de acao

preventiva do DHA nanoestruturado.

6.2 PESPECTIVAS:

Tendo como base os resultados deste trabalho, pretendemos realizar
futuramente uma analise da inflamacéo sistémica, contagem de células e niveis
de mediadores pré-inflamatérios no sangue. Também analisaremos o0s
processos oxidativos a nivel pulmonar. Nos experimentos in vitro pretendemos
tracar uma curva cinética das citocinas em diferentes tempos, 6, 12 e 24h, e
em diferentes concentracbes de LPS, auxiliando no entendimento das
respostas metabdlicas da inflamacado, tendo em vista que os resultados em
24hs se demostam promissores com auséncia de citotoxicidade, abrangendo
mais alternativas para acompanhar o perfil anti-inflamatorio do 6mega 3 (DHA)

nanoestruturado.
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