UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS PROGRAMA DE POS
GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: BIOQUIMICA
TOXICOLOGICA

Jean Lucas Gutknecht da Silva

EFEITO DA ASSOCIACAO DE VITAMINA Ds E CURCUMINA
NANOENCAPSULADAS SOBRE O METABOLISMO DE PURINAS EM
MODELO DE ARTRITE

Santa Maria, RS
2019



Jean Lucas Gutknecht Da Silva

EFEITO DA ASSOCIACAO DE VITAMINA D; E CURCUMINA
NANOENCAPSULADAS SOBRE O METABOLISMO DE PURINAS EM
MODELO DE ARTRITE

Dissertacao apresentada ao Curso de Pos-
Graduagéo Ciéncias Biologicas:
Bioquimica Toxicoldgica, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para a obtencéo do titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas:
Bioquimica Toxicoldgica.

Orientadora; Profd. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal

Santa Maria, RS
2019



da Silva, Jean Lucas Gutknecht

Efeito da associagao de vitamina D3 e curcumina
nanoencapsuladas sobre o metabolismo de purinas em
modelo de artrite / Jean Lucas Gutknecht da Silva.-
2019.

104 p.; 30 cm

Orientadora: Daniela Bitencourt Rosa Leal

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Programa de
P6és-Graduagao em Ciéncias Bioldégicas: Biogquimica
Toxicolégica, RS, 2019

1. Artrite 2. Vitamina D 3. Curcumina 4. Nanocapsulas
5. Sistema Purinergico I. Bitencourt Rosa Leal, Daniela
IT. Titulo.

Sistema de geragdo automdtica de ficha catalogrdfica da UFSM. Dados fornecidos pelo
autor(a). Sob supervisdo da Diregdo da Divisdo de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. Bibliotecdria responsdvel Paula Schoenfeldt Patta CRB 10/1728.



EFEITO DA ASSOCIACAO DE VITAMINA Ds E CURCUMINA
NANOENCAPSULADAS SOBRE O METABOLISMO DE PURINAS EM
MODELO DE ARTRITE

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-
Graduacéao Ciéncias Biologicas:
Bioquimica Toxicologica, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para a obtencdo do titulo
de Mestre em Ciéncias Biolodgicas:
Bioquimica Toxicoldgica.

Aprovado em 19 de fevereiro de 2019:

Daniela Bitencourt Rosa Leal, Dra. (Presidente/Orientadora)

Maria Rosa Chitolina, Dra. (UFSM)

~”  Rosélia Maria Spanevello,|Dra. (UFPel)

Santa Maria, RS
2019



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a todas as pessoas que ja participaram da minha
educacao, me ensinando, corrigindo, repreendendo, guiando e compartilhando.

Sigo meu caminho para poder dar ao mundo o que ele tem me
proporcionado, o conhecimento...



AGRADECIMENTOS

Primeiramente aos meus pais Lisiane e Francisco por me concederem a vida,
acreditarem e depositarem em mim toda a confiangca me fornecendo toda educacgéo,
carinho e auxilio para que eu me torne um grande homem.

Agradeco a minha avo Elo4, por ser minha segunda méae, educando, ensinando
e guiando, sem a sra. com certeza eu nao estaria aqui.

A minha namorada Fernanda, pelo amor, amizade companheirismo e por ser a
pessoa a estar compartilhando os bons e maus momentos.

A orientadora Daniela Leal, pela oportunidade e confiangca depositada, pelos
ensinamentos e toda a ajuda.

A minha amiga/colega/coorientadora/ Daniela Passos, por me receber, auxiliar,
ensinar e acima de tudo por ser exatamente a pessoa que és. Obrigado.

Aos meus colegas e amigos do Labibio, Viviane, Alessandra, Fernanda,
Renata, Matheus, Paulo, Pedro, Lara, Karine, Patricia, Claudio, Jodo Matheus, Jodo
Felipe, Mauren pelo auxilio para desenvolver este trabalho, pela troca de
conhecimentos e pelo companheirismo do dia a dia.

Aos professores e funcionarios do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia e do Programa de P6s Graduacao em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica
Toxicoldgica da UFSM pelo auxilio e apoio prestados.

Aos professores e colegas que participaram dessa caminhada, obrigado por
todos os ensinamentos, vocés sao responsaveis pelo meu crescimento profissional.

A banca examinadora, por aceitarem o convite e pelas contribuicbes que
prestardo a este trabalho.

A todos que de alguma forma colaboraram para o desenvolvimento deste
trabalho ou para o decorrer da minha caminhada para me tornar mestre, lhes deixo
minha gratidao e respeito.



"A Unica coisa que vocé pode controlar sGo suas escolhas.”
Autor desconhecido.



RESUMO

EFEITO DA ASSOCIACAO DE VITAMINA Ds E CURCUMINA
NANOENCAPSULADAS SOBRE A SINALIZACAO PURINERGICA EM MODELO
DE ARTRITE

AUTOR: Jean Lucas Gutknecht da Silva
ORIENTADORA: Daniela Bitencourt Rosa Leal

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria cronica, autoimune, sistémica altamente
debilitante. A vitamina Dz (VDz), possui papel imunomodulador na AR, exercendo acao inibitéria sobre
linfécitos T na producéo e acdo de citocinas. A curcumina, polifenol derivado da Curcuma longa,
interage com alvos celulares e moleculares, promovendo efeitos farmacolégicos e imunomoduladores
em muitas patologias, incluindo AR. Portanto, € de interesse cientifico testar uma terapia de
combinacdo dessas duas substéncias no tratamento desta patologia. A fim de aumentar a
biodisponibilidade e estabilidade da curcumina e aumentar a eficacia terapéutica e bioatividade da VD3
no sistema imunolégico um sistema de nanoencapsulacédo foi utilizado. A sinaliza¢do purinérgica
desempenha um papel relevante na modulagéo das respostas inflamatorias e imunes da AR. Estudos
envolvendo avaliacdo da atividade de enzimas que participam da cascata de degradacdo dos
nucleotideos da adenina sdo importantes para verificar a sinalizacdo purinérgica na regulacdo da
resposta imune e inflamatéria durante a evolucao clinica de vérias doencas. O objetivo deste estudo
foi avaliar os possiveis efeitos da associacdo destes compostos na forma nanoencapsulada, sobre a
sinalizacao purinérgica por meio da atividade das enzimas E-ADA e E-NTPDase, em modelo de artrite
induzida pelo adjuvante completo de Freund (CFA). Também foram avaliados parametro bioquimicos
e de estresse oxidativo. Ratos Wistar foram divididos em grupos com e sem inducgéo de artrite. CFA foi
administrado na pata traseira dos animais, ap6s 15 dias, foram realizados testes de indugéo da artrite,
hiperalgésica termal, edema de pata e escore de artrite. No 15° dia iniciou-se o tratamento com
nanocapsulas de VDs (15,84 Ul/dia) e curcumina 4mg/kg em separado e em associagdo, ou com
curcumina na forma livre 25mg/kg, com o veiculo ou com nanocapsulas branca, durante 15 dias. No
30° dia foram realizados novamente testes de inducdo da artrite, bioquimicos e atividade das
ectoenzimas em plaquetas, neutréfilos, linfocitos, mieloperoxidase (MPO) e espécies reativas de
oxigénio (EROS). Figado e rim foram coletados para andlises histopatolégicas. Os resultados
demonstram o sucesso do modelo em gerar um processo inflamatério, comprovado pelo aumento no
edema de pata e no escore de artrite e da hiperalgesia. Ndo foram observadas alteracdes
histopatolégicas nas analises hepéticas dos animais e ndo foi encontrada deposicdo de nanocapsulas.
O aumento na vascularizagdo e desorganizacdo dos glomérulos renais dos animais artriticos foram
revertidos pelos tratamentos. Houve reducéo na atividade da E-NTPDase de neutrofilos e aumento na
E-ADA em neutrdéfilos, plaguetas e ADA em soro somados com a diminui¢cdo da E-ADA em linfécitos
sugerem uma resposta pré-inflamatéria nos animais induzidos. A atividade de MPO elevada nos
animais artriticos confirmou o processo inflamatério, contudo as EROS néo se alteraram pds inducao
e/ou tratamento. Ambas as formula¢cdes nanoencapsuladas mostraram reduzir os sinais e sintomas da
inflamacéo, reverter as alteracdes das atividades das ectoenzimas e proteger tecidos hepéticos e renais
pela reversédo visdo histolégica e de redugdo da MPO. Assim, os tratamentos em associacdo de
nanocapsulas obtiveram sucesso, sugerindo efeito anti-inflamatério com reducdo da dose, e
superacédo de dificuldades de absorcéo e distribuicdo desses compostos, podendo servir terapia
adjuvante para o tratamento da artrite reumatoide.

Palavras-chave: Artrite; Vitamina Ds; Curcumina, Nanocapsulas; Sistema Purinérgico.



ABSTRACT

EFFECT OF THE ASSOCIATION OF VITAMIN Dz AND CURCUMIN
NANOENCAPSULADAS ON PURINERGIC SIGNALING IN ARTHRITIS MODEL

AUTHOR: Jean Lucas Gutknecht da Silva
ADVISOR: Daniela Bitencourt Rosa Leal

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, autoimmune, systemic inflammatory disease that is highly
debilitating. Vitamin D3 (VD3) has an immunomodulatory role in RA, exerting an inhibitory action on T
lymphocytes in the production and action of cytokines. Curcumin, a polyphenol derived from Curcuma
longa, interacts with cellular and molecular targets, promoting pharmacological and immunomodulatory
effects in many pathologies, including RA. Therefore, it is of scientific interest to test the therapeutic
effects of these two substances combined. In order to increase the bioavailability and stability of
curcumin and increase the therapeutic efficacy and bioactivity of the VD3 in the immune system, a
nanoencapsulation system was used. Purinergic signaling plays a role in the modulation of inflammatory
and immune responses of RA. Studies involving the evaluation of the activity of enzymes that participate
in the degradation cascade of adenine nucleotides are important to verify the purinergic signaling in the
regulation of the immune and inflammatory response during the clinical evolution of several diseases.
The objective of this study was to evaluate the possible effects of the association of these compounds
in the nanoencapsulated form on purinergic signaling by the activity of the enzymes E-ADA and E-
NTPDase, in a model of arthritis induced by Freund's complete adjuvant (CFA). We also evaluated
biochemical and oxidative stress parameters. Wistar rats were divided into groups with and without
induction of arthritis. CFA was administered to the hind paw of the animals, after 15 days, arthritis
induction, thermal hyperalgesia, paw edema, and arthritis score tests were performed. On the 15th day
the treatment with VOC3 (15.84 IU / day) and curcumin 4mg / kg was started separately and in
combination, or with curcumin in the free form 25mg / kg, with the vehicle or with white nanocapsules
for 15 days. On the 30th day, arthritis induction, biochemical and ectoenzyme tests were performed on
platelets, neutrophils, lymphocytes, myeloperoxidase (MPQO) and reactive oxygen species (ROS). Liver
and kidney were collected for histopathological analysis. The results demonstrate the success of the
model in generating an inflammatory process, evidenced by the increase in paw edema and in the score
of arthritis and hyperalgesia. No histopathological changes were observed in the hepatic analyzes of
the animals and no deposition of nanocapsules was found. The increase in vascularization and
disorganization of the renal glomeruli of the arthritic animals was reverted by the treatments. There was
a reduction in E-NTPDase activity of neutrophils and an increase in E-ADA in neutrophils, platelets, and
ADA in serum added with the decrease of E-ADA in lymphocytes suggest a proinflammatory response
in induced animals. The high MPO activity in the arthritic animals confirmed the inflammatory process,
however ROS levels did not change post induction and/or treatment. Both nanoencapsulated
formulations have been shown to reduce the signs and symptoms of inflammation, revert changes in
ectoenzyme activities, and protect liver and kidney tissues as seen in the histology and in the reduction
of MPO activity. Thus, the treatments in association with nanocapsules were successful, suggesting an
anti-inflammatory effect with reduction of the dose, and overcoming the difficulties of absorption and
distribution of these compounds, and may serve as adjuvant therapy for the treatment of rheumatoid
arthritis.

Keywords: Arthritis; Vitamin D3; Curcumin, Nanocapsules; Purinergic Sistem.
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APRESENTACAO

A presente dissertacéo foi redigida de acordo com as normas vigentes no
Manual de Dissertacdes e Teses (MDT de 2015) e no Regulamento do PPG em
Ciéncias Bioldgicas Bioquimica Toxicolégica, da Universidade Federal de Santa
Maria, sendo organizada da seguinte maneira: Introducdo, Revisdo Bibliografica,
Objetivos, Manuscrito, Conclusédo, Referéncias e Anexos.

Este trabalho de dissertacdo esta subdividido em secdes dispostas da seguinte
maneira: Introducdo, contendo uma breve descricdo do contexto e relevancia do
estudo apresentado; Reviséo Bibliogréafica, constituida de um embasamento tedrico-
cientifico dos principais topicos abordados no estudo e Objetivos, composto das
finalidades da pesquisa. Os topicos Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo e
Referéncias encontram-se na se¢cdo Manuscrito I, 0 qual representa a integra deste
estudo. A formatacdo do manuscrito esta organizada de acordo com as normas do
periddico a qual serd submetido: “Inflammation Research”. O item Conclusdo contém
interpretagfes e comentarios dos resultados obtidos. A subdivisdo Referéncias refere-
se as citacfes mencionadas ao longo das sec¢des Introducdo e Reviséo Bibliografica
desta dissertacao. Por fim o item Anexo contém a carta de aprovacdo da Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFSM.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR), uma doenca autoimune, sistémica e
inflamatdria cronica, é reconhecida por uma forte resposta imune que resulta em
inflamacéo e destruicdo articular, caracterizada basicamente por sinovite cronica,
simétrica e erosiva (FIRESTEIN, 2005; JOSEPH et al., 2010). Também tem
acometimento sistémico, com frequentes manifestacdes extra-articulares, como
vasculite, glomerulonefrite, Sindrome de Felty’s, pericardite, entre outros
(SCHINNERLING et al., 2017).

Em seu curso usual a AR é caracterizada por um processo inflamatério
persistente 0 que a torna uma condicdo altamente limitante. Pacientes com AR
apresentam dor, fadiga e limitacbes de movimento o que os limita em realizar
atividades basicas diarias ou laborais, tendo como resultado reducao na qualidade de
vida (RADNER et al., 2015).

O consequente dano em nivel endotelial e o recrutamento de células
inflamatorias causam a liberacdo de trifosfato de adenosina (ATP) no meio
extracelular a fim de manter e sinalizar o processo inflamatério (SATTAR et al., 2003).
A liberagcdo de ATP por células necroticas, sob estresse ou danificadas, mantém e
amplifica uma resposta pro-inflamatoria, fazendo desta molécula um fator importante
para o recrutamento e ativacdo das células imunes como linfécitos T (BURNSTOCK,
2007), neutrofilos (CHEN et al., 2010) e plaquetas (BIRK et al., 2017).

Os neutrofilos sdo as células em maior nUmero no sitio inflamatério da AR.
Esses fagocitos liberam a enzima mieloperoxidase (MPO) que além da destruicdo
articular direta causa recrutamento de outros fagocitos, pela inducéo da producédo de
citocinas proé-inflamatorias por esses (LEFKOWITZ; LEFKOWITZ, 2001). Além disso,
a populacdo de neutréfilos pode produzir diretamente espécies reativas de oxigénio
(EROS) ou indiretamente pela liberacdo de MPO (FERNANDES; SILVA; SATO, 2012)
gue pode indicar ativacdo celular, geracéo de radicais livres e o surgimento do
estresse oxidativo, os quais sdo fatores importantes na patogénese da AR (MATEEN
et al., 2016).

As ectonucleotidases sdo um conjunto de enzimas que se encontram
ancoradas a membrana plasmaética e regulam os niveis de ATP e seus metabdlitos a
fim de manter as suas concentracdes fisiologicas. As ectoenzimas E-NTPDase e E-

5'-nucleotidase realizam a hidrolise de ATP em ADP, AMP em adenosina,
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respectivamente. Finalizando a cascata de degradacdo dos nucleotideos, a enzima
E-ADA, é responsavel por regular as concentracbes de adenosina, através da
conversdo em inosina (YEGUTKIN, 2008; ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER,
2012). A molécula de adenosina, metabdlito da degradacdo dos nucleotideos da
adenina, desempenha importante funcdo de imunomodulacdo com um perfil anti-
inflamatorio (YEGUTKIN, 2008).

A liberacao, hidrolise e interagdo dos nucleotideos e nucleosideo de adenina
com os receptores de purinas desempenham papel importante em diversos efeitos
bioldgicos, e regem fatores essenciais do processo inflamatorio (DI VIRGILIO et al.,
2001), tais como os que compde a manutencdo da AR, participando como moléculas
sinalizadoras, que auxiliam na perpetuacédo da AR.

Destaca-se a atuacao da vitamina D no sistema imunoldgico, uma vez que esta
envolvida na proliferacao e diferenciacao celular, interfere na producao de citocinas,
demonstrando propriedades imunossupressora e imunomoduladora (CUTOLO et al.,
2011; ANTICO et al., 2012).

Em baixas concentragdes de vitamina D, o sistema imune favorece o
desenvolvimento de células T auto reativas e a sintese de interleucinas pro-
inflamatorias (IL-12, INF-y), aumentando o risco de doengas autoimunes, como AR
(ARNSON; AMITAL; SHOENFELD, 2007; DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009).
Sabe-se que niveis apropriados de vitamina D reduzem algumas doencas
inflamatdrias crénicas e ou autoimunes como, a diabetes tipo 1, canceres, esclerose
multipla e doencas reuméticas autoimunes como a AR (AGMON-LEVIN et al., 2013).

Por meio da suplementacéo dietética ou da administracdo oral de vitamina D
pode-se prevenir o surgimento de artrite em humanos, e melhorar o prognéstico da
doenca, além de apresentar melhora na evolucdo da artrite induzida em modelos
animais (CANTORNA; HAYES; DELUCA, 1998; CARRILHO; FERREIRA, 2009; DA
SILVEIRA et al., 2016)

Contudo, a utilizagéo sistémica de vitamina D no tratamento de disfungdes
imunologicas é limitada, uma vez que a administracdo de doses orais elevadas pode
gerar o desenvolvimento de hipercalcemia e hipercalciuria (DITTMER; THOMPSON,
2011).

Portanto, propde-se um sistema capaz de elevar a bioatividade no sistema
imune, a nanoencapsulagéo, que proporciona uma entrega mais eficiente de vitamina

D, podendo entdo ser utilizada em doses reduzidas, e assim diminuir os efeitos
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adversos de hipervitaminose (LUO; TENG; WANG, 2012). Também, a
nanoencapsulacdo ja demonstrou a capacidade de prevenir alteracfes inflamatorias
e modifica¢cdes na atividade de enzimas do sistema purinérgico na artrite induzida por
adjuvante (DA SILVEIRA et al., 2016).

Alteracdes nas atividades de enzimas do sistema purinérgico também foram
prevenidas pela utilizagao de curcumina em modelo de exposi¢éo a fumaga do cigarro
(JAQUES et al., 2011a, 2011b, 2011c). A curcumina, presente na curcuma (Curcuma
longa), contém uma mistura de antioxidantes fitonutrientes fortes, além de uma ampla
gama de propriedades farmacologicas, incluindo as anti-inflamatérias, antioxidantes e
antiartritica (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009; SAHEBKAR, 2015; PANAHI et al.,
2016; QADIR; NAQVI; MUHAMMAD, 2016). Além de um potencial imunomodulador
(JAGETIA; AGGARWAL, 2007).

Embora os compostos naturais sejam bem conhecidos e apresentem o0s
beneficios descritos acima, sua utilizacdo ainda é limitada por problemas de
biodisponibilidade, como absorcao, distribuicdo e metabolismo (ANAND et al., 2007).
Além do mais, a curcumina esta sujeita a rapida hidrélise sob condicdes alcalinas e
suscetivel a degradacéao fotoquimica (WIKENE; BRUZELL; TONNESEN, 2015; LIU et
al., 2016).

Sendo assim, expostos o0s beneficios dos dois compostos citados a
manipulacdo e o uso de curcumina em associacdo com vitamina D sob um sistema
de nanoencapsulacdo poderia levar a resultados interessantes aumentando a
estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade desses compostos em relagcéo aos seus
efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes relacionados a alteracdes na sinalizacédo

purinérgica das células imunes na AR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.:
Avaliar o efeito da associacéo de vitamina D e curcumina nanoencapsuladas sobre a

sinalizacao purinérgica em neutrofilos, linfocitos e plaquetas, em um modelo animal

de artrite.

2.2 Objetivos especificos:
Em ratos Wistar, com e sem artrite induzida por CFA, tratados com vitamina D3 e

curcumina livre ou nanoencapsulada em associacdo ou separadamente:

Avaliar a efetividade da AIA e a resposta dos tratamentos segundo 0s
parametros: edema de pata, hiperalgesia termal e escore de artrite;

Verificar o ganho de peso dos animais pos inducéo e tratamentos;

Realizar a avaliacao histopatoldgica de figado e rim dos animais;

Verificar o efeito dos tratamentos na atividade das enzimas E-NTPDase e E-
ADA de neutrdfilos;

Verificar o efeito dos tratamentos na atividade das enzimas E-ADA de linfocitos
e plaquetas e ADA em soro;

Determinar a atividade da enzima mieloperoxidase em plasma;

Determinar os niveis plasmaticos das espécies reativas de oxigénio;

Avaliar os parametros bioquimicos hepéticos pelas atividades séricas das
enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e

renais pela concentracéo de creatinina no soro dos animais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide € uma doenca inflamatéria crénica multissistémica, com
caracteristicas de autoimunidade, expressando grande prevaléncia (FELDMANN,
1996; WORDSWORTH; BELL, 2016). E caracterizada basicamente por sinovite
crdnica, simétrica e erosiva, preferencialmente de articulacdes periféricas onde existe
um intenso processo inflamatério com a presenca de neutréfilos, macrofagos,
linfécitos T, B e células dendriticas, as quais levam a destrui¢do articular, ao edema e
a dor (ZITTERMANN, 2003; CARRILHO; FERREIRA, 2009; MALMSTROM;
CATRINA; KLARESKOG, 2017).

O desenvolvimento da AR ocorre de maneira insidiosa (GOMES et al., 2013) e
além das manifestacfes articulares, tem o potencial para envolver diversos 6rgaos e
sistemas (SCHINNERLING et al., 2017) e se apresenta de maneira heterogénea em
termos de gravidade, progressao da inflamacao articular, presenca de manifestagdes
extra-articulares e de resposta ao tratamento farmacolégico (WORTHINGTON, 2005).
O curso da AR é tipicamente intermitente, marcado por periodos variaveis de remissao
e exacerbacdo, mas conservando um carater progressivo de lesdo tecidual
(LAURINDO et al., 2004; MOTA; LAURINDO; SANTOS NETO, 2010). Em pacientes
com AR é observado dor, fadiga e limitacdes de movimento o que os tornam
frequentemente incapazes de realizar as atividades basicas diarias ou laborais, tendo
como resultado final reducédo na qualidade de vida (RADNER et al., 2015). Todos
esses fatores podem acarretar inclusive o desenvolvimento de casos de depressao
(FREDERICK; KALEB, 2009).

3.1.1 Epidemiologia

Com uma prevaléncia de aproximadamente 1% na populacao brasileira, cerca
de 2 milhdes de pessoas vivem com AR no nosso pais, sendo esses similares a
estimativa mundial. Com uma incidéncia anual de 0,02% a 0,05%, € uma doenca que

afeta de duas a trés vezes mais o sexo feminino, sendo esse fato atribuido, em parte,
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aos efeitos estimulatérios do estrogénio no sistema imunoldgico. No entanto, o papel
dos fatores hormonais no desenvolvimento da AR ainda permanece controverso
(ALPIZAR-RODRIGUEZ et al., 2016). Além disso, a incidéncia aumenta com a idade,
surgindo geralmente na faixa etaria de 30-50 anos, embora existam casos em todas
as faixas etarias (RUDAN et al., 2015; WORDSWORTH; BELL, 2016).

Segundo o Ministério da Saude a AR é a doenca e agravo nao transmissivel
(DANT) que apresenta menor qualidade de vida em comparacédo com todas as outras
DANT (POLLARD; CHOQOY; SCOTT, 2005; HAROON et al.,, 2007; RADNER et al.,
2015).

Os pacientes portadores de AR tém uma sobrevida menor quando comparada
a populacdo saudavel (CHOY, 2012). Também pela frequéncia de comorbidades,
como infeccdes, hipertensédo arterial, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia,
osteoporose, doencas linfoproliferativas, doenca cardiovascular e cerebrovascular
(MOTA; LAURINDO; SANTOS NETO, 2010; DOUGADOS et al., 2014).

3.1.2 Patogénese

A patogénese da AR, na sua generalidade, ocorre anos antes de quaisquer
manifestacfes clinicas evidentes, embora possam ocorrer casos esporadicos de
manifestacdo aguda (CONIGLIARO et al., 2016). Desse modo, o desenvolvimento da
AR é continuo e se baseia num pilar de suscetibilidade de fatores genéticos e
ambientais com a perda da tolerancia imunolégica levando a formacdo de auto
anticorpos (FIRESTEIN, 2014). O desenvolvimento da AR pode ser definido por cinco
fases distintas (Figura 1), risco genético (suscetibilidade), autoimunidade
assintomatica (AR pré-clinica), sintomas nao diferenciaveis de sinovite artritica (inicio
AR), evolucdo para AR bem determinada e por fim autoimunidade e inflamagao
continua (AR estabelecida) (DEANE, 2012).
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Figura 1- Estagios de desenvolvimento e progressao da AR
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saudavel imunes imunes da camada de revestimento e formagdo
de pannus

Fonte- Adaptado de Smolen et al. (2018).

A quebra na auto-tolerancia das células T e B, tornando-se auto reativas, é o
passo inicial do desenvolvimento da AR, essa desregulacdo culmina com a presenca
de autoanticorpos. Os mais presentes séo o fator reumatoide (RF) e anticorpos anti
peptideo citrulinados (ACPAs) (SANMARTI; GOMEZ-PUERTA, 2011).

Conforme a expanséao das células auto-reativas ocorre, se inicia a liberacéo de
citocinas e auto anticorpos dirigindo um “ataque” a sindvia das articulagbes. O
recrutamento de células mieloides e o mecanismo de reparacdo defeituosa pelas
células endodeliais, fibroblastos, condrocitos e células 6sseas mantem o estado
inflamatoério continuo da doenca (FELDMANN; BRENNAN; MAINI, 1996;
SZEKANECZ; KOCH, 2007). Todavia facilitado pela neoangiogénese, induzida por
inflamacéo (KOCH, 2003).

Os pacientes com AR demonstram fungéo defeituosa das células T reguladoras
circulantes (Treg) e um aumento nas células T helper 17 (Th17) no plasma e no liquido
sinovial (SCHER; ABRAMSON, 2011). Ocorre entdo uma polarizagéo no sentido da
formacdo das Thl e Thl7 sustentada pela liberacdo do fator transformador do
crescimento beta (TGF-B) e as citocinas interleucina-13 (IL-1B), interleucina-6(IL-6),
interleucina-21(IL-21) as quais suprimem a diferenciacdo de células Treg, alterando
assim a homeostase de células T em direcdo a inflamacdo (MCINNES; SCHETT,
2011).

As modifica¢Bes pos-traducionais (MPTs) séo os fatores fundamentais para a
antigenicidade das proteinas e desenvolvimento da AR. As trés MPTs mais envolvidas

na artrite reumatoide s&o citrulinacdo, glicosilacdo e carbamilacdo (LOURIDO;
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BLANCO; RUIZ-ROMERO, 2017). O processo da conversédo da arginina em citrulina
pela enzima peptidil arginina deiminases (PAD), a citrulinizacdo, é a principal
modificacdo pos-traducional associada ao auto antigeno na artrite reumatoide
(LOURIDO; BLANCO; RUIZ-ROMERO, 2017). A citrulina pode alterar a estrutura
proteica e gerar novos epitopos associados a producdo de ACPAs. Esses ACPAs
vao apresentar reatividade contra varios peptideos, proteinas incluindo fibrinogénio,
fibronectina, a-enolase, colageno tipo Il e histonas (KLARESKOG; AMARA,
MALMSTROM, 2014).

Um fator importante para o inicio da AR é a resposta imune das mucosas. Na
mucosa pulmonar ou gengival a atuacdo das células imunes (neutrdfilos, células
dendriticas e macrofagos) é muitas vezes exacerbada frente as exposicdes repetidas
a particulas de fumo ou ambientais (p6 de silica) e também resposta a infecgdes,
como a periodontite (CHEN et al., 2016; HORTA-BAAS et al., 2017) levando ao
aparecimento da inflamacéo, citocinas circulantes, e aumento de quimiocina
juntamente com associado a mucosa producdo de autoantigenos. Os antigenos
citrulinados sdo processados e apresentados pelas APCs as células T, que séo
ativadas e, por sua vez, ativam a célula B, levando a produc¢éo de auto anticorpos. O
fumo, a resposta imune das mucosas e a microbiota intestinal sdo estimulos que
podem iniciar a citrulinacdo pela ativagcdo da PAD, aumento da apresentacdo de
antigenos e a producdo de células T e B (CATRINA et al., 2016; BENNIKE et al., 2017;
HORTA-BAAS et al., 2017).

Fatores genéticos podem afetar o processamento e a apresentacdo do
antigeno, proliferacao e diferenciacéo de linfocitos, podem codificar para receptores
de células T e B. Os variantes de antigeno leucocitario humano (HLA), desempenham
papel importante na determinacdo do desenvolvimento de auto anticorpos
especificos, os principais sdo o HLA-DR4 e o HLA-DRB1 (MCINNES; SCHETT, 2011,
CHOY, 2012; CONIGLIARO et al., 2016). Este gene codifica uma proteina de
superficie dos leucdcitos envolvida no processo de apresentacdo de antigenos,

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe 1l (BAX et al., 2011).



Figura 2 — Vias para a AR
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O edema articular caracteristico na patogénese da AR reflete a inflamacéo da
membrana sinovial, a qual se torna hipercelular, gerando um ambiente hiperplasico e
hipertréfico, altamente vascularizado, com a construcdo de uma camada de
revestimento de células sinoviais, células imunes inatas (mondcitos, células
dendriticas, mastocitos e células linfoides inatas) e células imunes adaptativas (por
exemplo, células Thl e Thl7, células B e plasmdécitos) (CHOY, 2012; FIRESTEIN;
MCINNES, 2017), transformando-se em tecido inflamado. Esse novo tecido é
conhecido como sinovite crénica ou pannus, e demonstra uma resposta robusta em
gue os fibroblastos sinoviais assumem um fendtipo agressivo inflamatério, e invasivo,
provocando aumento do catabolismo dos condrécitos e osteoclastogénese sinovial
promovendo a destruicdo articular (POLLARD; CHOY; SCOTT, 2005; SMOLEN;
ALETAHA; MCINNES, 2016) (Figura 3).
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Figura 3- Desenvolvimento da AR
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Os linfocitos B originam plasmadcitos, que produzem grandes quantidades
anticorpos (ADLOWITZ et al., 2015), sendo o FR o mais importante deles. O FR trata-
se de um auto anticorpo, na maior parte IgM, que reconhece a por¢cdo Fc de
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autoanticorpos do tipo IgG, formando imunocomplexos. Pode ser detectado no
sangue de 70-80% dos pacientes artriticos (NELL-DUXNEUNER et al., 2010).

Os neutrdfilos tornam-se ativados na articulagcdo de pacientes com AR por
complexos imunes (como o FR) (ROLLET-LABELLE et al., 2013). Uma vez ativados,
0s neutrdéfilos causam danos ao tecido do hospedeiro por degranulacéo e liberacéo
de ROS e MPO, seja no liquido sinovial ou diretamente na superficie da articulacéo
(FOSSATI et al., 2002).

O padrao de resposta sera determinado pelas células Thl ou Thl7 é
caracterizado por apresentar linfocitos T autoreativos, e predominio na diferenciacéo
de linfocitos Thl em relacdo aos Th2, os quais produzem mediadores inflamatorios
que resultam nas deformidades articulares e ésseas promovem ativacdo endotelial e
celular, gerando degradacdo da cartilagem (CHOY, 2012; FIRESTEIN; MCINNES,
2017; SCHINNERLING et al., 2017).

3.1.3 Diagndstico

O diagnéstico da AR é determinado pela associacdo de uma gama de
manifestacdes clinicas somadas a achados radioldgicos e laboratoriais (CHOY et al.,
2013). Os critérios descritos, pela ACR-EULAR (“Liga da Unido Europeia Contra o
Reumatismo”) determinam uma nova classificagdo baseada em escore de pontos, que
consideram: acometimento articular (0-5), sorologia (0—3), reagente de fase aguda ou
provas de atividade inflamatéria (0—1), duracao dos sintomas (0-1).

Para ser determinado como portador da AR, o individuo deve contar com seis

ou mais pontos, de uma escala de dez (ALETAHA et al., 2010).

3.1.4 Tratamento

Para que se obtenha sucesso em prevenir a incapacidade funcional e um grau
de leséo articular irreversivel o diagnostico precoce e o inicio imediato do tratamento
séo fundamentais para o controle da atividade da doenga (CARRILHO; FERREIRA,
2009; MCINNES; SCHETT, 2011). Os objetivos terapéuticos da AR sao prevenir ou
controlar a lesdo articular, prevenir a perda de fungéo e diminuir a dor, para resguardar

ao maximo a qualidade de vida. Contudo mesmo com diagnéstico precoce e
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tratamento imediato a remissdo completa, raramente € alcancada (CARRILHO;
FERREIRA, 2009; MOTA; LAURINDO; SANTOS NETO, 2010).

O tratamento € feito em duas etapas conjuntas e com inicio concomitante. A
utilizacdo de anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES) e corticosteroides somada ao
emprego de drogas modificadoras do curso da doenca (DMCD) (SINGH et al., 2016).

A recomendacdo terapéutica medicamentosa de primeira escolha (padréao
ouro) € o metotrexato, uma Droga Antirreumatica Modificadora de Doenca (DARMD)
(SINGH et al., 2016). As DARMDs tém a propriedade de alterar o curso da doenca,
causando atraso e evitando a progressdo das lesdes estruturais da AR. Tanto em
monoterapia quando em uso concomitante com AINEs, sdo indicadas a partir da
definicdo do diagndstico (MOTA; LAURINDO; SANTOS NETO, 2010; SINGH et al.,
2016). Além dos efeitos anti-inflamatoérios e analgésicos, essas drogas possuem efeito
imunomodulador e imunossupressor (ROY et al., 2017). A sulfassalazina,
hidroxicloroquina, leflunomida e azatioprina sdo medicamentos que fazem parte
deste grupo. O principal modo de agcdo da leflunomida, por exemplo € diminuir a
sintese de novo das pirimidinas ao inibir a enzima mitocondrial diidroorotato
desidrogenase, a inibicdo dessa enzima impede a proliferacao rapida de linfécitos,
diminuindo a atividade inflamatoria presente na membrana sinovial dos pacientes com
AR. Ja o MTX por mecanismo semelhante inibe a enzima 5-amino-imidazol-4-
carboximide ribonucleotide transformilase (AICAR) que afeta a acdo enzimética da
adenosina deaminase (ADA), que resulta em consequente acumulo de adenosina, a
gual confere efeitos anti-inflamatérios (CHAN; CRONSTEIN, 2010).

A compreensao da patogénese da AR voltada aos efeitos das citocinas pro-
inflamatdrias da doenca (FORERO et al., 2007), possibilitou o desenvolvimento de
uma nova classe farmacos, os modificadores de respostas bioldgicas (MRBSs) ou as
DARMDs biolégicas (MOTA; LAURINDO; SANTOS NETO, 2010; CHOY;
KAVANAUGH; JONES, 2013; SINGH et al., 2016). Essas drogas tém como alvo
citocinas, anticorpos especificos e moléculas mensageiras do sistema imunologico
envolvidas na doenca, com papel central na instalacdo e na progresséao da sinovite
reumatoide e o consequente bloqueio da destruicdo 6ssea e cartilaginosa (MANDERS
et al., 2015; O'SHEA et al., 2015). Entre eles estdo os agentes neutralizadores do
TNF-a ou os anti-TNF-alfa (infliximab, golimumab, adalimumab e etanercept) os
bloqueadores do receptor de IL-1 (anakinra); bloqueadores de receptor de IL-6

(tocilizumab); inibidor de linfécitos T (abatacept); neutralizadores do CD20 (rituximab)
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e moléculas que inibem as vias de sinalizacdo intracelular pela inibicdo de células
imunes (tofacitinib) (DE STEFANO et al., 2010; TAK et al., 2011; MANDERS et al.,
2015; O'SHEA et al., 2015).

E de importancia cientifica ressaltar que além da farmacoterapia tradicional,
novas estratégias terapéuticas sdo desenvolvidas paralelamente ao conhecimento da

fisiopatogénese da AR, na tentativa de regular os processos imune e inflamatorio.

3.1.5 Modelos experimentais de artrite

Os modelos experimentais de AR fornecem uma melhor compreenséo da
fisiopatologia da AR e permitem a investigacdo de novas terapias para a doenca
(GOMES et al., 2013; MENEZES, 2013). Entre os modelos, destacam-se: o induzido
por coldgeno bovino tipo Il (CIA) (TU et al., 2012) e por adjuvante completo de Freund
(CFA) (GOMES et al., 2013; MENEZES, 2013) ou por adjuvante incompleto de Freund
(IFA), ambos com Mycobacterium tuberculosis inativado (OLIVEIRA et al., 2007).
Dentre os fatores ja citados, também as semelhancas morfolégicas com a doenca
humana, facilidade de uso e capacidade de prever a eficicia clinica somadas a
producéo acelerada de resultados sobre eficacia pré-clinica e toxicidade de terapias
antiartriticas demonstra a relevancia do uso de um modelo é importante (BENDELE,
2001).

O modelo CFA induz uma artrite cronica e progressiva em ratos, conhecida
como artrite induzida por adjuvante (AIA) (GOMES et al., 2013). Neste modelo, uma
Gnica injecéo intraplantar de CFA (um adjuvante com um antigeno, Mycobacterium
tuberculosis, inativados pelo calor e liofilizados, emulsificados com 6leo mineral, 10
pug/mL) promove o desenvolvimento da artrite (DA SILVEIRA et al.,, 2016). Apos
inoculacdo, ocorre a migracdo dos antigenos (patdgenos inativados) para as
articulagbes onde estabelecem uma infeccdo local, com evolucdo para artrite
(GOMES et al., 2013).

Esse modelo é caracterizado pela ativacdo de uma resposta imune persistente
nas articulagbes, membrana sinovial e cavidade articular, com intensa migracao e
infiltracdo celular e liberacdo descontrolada de produtos bioativos, mimetizando
fielmente a AR. Nessas condi¢bes, a intervengdo com novas terapias capazes de
alterar esses processos € e de extremo interesse (XIE et al., 2013). A AIA por CFA

apresenta alodinia, hiperalgesia, edema de pata e alteracdes histopatoldgicas
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semelhantes com a patologia humana, e tem sido utilizada para examinar e avaliar
medicamentos e ou substancias antiartriticas e investigar potenciais alvos
terapéuticos para AR (MENEZES, 2013; CASTILHOS et al., 2015; DA SILVEIRA et
al., 2016).

3.2 SISTEMA PURINERGICO

A sinalizacdo purinérgica € uma rota comum e bem estudada, ela promove a
comunicacao célula-célula é faz parte de muitos eventos os quais incluem processos
biolégicos e patoldgicos como respostas imunes, inflamacdo, dor, agregacdo
plaquetéaria, vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular
(RALEVIC; BURNSTOCK, 2003; BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2012)

Os nucleotideos da adenina, a adenosina trifosfato (ATP), a adenosina
difosfato (ADP) e a adenosina monofosfato (AMP) e seu derivado nucleosideo, a
adenosina, por meio da interagdo com seus respectivos receptores (purinoreceptores)
participam como moléculas sinalizadoras extracelulares e desempenham importante
papel na regulacdo das respostas imunes (RALEVIC; BURNSTOCK, 2003). As
concentracbes destas biomoléculas sdo reguladas por meio da sua degradacéo
enzimatica, a qual se da através da acdo das ectonucleotidases (ATKINSON et al.,
2006; BATTASTINI; ZANIN; BRAGANHOL, 2011).

Figura 4 - Componentes da sinalizacao purinérgica.
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Células endoteliais, leucdcitos, linfocitos e plaquetas sob estresse, em
apoptose ou necrose fazem a liberacéo e ou producéo dos nucleotideos da adenina
(ATP, ADP e AMP) e seu derivado nucleosideo adenosina. Os nucleotideos
promovem inflamacdo rapida pela ligacdo a receptores especificos, ou podem
controlar os sinais inflamatérios por meio da ligacdo de adenosina a seus receptores
(BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2012).

O ATP é uma molécula existente em todas as células do organismo e é
sinalizadora do sistema purinérgico, que esta envolvido na regulacdo de varios
processos fisiopatoldgicos no meio extracelular (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014;
LEDDEROSE et al., 2016). A liberagcédo de ATP em baixas concentracfes ocorre como
mecanismo fisiolégico, porém atua como molécula citotdéxica em resposta a danos
celulares, como hipdxia e injarias quando em altas concentracfes (BURNSTOCK,
2007; BATTASTINI; ZANIN; BRAGANHOL, 2011). Os produtos da hidrdlise do ATP,
os nucleotideos ADP e AMP n&o possuem um papel definido nos linfécitos (BOURS
et al., 2006). Contudo, ADP age como um mediador da agregacéo plaquetaria e da
tromborregulacdo (ZIMMERMANN, 2000). J& o AMP é um metabdlito intermediario
entre ATP e adenosina (BARSOTTI; IPATA, 2004; ANTONIOLI et al., 2013b).

O nucleosideo adenosina que é um metabdlito da degradacgéo de nucleotideos
da adenina, formada a partir do precursor ATP, esta envolvido na sintese de &cidos
nucléicos, metabolismo de aminoacidos, modulacdo do estado metabdlico da célula e
desempenha fun¢Bes importantes como efeitos neuromodulatérios, regulacdo de
processos inflamatérios (agente anti-inflamatério endégeno), inibicdo da agregacédo
plaquetaria acdo vasodilatadora (LINDEN, 2001; HASKO; CRONSTEIN, 2004;
ANTONIOLI et al., 2013a; PASSOS et al.,, 2018). Tem acdo imunossupressora,
causando a inibicdo da liberacdo de citocinas, da adesdo de células imune e do
funcionamento de linfécitos citotoxicos (HASKO; CRONSTEIN, 2004; OHTA;
SITKOVSKY, 2014).

Os nucleotideos liberados no meio extracelular, antes de serem metabolizados
pelas ectonucleotidases, interagem com receptores especificos da membrana
plasmatica (ZIMMERMANN, 2000; BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2012).

Os receptores purinérgicos se dividem em duas familias: P1 e P2 e sao
ativados pela adenosina e por ATP e ADP respectivamente. Os efeitos da adenosina
sao mediados através da sua ligacédo aos receptores P1, sdo eles Al, A2A, A2B e A3.

Todos os receptores sé@o glicoproteinas transmembrana acopladas a proteina G
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(BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014; BURNSTOCK, 2017). A sinalizagdo do ATP
ocorre por meio de sua ligagdo com os receptores do tipo P2, que sédo subdivididos
em dois grupos, 0s receptores ionotropicos P2X (P2X1-7), e 0s receptores
metabotropicos P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11). Os receptores P2X e P2Y
ligam-se preferencialmente ATP e/ou UTP, mas podem ser ativados por ATP, UTP,
UDP, ITP e ainda nucleotideos glicosados (JUNGER, 2011; BURNSTOCK;
BOEYNAEMS, 2014; BURNSTOCK, 2017).

Figura 5- Conjunto de enzimas responsaveis pela cascata purinérgica
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1. E-NPP ATP = AMP + PPi

2. E-NTPDase ATP - ADP + Pi; ADP - AMP + Pi
3. Ecto-5'-nucleotidase AMP - adenosina + Pi

4, Adenosina desaminase adenosina =» inosina

Fonte: Adaptado de Yegutkin (2008)

3.2.1 Ectonucleotidases

A sinalizacéo induzida pelas moléculas de nucleotideos é concluida pela acao
das ectonucleotidases, as quais estdo presentes na superficie da membrana celular
e tem como funcdo manter os niveis de nucleotideos extracelulares em concentracées
fisiolégicas (ZIMMERMANN, 2000) (ZIMMERMANN, 2000). As ectonucleotidades
podem ser classificadas como membros das familias: ecto-nucleosideo trifosfato
difosfoidrolases (E-NTPDases), ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-
NPPs), fosfatases alcalinas e ecto 5’-nucleotidases (E- 5 -NT) (ZIMMERMANN, 2000;
YEGUTKIN, 2008; BATTASTINI; ZANIN; BRAGANHOL, 2011).

A E-NTPDase (CD39; E.C 3.6.1.5) esta relacionada a varios eventos celulares
da sinalizacdo purinérgica, tais como neurotransmissdo, controle da agregacgao
plaquetaria, (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012) transducdo de sinal
atraves da adeséao ceélula-célula (CORRIDEN et al., 2008), além de uma destacada
funcdo nas respostas imune e inflamatéria (BECKER et al., 2010; ANTONIOLI et al.,
2013b; DA SILVEIRA et al., 2016)
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A relacdo entre as alteracGes na atividade da E-NTPDase e as mais diversas
condicbes patologicas vem sendo descrita na literatura, sdo elas diabetes
(CALGAROTO et al., 2015; LUNKES et al., 2017), cancer (GOMBAULT; BARON;
COUILLIN, 2012; SCHULER et al., 2014; BURNSTOCK, 2017; VIJAYAN et al., 2017)
o infarto agudo do miocardio (BAGATINI et al., 2008), na sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (LEAL et al., 2005) e na hipercolesterolemia
(RUCHEL et al., 2016), também sua modulacao ja é descrita como possivel caminho
farmacolégico (ANTONIOLI et al., 2013Db).

A enzima ecto-5-nucleotidase (Ecto-5-NT) realiza a desfosforilacdo
nucleosideos monofosfatados, hidrélise da ligagao fosfodiéster de 5’-ribonucleotideos,
levando a formacdo do correspondente ribonucleosideo e fosfato. A ecto-5'-
nucleotidase também apresenta uma ampla distribuicdo tecidual e na cascata
enzimatica finaliza a acéo dos nucleotideos sendo a principal enzima responsavel pela
producdo de adenosina extracelular (ZIMMERMANN, 2000; ATKINSON et al., 2006;
BATTASTINI; ZANIN; BRAGANHOL, 2011).

3.2.2 Adenosina desaminase

A adenosina desaminase (ADA) (E.C. 3.5.4.4.) é responsavel por catalisar a
desaminagao irreversivel da adenosina e 2’-deoxiadenosina em inosina e 2’-
deoxinosina, respectivamente (ATKINSON et al., 2006).

Esta enzima também é bem difundida no organismo, ela se encontra presente
no soro nos tecidos linfoides e é essencial para a funcao e maturacdo dos linfocitos T
e para a maturacao e proliferacdo dos mondécitos e macréfagos no sistema imune
(VAN DER WEYDEN; KELLEY, 1976). Ela pode ser encontrada como uma
ectoenzima (na superficie celular), mas também é encontrada no citosol. Sua funcéo
primaria é controlar os niveis de adenosina e inosina, 0s quais regem importantes
funcbBes no sistema imune em processos inflamatérios. Alteragcbes em sua atividade
tém sido consideradas indicadores de disturbios imunolégicos, pois vem sendo usada
para monitorar varias patologias imunoldgicas (FERNANDEZ et al., 2013; HAMEED
et al., 2018; PASSOS et al., 2018).

Existem diferentes subtipos de ADA (ADA:1 e ADA:2), demonstrando
caracteristicas cinéticas distintas, as quais sugerem funcdo diferenciada de cada

membro no organismo (KALJAS et al., 2016). A ADA1 é uma enzima monomeérica
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importante na resposta imune mediada por linfécitos T. Tecidos como figado e rins
apresentam tanto a ADAL soluvel quanto a forma associada a uma proteina de
ligacdo. O complexo ADA-proteina de ligagdo constitui uma ecto-ADA, a qual é
responsavel pelo controle dos niveis de adenosina extracelular (SITKOVSKY; OHTA,
2005; BURNSTOCK, 2007).

Diferente de seu outro subtipo a ADA2 é uma proteina secretada. Sugere-se
que a ADA?Z2 liberada a partir de células apresentadoras de antigenos pode estar
envolvida na sinalizagdo célula-célula (ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005; ROBERTS;
ROBERTS, 2012; KALJAS et al., 2016).

A regulacdo negativa pela atividade da ADA pode causar o acumulo de
adenosina nos locais inflamados, modulando por meio da ativacéo dos receptores P1
a diferenciacdo de células dendriticas, também pode afetar as funcdes dos
macrofagos, linfocitos e plaquetas. Ja um aumento na atividade da ADA vai limitar os
efeitos imunoreguladores e tromborreguladores da adenosina em razéo da diminui¢éao
na sua concentracéo (SITKOVSKY; OHTA, 2005; YEGUTKIN, 2008; FERNANDEZ et
al., 2013).

3.3 ARTRITE REUMATOIDE E SISTEMA PURINERGICO

Apoés o evento de desencadeamento da AR (infeccdo, exposicdo ambiental)
ocorre a ativagdo de células inflamatérias e imunolégicas (MCINNES; SCHETT,
2011). O passo inicial & resumido como a quebra da auto tolerancia das células B e
T, a autor reatividade, do sistema imune. A medida que ocorre a expanséo
“autorreativa”, inicia-se a liberacdo de citocinas e auto anticorpos, levando a um
ataque as articulacfes sinoviais. O recrutamento de células das classes linfoides,
mieloides e os mecanismos de reparo de danos pelas células endoteliais, fibroblastos,
condrocitos e ostedcitos sustentam o estado inflamatério continuo da AR
(FELDMANN; BRENNAN; MAINI, 1996; SZEKANECZ; KOCH, 2007)

O sistema purinérgico estd envolvido com esse processo patologico,
promovendo e participando do processo inflamatorio, causando recrutamento,
ativacao e interligacéo entre as células envolvidas na AR (VARANI et al., 2010)

O papel da sinalizac&o purinérgica na AR foi reconhecido pela primeira vez nos
anos 90, apGs a adenosina, através da quebra de ATP, ser identificada para o
tratamento desta doenca (RYAN; RACHOW; MCCARTY, 1991).
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A inflamacdo da membrana sinovial é caracterizada pela infiltracdo de
leucocitos, como mastocitos, células dendriticas, mondcitos e linfécitos B, Thl, Thl7
e plasmacitos (MCINNES; SCHETT, 2011). O dano endotelial e a ativagdo levam a
alteracbes na permeabilidade endotelial e aumento da adesdo celular imune,
sinalizando o processo inflamatorio através da liberacdo de ATP (SATTAR et al.,
2003). Em condic¢des fisiologicas, o ATP extracelular esta presente em pequenas
qguantidades de aproximadamente 10 nM, reguladas por ectonucleotidases ancoradas
na membrana plasmatica (BARON et al., 2016). No entanto, em eventos patolégicos,
as concentracdes de ATP extracelular passam de um nivel quase indetectavel para
centenas de valores micromolares (MORCIANO et al., 2017).

O ATP liberado pelas células sob estresse, danificadas e necréticas €
identificado como alarmina e inicia uma resposta pro-inflamatéria. As alarminas séo
fatores enddégenos que indicam padrfes moleculares associados ao dano celular
(DAMPSs), que sdo especializados no recrutamento e ativacdo de células inatas
imunes e promovem a cicatrizacdo e homeostase tecidual (BIANCHI, 2006). No
entanto, em doencas autoimunes, como AR, a falha nas respostas regulatérias faz
com que as alarminas (ATP) funcionem como indicadores de inflamacao (BIANCHI,
2006). Portanto, pode-se supor que o ATP desempenha um papel na inducéo da AR,
assim como na sua patogénese por meio do feedback positivo, preservando a
ativacao imune (KILLEEN et al., 2013).

A sinalizacdo purinérgica € desencadeada ativando os receptores P2, como
resultado da liberacdo de ATP para o ambiente extracelular, levando a um estado pro-
inflamatorio. Por outro lado, a adenosina promove principalmente uma resposta anti-
inflamatéria por ligacéo aos receptores P1 (BOURS et al., 2006).

Além disso, uma possivel associacdo entre atividade de ectonucleotidases e
doencgas imunes pode ser rastreada. Como existe uma relacdo entre atividade
enzimatica e ativagdo de linfécitos durante a resposta imune, uma elevacdo da
atividade da E-NTPDase em linfécitos de pacientes com RA (JAQUES et al., 2013a),
bem como em modelos animais de AR (DA SILVEIRA et al., 2016), ja foi demonstrada.
Como consequéncia, ha uma maior liberagdo de ATP e ADP em resposta a ativacao
inflamatoria, resultando em aumento da atividade enzimatica, a fim de manter as
concentragbes de nucleotideos da adenina em niveis fisiolégicos. No entanto, o
aumento da hidrodlise desses nucleotideos favorece a formacdo de adenosina, que

possui propriedades anti-inflamatérias.



35

Tomadas em conjunto, estas alteracdes na via CD39/CD73 podem desregular
0 mecanismo de auto-tolerancia e, assim, contribuir para o aparecimento de doencas
auto-imunes (DWYER et al., 2007). As principais células neste meio regulatorio séo
Foxp3* T regulatorios (Treg), que desempenham um papel fundamental na prevencao
de doencas auto-imunes (ANTONIOLI et al., 2013b). CD39 e CD73, sdo altamente
expressos em Tregs, servindo como biomarcadores do tipo celular. O aumento na
atividade destas enzimas resulta em niveis elevados de adenosina que € uma
molécula de chave na acdo supressora imune de Tregs (ERNST; GARRISON;
THOMPSON, 2010).

O desenvolvimento da AR é mediado por células apresentadoras de antigenos,
linfécitos, neutrdfilos, até mesmo plaquetas, que expressam ADA na superficie celular
(MARTIN et al., 1995; CASANOVA et al., 2012; SOUZA et al., 2012; WANG; CHEN,
2018).

O aumento da liberacédo e geracdo de adenosina pelas ectonucleotidases e a
sua degradacao pela elevacdo da atividade da ADA podem ser sugeridos como
fatores que favorecem o estado inflamatoério relacionado a AR (ANTONIOLI et al.,
2012; SALESI et al., 2012). Assim, pode-se tracar uma conexao entre a atividade
dessa enzima e a inflamacéao relacionada a AR. O metabolismo da adenosina € um
excelente alvo farmacolégico a ser explorado para a AR, assim como ocorre parte do
mecanismo de ag¢do do metotrexato (MTX) (ANTONIOLI et al., 2012).

Além da funcdo metabdlica a E-ADA apresenta interage com os receptores de
adenosina e a molécula CD26, que atuam como proteinas de ligacdo, favorecendo a
comunicacdo célula a célula (BECKENKAMP et al., 2016; MORENO et al., 2018)
promovendo efeito estimulante sobre a proliferacdo de células T (PACHECO et al.,
2005; ZHONG et al., 2015), infiltracao celular das articulagbes, aumentando a invasao
e a adesao celular.

A interacdo da proteina CD26 com a ADA, cujos efeitos paracrinos estimulam
e ativam as células envolvidas na AR, pode nos fornecer uma abordagem alternativa
no entendimento e manejo da patogénese da AR. Essa funcdo recentemente
encontrada da ADA corrobora a nocdo de que a patogénese da AR esta fortemente
ligada a alteragfes na via purinérgica.

Essas enzimas regulando a imunidade e a inflamacdo por controlar o
metabolismo de nucleotideos sé&o alvos promissores nas doengas inflamatorias. A

atividade das enzimas purinérgicas podem sofrem mudancas, frente a patologias ou
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a intervencdes farmacoldgicas, sendo alvos dinamicos que devem ser explorados a
fim de direcionar e controlar as condicbes patologicas (ANTONIOLI et al., 2013b;
JAQUES et al., 2013b; DA SILVEIRA et al., 2016).

Uma vez que o desenvolvimento da AR é mediado por células como linfécitos,
neutrofilos e plaguetas e as moléculas ATP e adenosina conduzem muitos dos efeitos
entre as respostas inflamatoria e anti-inflamatéria da AR, se torna importante
compreender a sinalizag&do que ocorre por meio das atividades das ectonucleotidases
na AR.

3.4 VITAMINA D3

3.4.1 Conceitos gerais

A vitamina D € um hormaonio esterdide, conhecida pelo seu importante papel na
regulacdo dos niveis corporais de calcio e fosforo e da mineralizacdo 6ssea (UNGER,
2009). Sua estrutura quimica é semelhante aos classicos horménios seco-esteroides,
como o estradiol, o cortisol e a aldosterona (NORMAN, 2008; CARRILHO; FERREIRA,
2009).

A designacao “vitamina D”, compreende tanto a vitamina D2 como a D3, elas
sao denominadas com o colecalciferol ou calcitriol (vitamina D3) produzido na pele ou
adquirida através da dieta, e o ergocalciferol ou calciferol (vitamina D2) de origem
vegetal (DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009) (Figura 6).

Embora sejam metabolizadas de maneira semelhantes a vitamina D3 é
substancialmente mais eficaz do que a vitamina D2 em humanos (BIKLE, 2009;
CARRILHO; FERREIRA, 2009; DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009).
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Figura 6 — Principais fontes alimentares de vitamina D.

= Qleos de figado de peixe, tais como éleo de figado de bacalhau
1 colher de sopa (15 mL) fornece 1,360 Ul
* Peixes gordos, tais como:
Arenque, 85 g - 1383 Ul
Carapau cozinhado835 g - 425 Ul
Salmdo cozinhado, 100 g - 360 UL
Sarda cozida, 100 g - 345 Ul
Sardinha enlatado em éleo, 50 g - 250 Ul
Atum enlatado em 6leo, 85 g - 200 Ul
Enguia cozida, 100 g - 200 Ul
* Um ovo inteiro - 25 Ul
* Figado cozido, 100 g - 15 Ul
* Cogumelos naturais (Vitamina D2), 100 gr — 100 Ul
* Leite magro fortificado com vitamina D — | chiavena — 98UI
= Margarina fortificada com vitamina D (1 colher de sopa) - 60 Ul
* (Cereais enriquecidos com 10% de DDR para a vitamina D (uma chdvena) - 40 Ul

* Exposiciio solar corporal a UV-B (15-20 mn ds 12 h, no individuo de pele clara) — 10 000 Ul

Fonte- adaptado de Carrilho(2009)

3.4.2 Fontes e metabolismo

Considerado como um nutriente essencial, a principal fonte de vitamina D para
a maioria das pessoas é a exposicdo da pele a luz solar. Durante a exposi¢ao, 0s
raios UVB2 (290-315nm) fotolisa o 7-desidrocolesterol (7-DHC) em pré-vitamina Ds.
Ligado a proteina de ligacdo a vitamina D (DBP) o colecalciferol é transportado para
o figado e isomerizado.

No tecido hepético vérias hidroxilases da vitamina D do citocromo p450 (Cyp)
convertem em 25(OH)Ds ou calcidiol. Esta forma representa a forma circulante em
maior quantidade, porém biologicamente inerte (HOLICK, 2005; SCHUCH et al.,
2009), sendo diretamente relacionada a producéo enddgena ou oriunda da dieta. DBP
também transporta 25(0OH)D3 para os rins, onde a 1a-hidroxilase converte 25(0OH)D3
em 1,25(0OH) 2D3 (calcitriol), esse sendo o metabdlito ativo da vitamina D. Para
controlar as concentragdes de calcitriol, a 24-hidroxilase hidroxila 25 (OH) Ds ou 1,25
(OH) 2D3 em metabdlitos menos ativos. A regulagéo das hidroxilagdes no figado e no
rim determinado determinam os niveis de 1,25 (OH)2Ds3 (BIKLE, 2009; HOLICK, 2005).
(Figura 7).
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Figura 7 — Representacédo esquematica do metabolismo da vitamina D
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Fonte: Adaptacéo de Dankers et al. (2017)

Uma forma alternativa, porém, menos eficaz para individuos com baixa
exposicao solar ou habitantes de paises em regides temperadas € a ingestdo exdgena
de vitamina D, na qual as fontes alimentares contribuem na manutencgéo de seu status
(CARRILHO; FERREIRA, 2009; DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009; CUTOLO et
al., 2011).

Além disso, estudos apontam a existéncia de uma hidroxilagdo extrarrenal da
vitamina D, originando a vitamina que age de maneira autdcrina/paracrina com
funcdes de inibicdo da proliferacdo celular, promocédo da diferenciagédo celular e
imunorregulacéo (BIKLE, 2009; CARRILHO; FERREIRA, 2009; ANTICO et al., 2012).
Esse tipo de hidroxilacdo é determinada por fatores como citocinas e fatores de
crescimento e é diretamente dependente dos niveis de 25(OH)D, para que se
produzal,25(OH) 2D3.

Assim pode-se sugerir que a deficiéncia de vitamina D leva a baixos niveis do
seu metabolito ativo e ao aumento do risco de doencgas 6sseas e nao 0sseas (PATEL
et al., 2007; SONG; BAE; LEE, 2012).
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3.4.3 Fungbes

A funcéo classica da vitamina D é exercida pela absor¢éo de célcio e de fosfato
no intestino. Além disso, a mobilizacdo de calcio pela reabsor¢ao nos tubulos renais
favorece a maturacdo dos osteoblastos, bem como estimula a sua atividade.
Entretanto, vem sendo atribuido a vitamina D, principalmente relacionada a sua
deficiéncia, um papel importante em diversos processos fisiopatoldgicos como
doencas neurodegenerativas, diabetes, doencas autoimunes e inflamatérias
(CARRILHO; FERREIRA, 2009; DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009; ANTICO et
al., 2012; SONG; BAE; LEE, 2012).

As agdes “nao classicas” da vitamina D podem ser caracterizadas em trés
efeitos gerais: regulacdo da secrecédo do horménio; regulacao da funcdo imunoldgica
e regulacédo da proliferacao e diferenciacao celular (BIKLE, 2009; HOLICK, 2004).
Essas acfes vao depender, da ligacdo da vitamina com seu receptor nuclear VDR (do
inglés vitamin D receptor, receptor especifico da vitamina D). Estes receptores sao
semelhantes aos receptores para esteroides, horménios tiroidianos e retindides, os
quais regulam a transcricio do DNA em RNA (NORMAN, 2008; BIKLE, 2009;
BOUILLON, 2017).

Os VDR sao expressos por varios tecidos e tipos celulares, sendo identificados
em todas as células do sistema imune, amplamente expressos em mondcitos,
macréfagos, células dendriticas, células apresentadoras de antigenos, células NK,
linfécitos T e B ativados (NORMAN, 2008; DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009;
CUTOLO et al., 2011).

A presenca dos VDR em células do sistema imunoldgico, e a sua influéncia
sobre a regulacdo de fatores neste sistema (CARRILHO; FERREIRA, 2009),
corrobora com potente efeito de imunomodulacdo da vitamina D sobre as células do
sistema imune além da produgdo de citocinas (CARRILHO; FERREIRA, 2009;
DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009).

Os efeitos da 1,25(0OH)2Ds na resposta imunoldgica sado de inibicdo da
proliferacéo de linfocitos do tipo Thl e producgdo de citocinas pro inflamatorias IL-2 e
IFN-y além de estimular na liberagdo das citocinas IL-5 e IL-10 com carater anti-

inflamatorio, as quais vao promover a polarizacado de linfécitos a um fendtipo Th2
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(MATTNER et al., 2000). Ja foi demonstrado que a 1,25(0OH)2Ds inibe a producéo de
IL-6, citocina pro-inflamatoria que funciona como fator importante para estimulacéo de
Th1l7, fatores diretamente envolvidos na patogénese da AR(XUE et al., 2002; HAYES
et al., 2015).

Na populacao de linfécitos B a 1,25(0OH)2D suprime a proliferacdo e producao
de imunoglobulinas e retarda a diferenciacdo de plasmoécitos (DANTAS; DUARTE;
MARQUES, 2009). As células reguladoras (Treg) sdo também aumentadas por
1,25(0OH)2D3. A propenséao de 1,25 (OH)2D em suprimir o sistema imune adaptativo
surge como benéfica para condi¢cdes de autoimunidade (PENNA et al., 2005).

O desenvolvimento células T autorreativas vem sendo relatado em situacfes
de baixas concentragfes vitamina D, onde sistema imune caminha para a sintese de
interleucinas pro-inflamatorias (IL-12, INF-y), através de respostas de diferenciagéao,
antiproliferacdo, inducdo de efeitos de apoptose ou imunomodulacdo (DANTAS;
DUARTE; MARQUES, 2009; BOUILLON, 2017). Em conjunto essas respostas
culminam com a maior predisposicdao em desenvolver doencas autoimunes, como
diabetes mellitus tipo 1, esclerose multipla, lUpus eritematoso sistémico e a AR
(CANTORNA; HAYES; DELUCA, 1998; MERLINO et al., 2004; DANTAS; DUARTE;
MARQUES, 2009; ROSSINI et al., 2010; BOUILLON, 2017).

3.5 CURCUMINA

Derivada do acafrdo a curcumina, 1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-hepta-
dien-3,5-diona representa 75% da quantidade total do extrato da Curcuma longa L.,
que também contém as estruturas desmetoxicurcuminina (curcumina 1l, 20%) e (ll1)
bisdemetoxicurcumina (curcumina Ill, 5%) (RAO, 1994) (Figura 8). Por se tratar de
uma molécula lipofilica a curcumina rapidamente permeia a membrana celular,
podendo exercer efeitos sobre as células.

A curcumina contém uma mistura de antioxidantes fitonutrientes, conhecidos
como os curcumindides, além de uma ampla gama de propriedades farmacoldgicas
ja descritas, incluindo as anti-inflamatérias, antioxidantes, antitumoral e antiartritica
(AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009; SAHEBKAR, 2015; PANAHI et al., 2016; QADIR;
NAQVI; MUHAMMAD, 2016).

Os efeitos biologicos da curcumina séo principalmente derivados de sua

capacidade de se ligar diretamente a varias proteinas, moléculas reguladoras como
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fatores de transcricdo e citocinas, causando efeitos sobre as células e a sinalizacéo
celular (SHUREIQI; BARON, 2011).

Figura 8 — Curcuminoides presentes do extrato de Curcuma longa L.
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Fonte- adaptacéo de Srivastava (2011)

Estudos sugerem que dentre as capacidades imunoreguladoras da curcumina
estd a sua ligacdo direta com proteinas como a ciclooxigenase-2 (COX-2),
lipoxigenase, GSK3b e outras enzimas reguladoras, ou pela sua capacidade de
modular o estado redox intracelular (HONG et al., 2004; BYKQV et al., 2009).

A interacdo com células imunolégicas incluindo linfécitos B e T, macréfagos,
neutroéfilos, células dendriticas, citocinas e varios fatores de transcri¢do, destaca sua
propriedadade imunomoduladora. As a¢des da curcumina afetam tanto a imunidade
inata quanto adaptativa, sobretudo nas condi¢des patoldgicas (SRIVASTAVA et al.,
2011).

Esses fatores de transcri¢cdo incluem o fator nuclear kappa B (NF-kB), o qual
exerce um papel fundamental na producédo de citocinas pro-inflamatérias, como
interleucina IL-1, IL-2 e IFN-y em células T diretamente envolvidos em patologias
como esclerose multipla, lipus e AR (XIE et al., 2009; PANAHI et al., 2016; MOMTAZI-
BOROJENI et al., 2018).

Os mecanismos de acdo empregados a curcumina envolvem varios alvos

biolégicos, ou seja, fatores de transcricdo: NF-AT, AP-1, transdutores de sinal e
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ativador da transcricdo (STAT), p53, proteinas quinases ativadas por mitdgenos,
liberacdo de citocinas e os receptores encontrados em diferentes tipos de células
imunes (SOETIKNO et al., 2011).

Dentre os efeitos potencias empregados a curcumina, 0O Seu uso como novo
agente terapéutico no tratamento de doencas autoimunes, como o lupus e AR vem
ganhando destaque (KRIVOSIKOVA et al., 2009). A reducéo da atividade do NF-kB
pela curcumina resulta na diminuigdo do estimulador de linfocitos B (BLYS), citocina
chave para proliferacéo de linfocitos B, producéo de autoanticorpos e a patogénese e
manutenc¢ao das doencas autoimunes (HUANG et al., 2011).

A curcumina ja esta sendo utilizada como um fitoterapico e o uso € considerado
seguro; confirmado por diversos ensaios clinicos em humanos onde nao demonstrou
toxicidade limitada por dose, até a dose atingida de 10g/dia (LAO et al., 2006;
AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009).

No entanto, existem certas limitagbes relativas ao uso de curcumina como
droga. A curcumina tem uma biodisponibilidade muito baixa, absorcéo celular lenta e
a rapida metabolizacao restringem seus efeitos. Assim requer alternativas como
repeticdo de doses orais visando uma concentracdo significativa no interior das
células para efeitos fisiol6gicos, contudo essa alternativa torna a terapia como dificil
adesdo. Para abordar estas limitacdes, uma das solugbes € realizacdo do
nanoencapsulamento da curcumina que busca estabilizar e viabilizar o seu uso,
aumentando sua estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade e que também ja vem
demonstrando bons resultados na literatura (JAQUES et al., 2013b; ARORA et al.,
2015).

3.6 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é o estudo de estruturas extremamente reduzidas, com
composi¢cbes na faixa entre 1 e 100 nandémetros. A técnica definida como
nanoencapsular € o tratamento de moléculas ou compostos individuais ou em
associacdo em estruturas para produzir materiais e dispositivos com propriedades
especiais, e assim pode ser usada para uma série de aplicacbes onde os materiais
em escala nanométrica podem trazer beneficios (WANG; RUAN; CUI, 2009).

Entre as vantagens que 0s nanossistemas podem oferecer, destacam-se: a

protecdo do farmaco no sistema terapéutico contra possiveis instabilidades no
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organismo, promovendo manutencdo de niveis plasmaticos em concentracao
constante; o aumento da eficacia terapéutica (bioatividade); a liberacéo progressiva e
controlada do farmaco pelo condicionamento a estimulos do meio em que se encontra
(variacbes de pH e/ou temperatura); a diminuicdo expressiva da toxicidade pela
reducdo de picos plasmaticos de concentracdo maxima, devido a utilizacdo de dose
reduzida; a diminuicdo da instabilidade e decomposicdo de farmacos sensiveis; a
possibilidade de direcionamento a alvos especificos; a possibilidade de incorporacéo
tanto de substancias hidrofilicas como lipofilicas nos dispositivos; a diminuicdo da
dose terapéutica e do niumero de administracdes e aumento da aceitacdo da terapia
pelo paciente (BOISSEAU; LOUBATON, 2011; DEB et al., 2012; PATEL; MARTIN-
GONZALEZ; FERNANDA, 2012).

Na nanotecnologia, as particulas nano sdo usadas para a entrega especifica
das substancias no local alvo. Desse modo, a dose necessaria e os efeitos colaterais
sdo reduzidos significativamente quando o agente ativo € depositado apenas na
regido de propésito. Um medicamento “nano” especifico reduz o consumo e a
administracdo das drogas, além da reducéo do risco de hiperdosagem e as despesas
de tratamento, tornando o tratamento mais eficaz tanto para pacientes quanto para a
indastria (NIKALJE, 2015).

Usando a ferramenta da nanotecnologia um farmaco com baixa solubilidade
sera substituido por um sistema de liberacdo deste farmaco, resultando em melhor
solubilidade devido a presenca de ambientes hidrofilicos ou hidrofobicos
(BERTRAND; LEROUX, 2012). A liberagéo controlada da droga pode prevenir o dano
tecidual por droga. Assim, a farmacocinética da droga pode ser alterada, melhorando
distribuicdo e evitando uma maior depuracéo do farmaco no corpo.

Embora as vantagens sejam expressivas, alguns pontos devem ser
considerados, como auséncia de biocompatibilidade dos materiais utilizados e custo
de obtencdo dos nanossistemas, quando comparados com as formulagbes
farmacéuticas convencionais. A biodistribuicdo dessas nanoparticulas ndo é ainda
bem conhecida, devido as possiveis reacfes do organismo aos materiais
nanometricos. Devido ao pequeno tamanho, nanoparticulas podem ser armazenadas
nos tecidos periféricos e, portanto, podem se acumular no corpo ao longo do tempo
(MINCHIN, 2008).

De natureza biocompativel e biodegradavel os polimeros a base de poli(e-

caprolactona) (PCL) tém sido amplamente estudados em formulagbes que visam um
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controle de liberacdo de farmacos. Por apresentar boa permeabilidade, iniUmeros
farmacos conseguem se distribuir de maneira uniforme na matriz polimérica. Além
disso, apresenta uma degradacao prolongada por ser um polimero semi-cristalino, o
que permite a liberagdo sustentada do farmaco (GUTERRES; ALVES; POHLMANN,
2007; JAGER et al., 2009).

Indmeras substancias, entre as mais variadas atividades terapéuticas,
mostram-se capazes de serem associadas a sistemas nanocarreadores.
Recentemente, um estudo realizado por Wang et al. (2014) destacou o potencial das
nanoparticulas na entrega de farmacos de uma forma precisa para as células imunes
ativadas, podendo, entdo, ser aplicada para o tratamento de uma ampla gama de
doencas inflamatérias (WANG et al., 2014).

A suplementag&o/administragdo da vitamina D e de compostos naturais como
a curcumina, vem se demonstrando promissores para o tratamento de diversos tipos
de doencas, incluindo cancer, doencgas neurodegenerativas e doengas crénicas como
a AR (AGGARWAL; SURH; SHISHODIA, 2007; NEVE; CORRADO; CANTATORE,
2014; ARORA et al., 2015; DA SILVEIRA et al., 2016; JIANG et al., 2016).

No entanto, fatores como baixa solubilidade, propensao a fotodegradacao, ma
absorcdao e alta taxa de metabolismo de primeira passagem da curcumina e a vitamina
D se tratar de uma substancia lipofilica, instavel, sensivel a varios fatores ambientais
e 0 risco de hipervitaminose dificultam o uso desses compostos como um agente
terapéutico. Assim a aplicacéo de nanoencapsulacao deve ser capaz de constituir um
meio adequado para aumentar a estabilidade e preservar as propriedades durante o
seu processamento e armazenamento (LUO; TENG; WANG, 2012).

Ja foi demonstrado na literatura que nanocapsulas de vitamina D3z foram
capazes de diminuir o processo inflamatério causado por artrite induzida em ratos,
devido a modulacdo de ectoenzimas do sistema purinérgico de linfocitos (DA
SILVEIRA et al.,, 2016). A curcumina nanoencapsulada, por sua vez, vem
apresentando resultados em parametros oxidativos e inflamatorios relacionados a
modelos de AR (ARORA et al., 2015; YANG et al., 2015).

A associagdo da vitamina Ds com a curcumina num sistema de
nanoencapsulacdo conduz a expectativa de um efeito sinérgico dessas substancias
sobre AR. O uso da nanotecnologia promete essencialmente a reducdo e

simplificagé@o da posologia dos medicamentos administrados, superagéo das variaveis
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de estabilidade e biodistribuicdo dos compostos e consequente reducéo dos riscos de

reacoes adversas associadas ao seu uso.
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4 MANUSCRITO

Os resultados referentes a essa dissertacao apresentam-se sob a forma de um
manuscrito, o qual se encontra estruturado segundo as normas do periédico ao qual
serd submetido. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo, e Referéncias
especificas, encontram-se compondo 0 proprio manuscrito e representam a integra

desse estudo.

Manuscrito I: Co-nanoencapsulation of vitamin Ds and curcumin regulates

inflammation and purine metabolism in a model of arthritis

Sera submetido a revista Inflammation Research.
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ABSTRACT

Aim: To analyze the effects of the nanoencapsulated association of curcumin and
vitamin Ds on purine metabolism through the activities of purinergic enzymes in
neutrophil, lymphocyte and platelet in a model of adjuvant-induced arthritis (AlA) in
rats.

Methods: The animals were treated with curcumin and vitamin D3, nanocapsules of
VD3 (15.84 IU / day) and curcumin 4mg/kg separately and in combination, or with
curcumin in the free form 25mg/kg with the vehicle or with blank nanocapsules, for 15
days after induction of arthritis by adjuvant and euthanized after this period. Following,
the activities of the enzymes E-NTPDase, E-ADA, myeloperoxidase (MPO), reactive
oxygen species (ROS) were evaluated. Also, the histology of the liver and kidney and
the serum biochemistry were investigated.

Results: In arthritic rats, changes in the activities of purinergic enzymes indicated that
inflammation was significantly reverted by co-nanoencapsulated treatments. The
reduction of inflammation was confirmed by the reversal of the signs and symptoms of
RA, as well as MPO activity, by the formulations. The treatments with nanocapsules
reverted histological alterations in the kidney. ROS levels and biochemical parameters
did not change with induction or treatment.

Conclusion: Our results suggest that co-nanoencapsulation of vitamin D3z and curcumin
can be used as alternative adjuvant treatments for rheumatoid arthritis as they revert
the changes in the purine metabolism and the inflammation associated with arthritis.
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is an immune-mediated disease characterized by the
activation and infiltration of inflammatory cells and proliferation of synovial tissue (1). It
can rapidly change from a local reaction to a multisystem inflammation and may lead
to an irreparable deterioration of the joints, causing debilitation and increasing the risk
of mortality (2).

During the development of RA, interactions occur between local cells and the
response of inflammatory cells of both acquired and innate immunities. T and B cells,
neutrophils, macrophages and platelets release inflammatory mediators such as
cytokines (IL-1 B, IL-6, tumor necrosis factor [TNF- a]), autoantibodies (rheumatoid
factor [FR], and anti-citrullinated peptide antibodies [ACPASs] that amplify the damage
(3,4). Therefore, the interactions between the immune cells generate an inflammatory
process that contributes to the progress and maintenance of the signs and symptoms
of the disease (5).

Neutrophils are the most present cells at the inflammatory site of RA. These cells
produce reactive oxygen species (ROS) that play an important role in the pathogenesis
of the disease (6). In addition, the myeloperoxidase (MPO) enzyme released by
neutrophils binds to macrophages and triggers an intramolecular cascade that results
in the production and secretion of proinflammatory cytokines, attracting more
phagocytes and causing degranulation and consequent damage (7).

In the presence of endothelial damage, immune cells become activated and
release ATP (adenosine triphosphate), a damage-associated molecular pattern
(DAMP), resulting in proinflammatory signals (8,9). The hydrolysis of the adenine
nucleotides ATP and ADP (adenosine diphosphate) by E-NTPDase (EC 3.6.1.5;
CD39), AMP by E-5-nucleotidase (EC 3.1.3.5; CD73), and the deamination of
adenosine by E-ADA (ecto-adenosine deaminase; EC 3.5.4.4) act as a regulatory
process. They regulate not only the concentration of these metabolites but also their
effects on the immune response when in the extracellular environment (10).
Adenosine, a metabolite of adenine nucleotide, is a limiting factor for inflammation,
including in RA, preventing joint destruction and pain (11,12).

The purinergic system involves the release and hydrolysis of adenine nucleotides

and their interaction with purine receptors, which play an important role in several
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biological processes and regulate essential factors involved in inflammation (13). The
maintenance of RA depends on a continuous inflammatory process in which adenine
nucleotides participate as signaling molecules (14). The modulation of such a system
may bring benefit to chronic diseases such as RA.

The large number of serious adverse effects and limited efficacy coupled with the
chronicity of current therapies for RA (15) has created the need for the development
of new, safer and more effective anti-arthritis therapies. In view of the comments
above, there is an interest in the use of natural compounds like curcumin and the
supplementation of vitamin D3 as adjunctive therapy to prevent the development or
delay manifestations of diseases such as RA (16-18). The use of complementary
therapies with natural compounds and substitution of metabolites has shown
advantages in terms of safety and tolerability (19,20). In addition, patients with
rheumatoid arthritis have good receptivity to complementary therapies (21).

Curcumin, a polyphenol derived from Curcuma longa L. (Zingiberaceae), is of
particular importance for the treatment of diseases and inflammatory disorders, on
highlights RA (22-24). Although its anti-inflammatory, antioxidant, antitumoral, and
antiarthritic properties have been reported, the mechanisms of action are poorly
defined (25,26). Moreover, the in vivo use of curcumin is limited by issues regarding
absorption, distribution, bioavailability, and metabolism, in addition to its hydrolytic
propensity and photochemical photodegradation (27,28).

The use of nanotechnology is a strategy to overcome the physicochemical and
biopharmaceutical properties of curcumin (29). Previous studies have pointed out its
nanoencapsulation as a suitable approach to increase, curcumin solubility, stability,
and bioavailability as well as to prolong its blood circulation time and to reach special
tissues, as bones and joints (30). Moreover, the literature shows effective results about
the use of nanoencapsulated curcumin in chronic diseases such as cancer, diabetes
and in arthritis models (31-33).

Regarding the supplementation of vitamin Ds, low levels of vitamin D3 are related
to a greater susceptibility to autoimmune diseases, among them RA. Also, an
association can be drawn between vitamin D intake and reduction of risk for this
disease (34,35). Thus, the supplementation to replenish this vitamin becomes relevant
in the context of prevention and possible harm reduction (36). Vitamin D3
nanoencapsulation is also useful for its replacement, since the daily needs of vitamin

D are usually low and thus outweigh the risk of hypervitaminosis (37). In addition, the
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use of nanotechnology would optimize the non-musculoskeletal benefits of vitamin D3,
delivering this agent directly to inflammatory sites (38).

Therefore, this study was designed to evaluate the in vivo effects of the co-
encapsulation of vitamin D3z and curcumin in polymeric nanocapsules on the activities
of purinergic ectoenzymes (E-NTPDase and E-ADA). Due to their direct relationship
with the purinergic system (39), the role of neutrophil, lymphocyte, and platelet
signaling in the pathogenesis of RA was investigated. In addition, histological and
biochemical analyses, as well as MPO activity and the formation of ROS in adjuvant-

induced arthritis (AIA) were studied to support our novel contribution to the area.

Material and Methods

Animals

Adult female Wistar rats (150-250g), heterogenic and conventional, originated
from the UFSM Central Vivarium were used. The animals were maintained under
controlled conditions (22+2°C under a 12-h/12-h light/dark cycle) with food and water
available ad libitum. The experimental protocol was approved by the Ethics Committee
on the Use of Animal at the Federal University of Santa Maria (8937281117).

Reagents and chemicals

The bovine serum albumin, Coomassie Brilliant Blue G, adenosine and
Complete Freund’s Adjuvant (CFA) were bought from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). The vitamin D3 formulation used Addera Ds® oral solution (cholecalciferol-
vitamin D3 — 3300IU), Mantecorp Farmasa®. Ficoll-Hypaque (Lymphoprep) was
purchased from Nycomed Pharma (Oslo, Norway). The vehicle used was cooking corn
oil. The curcumin was bought from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All the
other chemicals used in the experiment were from analytical grade and highest purity.

Induction and Assessment of Arthritis and Treatment of Rats

Arthritis was induced by a single subcutaneous injection of 50 uL of a CFA
suspension (Complete Freud's Adjuvant), which consists of killed and dried
Mycobacterium tuberculosis (1.0mg/ml), dissolved in liquid paraffin at a concentration
of 0.6% or saline (used as a control), administered into the right hind paw.

Tests were made to check the development of the inflammatory process 15
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days after de induction. The arthritis score, paw immersion latency (thermal
hyperalgesia), and paw thickness (paw edema) were performed as described
previously by our study group (37). These tests were performed again 15 days after
treatment, to analyze the effect of different treatments on signals of an inflammatory
process associated with induced arthritis.

The arthritis score was used to assess the progression of arthritis, in which the
signs of inflammation were observed and classified according to a scale (40,41). The
paw immersion test evaluated the hypersensitivity to heat stimulation. In this test, the
right hind paw of the animals was immersed in a water bath at 48°C and the index of
the thermal nociceptive threshold was given by measuring the amount of time from the
beginning of the stimulus to the animal’s response by withdrawing the paw (42). The
onset and development of edema were observed through the right hind paw thickness

and was measured using a digital caliper (43).

Production and characterization of the nanocapsules formulations

Lipid-core nanocapsules (NC, NCvbs, NCcur, NCvbps-cur) were obtained by
interfacial deposition of preformed polymer technique (44,45). The organic phase
consisted of poly(ecaprolactone) as a biodegradable polymer, sorbitan
monoestearate, as the surfactant, TCM or Vitamin D3 as oil, all dissolved in acetone.
For those formulations containing curcumin, it was added to the organic phase together
will all other components. The organic phase was injected into an agueous phase
containing polysorbate 80, as surfactant. Acetone was eliminated and the aqueous
phase concentrated by evaporation under reduced pressure to obtain 100 mL. Table
1 shows the composition of the formulations, according to our previous reports (37,46).
For the formulations containing CUR its concentration was set to 0.50 mg/mL. All
formulations were prepared in triplicates and kept protected from light at room
temperature. The volume of Vitamin D added to the formulations NCvps and NCvps-cur
corresponded to 528 Ul, reaching a final concentration of 52.8 Ul/mL in these
formulations.

In the first characterization step, the particle size distribution of nanocapsules
were evaluated by laser diffraction (Mastersizer® 2000, Malvern Instruments, Malvern,
UK) to guarantee that the pharmaceutical composition was optimized to ensure the
formation of particles exclusively at the nanoscale. Afterwards, the particle size

distribution and polydispersity index (PDI) of the formulations were measured by
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dynamic light scattering (Zetasizer Nano ZS®, Malvern Instruments, Malvern, UK) after
a previous dilution of the formulations in ultrapure water. Zeta potential was evaluated
by electrophoretic mobility (Zetasizer Nano ZS®, Malvern Instruments, UK). Curcumin
concentration and its encapsulation efficiency was evaluated by liquid
chromatography, as previously reported (45). The analytical method was validated for
these specific formulations, showing good linearity (1 — 20 pg/mL, r =0.9998), precision
(RSD of 1.79% and 2.16% for the intra- and inter-day evaluation, respectively) and
accuracy (recovery between 97.5 and 99.5%). Specificity was tested in presence of all
other components, showing that they do not interfere in the curcumin assay. Limits of

guantification and detection were 0.28 and 0.08 pg/mL, respectively.

Treatment

The treatments were initiated fifteen days after induction and lasted for 15 days,
following the model of previous studies (37). All the treatments were administered by
oral gavage, and the vehicle used was corn oil.

The animals were divided into 14 groups: CN+VEHICLE (control), healthy
untreated; CN+ NC healthy treated with blank nanocapsules; CN + NCvpsz healthy
treated with nanoencapsulated vitamin Ds ; CN + NCcur, healthy treated with
nanoencapsulated curcumin; CN + VD3-CUR healthy treated with a combination of
vitamin D3z and curcumin in the free form (not nanoencapsulated); CN + CUR, healthy
treated with curcumin in the free form; CN + NCvbs-cur, healthy treated the a
nanoencapsulated association of vitamin D3 and curcumin; AIA+VEHICLE, untreated
arthritic animals; AIA + NC, arthritic treated with blank nanocapsules; AIA + NCvps,
arthritic treated with nanoencapsulated vitamin Ds; AIA + NCcur, arthritic animals
treated with nanoencapsulated curcumin; AIA + VD3-CUR, arthritic treated with a
combination of vitamin Dz and curcumin in free form; AIA + CUR, arthritic treated with
curcumin in the free form; and AIA + NCvbs-cur, arthritic treated with an association of
vitamin Dz and curcumin, both in the free form.

The groups NCvbs received a previously prepared suspension (52.8 IlU/mL VD3)
which is equivalent to a dose of the 15.84 |U/day of the vitamin Ds. The groups CUR,
received the formulation of 25mg/kg of curcumin, dissolved in 0.3 mL of corn oil. The
NCcur groups received a formulation with nanocapsules of 4mg/kg of curcumin. The
CN + VEHICLE and AIA + VEHICLE groups received corn oil and the NC groups



54

received blank formulation, only with the components to the formation of
nanocapsules.

Aiming to reduce the number of animals used in the experiment, the induction
model and the doses, as well as the treatments, were done according a previous study.
Based on that, we did not include a group treated with free VD3, which has shown
results similar to the nanoencapsulated VD3 although with higher doses in a previous
study (36).

Experimental procedure

The experimental design is demonstrated in Figure 1. The assessment of
arthritis (arthritis score, thermal hyperalgesia, and paw edema) was performed in three
different timepoints: DO (before-induction), D15 (fifteen days after induction), and D30
(fifteen days after treatment).

At the end of the treatments, the animals were anesthetized by inhalation of
isoflurane and submitted to euthanasia by exsanguination and blood was collected by
cardiac puncture whole blood was used to separate the cells, serum, and plasma.

All the animals were weighted on D7 (seven days after induction), D14 (fourteen

days after induction) and D28 (twenty days after induction).

Isolation of lymphocytes and neutrophils from blood

Blood collected in a tube with 7.2 mg dipotassium EDTA (anticoagulant). The
whole blood was layered in Ficoll-Histopague according to Boyum (47). After
centrifugation and formation of different density layers, a lymphocyte-rich mononuclear
cell layer and a polymorphonuclear cell layer were collected and washed with saline.
The protocol was carried out according to the manufacturer’s instructions. The samples

containing lymphocyte and neutrophil were used immediately for enzymatic assays.

Isolation of platelets from blood

For the isolation of platelets, platelet-rich plasma was separated from blood
collected with anticoagulant Sodium Citrate 3.5% according to the method of Pilla et
al., 1996 (48).
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Evaluation of cell integrity
The integrity of cells was assayed by determining the lactate dehydrogenase
(LDH) activity in intact and disrupted cells using the kinetic method of the Labquest

apparatus (Diagnostics Gold Analyzer).

Separation of blood serum and plama

The blood samples were collected in tubes without anticoagulant and gel serum
separator, at room temperature were centrifuged at 1400xg min for 15 min. The
resultant serum samples were aliquoted in proper microtubes and frozen for further
analyses.

Plasma was separated from blood collected with EDTA, followed by
centrifugation at 1800 x g for 10 min.

Protein content
The protein quantification was measured by the Coomassie Blue method
described of Bradford (49) using serum albumin as a standard.

NTPDase activity determination in neutrophils

The NTPDase enzymatic assay was carried out in a reaction medium containing
5 mM CacCl2, 100 mM NacCl, 4 mM KCI, 5 mM glucose and 50 mM tris- HCI buffer, pH
7.4, at a final volume of 200 pL as describe by Lunkes et al (50). Twenty microliters of
the enzyme preparation (8-12 ug of protein) was added to the reaction mixture and
pre-incubation proceeded for 10 min at 37°C. The reaction was initiated by the addition
of ATP or ADP at a final concentration of 1.0 mM, and the time of incubation was 60
min. The enzyme assay was stopped by the addition of 200 yL of 10% trichloroacetic
acid (TCA) to provide a final concentration of 5%. Subsequently, the tubes were chilled
on ice for 10 min. Released inorganic phosphate (Pi) was assayed by method of Chan
et al (51). using malachite green as the colorimetric reagent and KH2PO4 as standard.
Controls were carried out to correct for non-enzymatic hydrolyses of nucleotides by
adding enzyme preparation after TCA addition. All samples were run in triplicate.
Enzyme-specific activities are reported as nmol Pi released/min/mg of protein.
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Adenosine deaminase activity determination (E-ADA)

The method previously described by Giusti and Galanti (52) was used to
measure E-ADA activity in lymphocytes, neutrophils, and platelets, and ADA in serum,
based on the direct quantification of ammonia produced during the deamination of
adenosine by ADA.

Twenty-five (25) uL of cells or serum was added to 21 mM/L of adenosine, pH
6.5, and incubated for 90 min at 37 °C. By adding 106.2 mM phenol and 167.8 mM
sodium nitroprusside and hypochlorite solution, the reaction was stopped. Seventy-
five (75) yM of ammonium sulfate was used as standard. The protein content was
adjusted for lymphocytes (0.1-0.2 mg/mL), neutrophils (0.2-0.3 mg/mL) and platelets
(0.4-0.6 mg/mL). All samples were run in triplicate and E-ADA activity was expressed
in umNH3/min/mg of protein and serum ADA activity was expressed in U/L. One unit
(1U) equals the amount of enzyme needed to release 1 mmol of ammonia per minute

from adenosine at standard assay conditions.

Myeloperoxidase (MPO) enzyme activity in plasma

MPO activity in plasma was analyzed spectrophotometrically by a modified
peroxidase-coupled assay system involving phenol, 4-aminoantipyrine (AAP) and
H202 Metcalf et al. (1986) (53). Briefly, 390 mL of AAP, 2.5 mM of phenol and 20 mM
will be placed in each tube, followed by 450 uL of 1.7 mM H202. In the presence of
H20: as the oxidizing agent, the oxidative coupling of phenol and AAP is catalyzed by
MPO to give a colored product, quinoneimine, with a maximum absorbance at 500 nm.

The results were expressed in micromolar of the quinoneimine produced in 30 min.

Reactive oxygen species (ROS) in plasma

ROS were measured using the 2'-7'dichlorofluorescein fluorescence assay
according to Myhre et al (54). The aliquots of plasma (50 uL) are added to a medium
containing Tris-HCI buffer (0.01 mM, pH 7.4) and DCFH DA 2'-7'-dichlorofluorescein-
diacetate (1 mM). After the addition of DCFH-DA, the medium is incubated in the dark
for 1 h until fluorescence measurement (excitation at 488 nm and emission at 525 nm).
Dichloro-oxidized fluorescein is determined using a standard curve of oxidized

dichlorofluorescein and the results are expressed as DCFH-DA fluorescence.
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Histological analyses

The liver and kidney were dissected for histopathological analysis. All the
samples were fixed in 10% buffered formalin and were embedded in paraffin,
sectioned, stained with hematoxylin and eosin, and analyzed by a pathologist under

optical microscopy (Olympus bx 40) using the program Univision rel.48.

Biochemical parameters

The biochemical analyses of serum samples were performed using a semi-
automatic chemistry analyzer (Bioplus, BIO-2000), using commercial kits
(Bioclin/Quibasa, Minas Gerais, Brazil), following the manufacturer’s
recommendations. The biochemical parameters measured were creatinine, alanine

aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed by Graphpad Prism 7.0 software. First, the
data were tested for normality of Kolmogorov—Smirnov and then analyzed with two-
way analysis of variance (ANOVA) between groups, followed by the post hoc test of
Tukey. The tests of assessment of arthritis were evaluated by two-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the Bonferroni’s test. The results were exhibited as

mean + SEM, and a value of P < 0.05 was considered statistically significant.

Results
Nanocapsules formulations

Curcumin-loaded nanocapsule suspensions and CUR+VD3 nanocapsules had
a bright orange color and opalescent aspect, while NCvps and NC formulations
presented a white bluish color (Tyndall effect) and opalescent aspect (data not shown).
Their physicochemical characteristics are shown in Table 2. The curcumin content of
the formulations NCcur and NCvps-cur was 0.513 + 0.01 and 0.502 £+ 0.03 mg/mL,

respectively. Both formulations showed a curcumin encapsulation efficiency of 100%.

Evaluation of arthritis induction and the anti-inflammatory effects of treatments
To confirm the successful induction of inflammatory arthritis by CFA we
evaluated three signals of chronic inflammation: arthritis score (Figure 2A), paw

thermal latency (Figure 2B) and paw edema (Figure 2C). We also investigated the
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possible anti-inflammatory effects of treatments in chronic inflammation.

Fifteen days after the CFA injection, the arthritis score increased significantly
(Figure 2A), the paw thermal latency was considerably decreased (indicating the
development of thermal hyperalgesia) (Figure 2B), and the paw thickness showed a
large increase (paw edema) (Figure 2C) in all the AIA groups, indicating a successful
induction of arthritis.

Once chronic inflammation was established, all free-form or nanocapsule
treatments were successful in reducing clinical symptoms after 15 days of dosing,
however curcumin and vitamin D3 co-nanoencapsulation treatments achieved the most
significant results. The results showed a reduction in the arthritis scores (Figure 1A),
thermal hyperalgesia (Figure 2B), and paw edema (Figure 2C). At the same time,
treatment with NCvps only reduced thermal hyperalgesia (Figure 2B) and paw edema
(Figure 2C) 32.5£10.6 and 42.9+10.5, respectively. The injection of CFA did not induce

notably behavioral alterations.

Weight gain

The analysis of animal weight gain after arthritis induction is shown in figure 4.
All animals with induced arthritis showed an intense and profound reduction in total
weight, as demonstrated, only the arthritic animals sustained weight loss after the
second week of evaluation. The AIA + VEHICLE animals maintained a reduction in
body weight throughout the experiment. In contrast, treatments with VD3-CUR, CUR,
Ncur, NCvbs-cur, after showing a reduction in the first 7 days after induction, returned
to gain weight normally. The groups of non-induced animals did not show changes in

weight gain, as did the arthritic animals in the NC group (data not shown).

E- NTPDase activity in neutrophils

The activity of E-NTPDase degrading ATP of neutrophils is shown in Figure 5A.
The arthritis-induced group (134.57+10.3, P<0.05, n=5) showed a significant reduction
in the catalytic activity in relation to the vehicle control group (CN-VEHICLE)
(545.79+67.7). The groups VD3-CUR (560.77+42.44, P<0.05, n=5) and NCvbs-cur
(592.93+32.0, P<0.05, n=5) showed an elevation in ATP degradation in animals with
induced arthritis. The AIA NC group (208.30+38.5) had similar results to the AIA vehicle
group. The CUR (501.81+122.75), NCcur (485.28+122.75), and NCvps (422.8+56.9)

groups did not show a significant increase in the activity of this enzyme.
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Figure 5B shown the ADP hydrolysis by E-NTPDase. The breakdown of ADP is
similar to the ATP hydrolysis seen in the AIA vehicle group (147.55£16.8, P<0.05, n=5)
and AIANC (167.65+25.2, P<0.05, n=5), which exhibited diminished enzymatic activity
when compared with the vehicle control group (505.96+21.2). The AIA animals in VD3-
CUR group (496.58+46.0, P<0.05, n=5), and NCvbs-cur groups (582.45+27.5, P<0.01,
n=5) demonstrated an increased catalytic activity. The results of AIA NCcur
(465.75+62.3), CUR (467.76+111.3) and NCvps groups (472.66+48.9) were not
significantly different.

E-ADA activity in neutrophils

The degradation of adenosine by E-ADA of neutrophils is shown in Figure 6A.
The arthritis-induced group (229.9+19.0, P<0.05, n=5) showed a significant increase
in the catalytic activity of E-ADA in relation to the vehicle control group (81.24+18.7).
The treatments with NCvps (77.13+£17.74, P<0.05, n=5), VD3-CUR (77.88+17.23,
P<0.05, n=5), and NCvbs-cur (78,93+13.76, P<0.05, n=5) significantly reverted the
increase of E-ADA activity in animals with induced arthritis. The AIA NC group had
results similar to the vehicle group, and the groups CUR (123.22+40.75) and NCcur

(130.78+27.18) did not show a significant decreased activity of this enzyme.

E-ADA activity in lymphocytes

The E-ADA activity in lymphocytes is demonstrated in Figure 6B. The adenosine
hydrolysis was significantly lower in the AIA + VEHICLE group (91.8+12.74, P<0.01,
n=5) and AIA NC (86.67+21.66, P<0.01, n=5) when compared with control vehicle
(257.44+ 30.82), the NCvps control (120,27 + 9.60) and NCvps-cur control groups
(178.94 = 29.16) had similar effects in enzymatic activity. After 15 days of treatment,
the AIA NCvps (222.15+22.6, P<0.05, n=5), AIA VD3-CUR (232.50+22.28, P<0.05,
n=5), and AIA NCvbs-cur groups (230.06£25.21, P<0.05, n=5) showed a significantly
increased in E-ADA activity. The groups treated with CUR and NCcurc did not show a
reversion of E-ADA activity.

E-ADA activity in platelets

Figure 6C shows E-ADA activity in platelets. The degradation of adenosine was
significantly higher in AIA (7.28+0.45 P<0.01, n=5) and AIA+NC (6.44+0.76 P<0.05,
n=5) than in the CN+VEHICLE group (2.64+0.68). All the control groups demonstrated
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similar adenosine deamination. Only VD3-CUR (3.40+0.36, P<0.05, n=5) and NCvps-
cur (3.30£0.28, P<0.05, n=5) were capable to significantly revert the increase in ADA

activity, showing values for similar basal.

ADA activity in serum

The measurement of ADA in serum (figure 6D) showed a significant increase in
the activity of ADA in the groups of rats with induced arthritis, AIA +VEHICLE
(13.42+0.61) and AIA + NC (13.02+1.2) compared to the CN+VEHICLE group
(6.54+0.73). All the treatments were significantly efficient in revert the activity of ADA

in serum.

Myeloperoxidase enzyme activity in plasma

The activity of the MPO is shown in figure 7. The AIA vehicle group (3.87+ 0.24)
showed a significant increase compared to the CN+VEHICLE group (2.20+0.46).
Regarding all the treatments, the NCvps (2.59+0.36), NCcur (2.12+0.17), VD3-CUR
(1.63+0.12), CURC (1.83+0.19) and NCvps-cur (1.7+0.17) has shown a significant
reduction in the increased the MPO activity when compared arthritic non-treated

groups.

Reactive oxygen species in plasma
The results of the reactive oxygen species levels in plasma is demonstrated in
figure 8. The AIA groups and the control groups treated or untreated, showed no

difference in ROS levels.

Histological analyses

No relevant histopathological changes were observed in the hepatic analyzes
of the animals, healthy or arthritic, untreated or treated with nanocapsules or with a
free formulation. All liver samples were well preserved with a normal hepatic capsule,
liver space and liver parenchyma (data not shown). Furthermore, in any of the
nanocapsule-treated animal samples, no granulomatous body formation was found.

In relation to the histopathological analyzes of the kidneys (Figure 3), vehicle +
AIA animals showed a certain compression of the renal tubules, greater
vascularization, and disorganization of the glomeruli in relation to the control animals.

Animals that were not induced or those with induced arthritis and treated with
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nanocapsules of curcumin and vitamin Ds or free forms did not present

histopathological alterations.

Biochemical parameters
The biochemical parameters, ALT, AST and creatinine tested in the serum of all

the groups did not present any difference of values. Data not shown.

Discussion

The development of RA comprises processes of articular infiltrate involving
diverse immune cells (neutrophils, macrophages, autoreactive T cells, platelets, and
dendritic cells) responsible for the increase in the levels of proinflammatory cytokines,
besides presenting synovial hyperplasia, bone erosion, and remodeling of articular
cartilage (55). Animal models of arthritis provide us with a controlled environment with
precise knowledge on the onset of the disease, which is difficult to diagnose early in
humans. Very well-established and widely used models explore the contributions of
different cells to the pathogenesis of arthritis and analyze potential therapies (56). We
investigated the effects of a new formulation of nanocapsules, associating vitamin D3
and curcumin, on the inflammatory process of arthritis involving the purine metabolism
as well as histological, biochemical and oxidative stress parameters in a murine model
of induced arthritis.

The characteristic process that occurs in arthritis can be demonstrated fifteen
days post-induction of arthritis with CFA in the animals. On the arthritis score, paw
swelling, coloration, and claw position were significantly increased in animals after
induction. Also, we saw a reduction in the latency time in arthritic animals, signaling
that the animals became more sensitive to pain and thermal hyperalgesia, probably
because they were suffering from the presence of an inflammatory state. Together with
these analyses, the paw edema indicates the success of induction of arthritis. We
determined the establishment of an inflammatory process (swelling, pain, color) and
also showed that the reduced function can be reverted by the main treatments.

Our data suggest that the increase in the inflammatory process, an important
factor of the RA, leads to incapacity and severe pain, which may have compromised
the food intake leading to weight loss in arthritic animals. However, the treatments were
successful in reducing these effects and causing the animals to maintain their normal

eating regimen and expected weight gain. All treatments demonstrated success in the
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clinical view of the disease. However, both associations of curcumin and VDs, in
particular the nanoencapsulated, should be highlighted because of the prominent
reductions in the signs and symptoms of the disease with a large dose reduction.

Regarding the effects of induced arthritis, both compounds tested have
excellent therapeutic effects on this disease. Curcumin, when administered
intravenously in the form of nanocapsules, demonstrated a similar effect to
methotrexate (MTX), the most commonly used disease-modifying antirheumatic
therapy (14).

Also, curcumin nanocapsules administered by the oral route in animals showed
excellent antiarthritic effects in the CFA arthritis model (30). In a previous study, our
group has already demonstrated the ability of vitamin D3 in inhibiting pro-inflammatory
effects to reduce signs and symptoms of adjuvant-induced arthritis (37). Thus, the use
of bionanotechnology provides us with proven antiarthritic effects with significant dose
reduction and safety of both compounds and increased oral bioavailability of the
natural (57). In this scenario, to the best of our knowledge, this study is the first report
about evaluating the in vivo effects of an association of curcumin and vitamin D-loaded
nanocapsules in a model of arthritis.

Our hypothesis about the improved effects by their association is supported by
our previous reports, showing the ability of nanoencapsulation to reduce by
approximately 6.25 fold the concentration of curcumin and 7.60 fold the concentration
of vitamin D3 compared to an association in the free form. Nanocapsules suspensions
produced in our study showed suitable properties for the in vivo studies. Their particle
size distributions were monomodal and their mean patrticle size were about 200 nm.
Regarding the zeta potential measurements, all formulations had a negative zeta
potential of about — 10 mV, which can be explained by the presence of the non-ionic
surfactant (Polysorbate 80) on the surface of the nanocapsules (43). The presence of
the drug or the use of Vitamin Dz or TCM, as oil, did not interfere in their
physicochemical properties, as size, zeta potential, and PDI. Curcumin content was
close to the expected concentration, which shows that the production process did not
lead to any curcumin loss. Moreover, curcumin showed high encapsulation efficiency
in the nanocapsules, regardless of the type of oil (TCM or Vitamin D3). The high
encapsulation efficiency is in agreement with our previous report using grape seed oil
instead of TCM or Vitamin D3 (46).
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Studies on the role of neutrophils in RA have grown in recent years. In addition
to its inflammatory action through the release of cytotoxic products, the neutrophils of
RA patients (58) contribute to the pathogenesis and maintenance of the disease in a
more comprehensive way. Some of the mechanisms involved in these processes are
the neutrophil extracellular traps (NETS) that can trigger autoantigens (anti-citrullinated
protein antibodies) (59), cytokine-dependent change in gene expression that extends
the life of neutrophils (60), increased production of reactive species (58), regulation of
the function of other inflammatory cells (39), and an exocytotic release of ATP by
neutrophil-secreting vesicles as a pro-inflammatory signal molecule of the medium(61).

Considering that neutrophils are fundamental to the onset and advancement of
disease in AIA in mouse (62,63), we can describe, for the first time, the activity of E-
ADA and E-NTPDase enzymes in neutrophils during the inflammatory response to AlA.
Moreover, we evaluated the effects formulations of the nanocapsules of VD3 and
curcumin, free and associated, in this background.

The release of ATP by neutrophils results in autocrine purinergic signaling that
results in chemotaxis and activation of these cells, causing damage in the sites of
inflammation (64). The activity of E-NTPDase regulates the actions of ATP, through its
degradation (65,66). An increase in the activity of this enzyme controls ATP levels and
consequent reduction in the migration of other neutrophils, as well as competing for
the directed actions of ATP on receptors such as P2X7, which is well-described as pro-
arthritogenic. Our data corroborate with this since a reduction in the activity of E-
NTPDase, degrading both ATP and ADP in animals with induced arthritis maintained
the inflammatory status of the disease.

A possible synergistic anti-inflammatory effect can be described in relation to
the association of curcumin and VD3 in the neutrophil E-NTPDase activity. The
increased activity of the this enzyme degrading ATP is related to negative modulation
of neutrophil function with regards to vitamin D3 (67) and decrease in infiltration and
activation by curcumin (68,69).

The formation of adenosine by the hydrolysis of extracellular nucleotides acts
as a mechanism that counteracts the inflammatory effects of the disease. However,
the action of the E-ADA, controls and finalizes the anti-inflammatory actions of the
adenosine (70). In general, ADA activity is increased in inflammatory diseases, such
as rheumatoid arthritis (71). In our study, animals with induced arthritis had significantly

higher adenosine degradation by E-ADA than healthy animals, maintaining the



64

inflammatory status of the disease. Our treatments with free or nanoencapsulated
association were effective in reducing the activity of this enzyme, as well as the
treatment with NC-VD3 as well.

Among the proposed synergistic effects, binding of 1a, 25 (OH)2D3 to vitamin D
receptors (VDRS) in neutrophils causes reduction in the release of IL-1B (70), a
proinflammatory cytokine, and well-described in the pathogenesis of arthritis. 1L-1f3,
together with the reduced actions of matrix metalloproteinase expression and the
induction of apoptosis of synovial fibroblasts (22), may reduce the activation of
neutrophils and other subclasses of cells leading to a reduction in the release of ATP
(72) and consequent activation of the purinergic cascade until the degradation of
adenosine.

The ADA activity was verified in different cellular subtypes, in order to describe an
action profile of this enzyme in RA. Unlike in neutrophils, the activity of E-ADA
degradation in lymphocytes has been shown to be reduced in animals with arthritis
(37). These results are in agreement with the previous studies, where our group found
a reduction of the activity of E-ADA in lymphocytes of patients with RA (73) and in an
animal model of arthritis (37).

During rheumatoid arthritis, inflammatory stimuli are maintained by pro-
inflammatory cytokine concentrations such as TNF-a, IFN- vy, IL-1, IL-6, IL-12 (74). The
actions of adenosine on T cells are mainly due to its binding to the A2a receptor (75)
with high affinity which would mediate intracellular signals that will redirect a
proinflammatory response to an immunosuppressive phenotype, also justified by the
production of Tregs-promoting TGFB1 and IL10 cytokines (76). The kinetic difference
observed in this cellular subtype can be explained by the body's attempt to
counterbalance the inhibitory effects of E-ADA on adenosine hydrolysis. However, the
treatments with both formulations in combination (oral and nanoencapsulated solution)
and vitamin D3 were able to revert the activity of this ectoenzymes to values similar to
the healthy population. In fact, vitamin D inhibits T lymphocyte proliferation and alter
immunomodulatory responses by promoting a shift in the cellular phenotype from Thl
to Th2 (77,78). Curcumin appears to exert anti-proliferative effects on T cells (79), as
well as inhibitory antigen presentation (80). Thus, the combined effects combat
inflammatory activation by the less activation and proliferation of T cells. Therefore, the
purinergic signaling generated by the consequent release and degradation of ATP is

reduced and the body's feedback on the alteration in adenosine metabolism by E-ADA
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in lymphocytes does not occur.

Platelets form an important part of the joint and systemic lesion of arthritis (81).
Platelets from RA patients are hyperresponsive (82) and bind to other leukocytes,
facilitating their activation in addition to adhesion to the endothelium (83), giving
impetus to local inflammation. Corroborating that, a profile similar to that found in
neutrophils, adenosine deamination on platelets was elevated 15 days after the
induction of arthritis. This data is similar to that found in other studies with patients with
rheumatoid arthritis (71,84), suggesting a decrease in circulating adenosine levels and
consequent worse prognosis (71), strengthening the idea that a set of interactions
between these cells may be occurring, by means of the molecules of the purinergic
system. Our results showed that both the association (VD3-CUR) and the
nanoencapsulated association (NCvbps-cur) in AlA, decreased E-ADA activities in
platelets of rats.

Serum ADA is a nonspecific marker of inflammation (85,86). However, in the
context of RA, it is already well-described as a diagnostic marker and disease severity
(87,88), contributing to the pathogenesis of arthritis by limiting the anti-inflammatory
activities of adenosine (71). As seen in patients, animals with induced arthritis
presented elevation in serum ADA levels, however, treatments in both free and
nanoencapsulated forms were able to decrease the activity of this enzyme when
compared to the control groups, indicating that this marker was affected by the
treatments. The generation of adenosine by the ectonucleotidases and the control of
the ADA activity will act as a mechanism to spare this nucleoside, favoring the control
of the inflammatory state related to arthritis can be suggested. It is worth mentioning
that the treatments in association showed a greater decrease in ADA activity, being
again indicative of a possible synergistic effect in the modulation of the purinergic
system during the inflammatory process.

Since the initial inflammatory event, the activation and invasion of inflammatory
immune cells (granulocytes, lymphocytes, platelets) in the joints the purinergic system
has participation. The results of the present study corroborate with this assertion and
prove that this system participates in the pathogenesis of arthritis and can be
modulated by treatments which are known to provide an improvement in active RA,
such as methotrexate effects (14).

The increase in MPO observed in animals with induced arthritis is also seen

in people with rheumatoid arthritis and indicates activation of neutrophils which play an
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important role in the innate immune activation and may also take part in the
pathogenesis and severity of the disease (89,90). However, the high significance in
the decrease in MPO generation by treatments with curcumin and vitamin D3 in
nanocapsules indicate an important inhibitory effect of this inflammatory pathway (7).

Our results demonstrated that there was no increase in the production of
ROS in serum following the induction of arthritis. Also, ROS levels remained
unchanged with the treatments, confirming the independence of the formation of ROS
with disease or MPO levels. Although MPO catalyzes reactions responsible for the
formation of oxidative stress, it may not be responsible for raising ROS levels at the
serological level, but locally in the affected tissue. Stamp et al (2012) demonstrated
that plasma MPO contributes to oxidative stress and disease activity in the synovial
fluid of RA patients (89).

The administration of the nanocapsules to the Wistar rats did not demonstrate
apparent histological alterations in the main metabolic organs, the hepatic and renal
structures. These data confirm that the dose used in our study is safe, even when
compared to a toxicity study performed by Bulcdo et al (2012) who administered
intraperitoneal nanocapsules (91).

The changes at the renal level may indicate possible development of
membranous nephropathy, glomerulitis, vasculitis or secondary amyloidosis. However,
renal involvement in arthritis is rare and there are few histopathological patterns for
comparison (92,93).

The association of vitamin Ds and curcumin modulated the purinergic system
enzymes in the immune cells involved in the onset and maintenance of RA. This effect
was particularly seen in neutrophils as confirmed by reduction of MPO activity, a
marker of inflammation and neutrophil activation. It is also important emphasize that
the treatments did not show any signs of toxicity in the biochemical parameters and
histological morphology in the organs responsible for their metabolization.

In summary, the results of this study indicate that RA treatment with the
combination of nanoencapsulated curcumin and vitamin D3 significantly improved the
symptoms, positively modulated the purinergic enzymes and reduced inflammatory
processes without causing detectable damage in biochemical and histological
parameters. These effects can be attributed to association effects, the ability of vitamin
D3 to modulate the immune system, by the control of cellular activation control, the

production of immunoglobulins by B cells and the production of cytokines (36). The
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anti-inflammatory and antioxidant action potential exhibited by curcumin is mainly
justified by its action on various molecular targets involved in inflammation of arthritis,
including blocking the expression of cytokines like IL-1b, IL-6, IL-8, TNF-a, and
diminishing activity of nuclear factor -B (NF-KB) (94).

It is also worth mentioning that the co-nanoencapsulation process provided us
with the possibility of associating vitamin Ds and curcumin, allowing for a significant
reduction in the doses of these compounds with the same or even significantly better
results. The nanoencapsulation process has been shown to be effective in overcoming
the instability barriers presented by the compounds, as indicated by the of their in vivo
effects as well as their stability in analytical tests.

In addition to dose reduction and safety, the development of an adjuvant therapy
to rheumatoid arthritis with curcumin and vitamin D3 nanocapsules may also increase

adherence to treatment as it could be administered only once daily.

Conclusion

This is the first work to demonstrate and evaluate the free and
nanoencapsulated association of curcumin with vitamin D3 in an arthritis model. This
research confirms and reinforces previous studies with vitamin D3 or curcumin isolated
treatments, indicating that the nanoencapsulated association is a good alternative to
be explored as an adjuvant in the treatment of this disease.

Our study presents a new adjuvant alternative for the treatment of rheumatoid
arthritis. Nanocapsules containing the co-encapsulation of Vitamin D3 and curcumin
were produced and reported for the first time. In general, the association of vitamin D3
with curcumin had positive effects against the inflammation presented by the disease
model. Although the combination of treatments had shown promising effects on
arthritis therapy, further studies exploring the causal mechanisms of compound

responses should be developed.
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TABLES

Table 1
Pharmaceutical composition of organic and aqueous phases of the following
formulations: NC, NCvbs, NCcur and NCvbs-cur.

Component NC NCvps NCcur NCvps-cur
Poly(e-caprolactone) 1.00¢g 1.00 1.00 1.00
Sorbitan monoestearate 0.38¢g 0.38¢ 0.38¢g 0.38¢
TCM 1.65 mL 1.65 mL
Vitamin D3* 1.65mL 1.65 mL
Curcumin 0.05¢ 0.05¢
Acetone 267 mL 267 mL 267 mL 267 mL
Polysorbate 80 0.779g 0.77g 0.779 0.779
Water 534mL 534mL  534mL  534mL

* Addera Ds® oral solution, which consists of vitamin Ds dissolved in a caprylic and capric
triglycerides mixture(TCM) (3,300 Ul/mL).

NC: Blank nanocapsules; NCvps: vitamin Ds lipid-core nanocapsules; NCcur curcumin lipod-core

nanocapsules; NC vbs-cur vitamin Dz and curcumin lipid-core nanocapsules.
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Table 2
Physicochemical characteristics of formulations NC, NCvps, NCcur and NCvps-cur.
Formulations NC NCvbs NCcur NCvbs-cur
Parameters
Zeta potential (mV) -11.3 -12.4 -10.1 -11.0
Particle size (nm) 222 234 227 214
PDI 0.169 0.130 0.144 0.118
D[4,3] 0.512 0.507 0.503 0.491
Dv (90) 0.672 0.604 0,660 0.646
Span 0.606 0.666 0.602 0.601
Curcumin content (mg/mL) - - 0.513 0.502
Curcumin EE (%) - - 100 100

NC: Blank nanocapsules; NCvps: vitamin D3 lipid-core nanocapsules; NCcur curcumin lipod-core
nanocapsules; NC vbz-cur Vitamin Dz and curcumin lipid-core nanocapsules; PDI: Polydispersity
index; DI[4,3]: Diameter volume medium; Dv(90): 90% below the volumetric diameter; Curcumin

EE: encapsulation efficiency of curcumin
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FIGURES CAPTIONS

Figure 1 Experimental procedure.
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Figure 2. Effect of the treatments (oral solution and nanoencapsulated) on clinical inflammatory changes
induced by intraplantar CFA. The evaluation on the arthritis score increase (A), thermal hyperalgesia
(B) and edema formation (C) were performed in rats induced by arthritis (AlA) and control rats treated
for 15 days with corn oil (VEHICLE), blank nanocapsules (NC), vitamin Dz nanocapsules (NC-vb3),
curcumin nanocapsules (NCcur), association of vitamin Dz and curcumin in free form (VD3-CUR),
curcumin (CUR) and association of vitamin Dz and curcumin in nanocapsules (NC-vbs-cur). The results
were analyzed using two-way ANOVA followed by post hoc of Bonferroni. The results were expressed
as the mean + SEM. * indicates that the value is significantly different from the control group. + indicates
that the value is significantly different from the AIA vehicle group. *(P<0.05, n=5), **(P<0.01, n=5),
***(P<0.001, n=5) * (P <0.05, n=5),* (P<0.01, n=5), *** (P<0.001, n=5).
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Figure 3

Figure 3 Histological photomicrographs using hematoxylin and eosin staining of the kidney (A, B, C and
D 100x) and (E and F 400x)(n=5); black arrows indicate disorganized glomerulus; stars indicate
compaction of the renal tubules; arrow thick indicates glomerulus well defined and rhombus indicates
normal-sized renal tubules. A- AlA vehicle group; B- AIA+ NCvps; C- AlA+ NC, D- AIA +NCcur, E- AIA
vehicle group and F- AlIA+ NCvps-cur.
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Figure 4 Effect of the treatments (oral solution and nanoencapsulated) on body weight of AIA rats
(except NC group). Changes of body weight in arthritis-induced rats (AIA) treated for 15 days vitamin
D3 nanocapsules (NCvbs), curcumin nanocapsules (NCcur), the association of vitamin Dz, and curcumin
in free form (VD3-CUR), curcumin (CUR) and association of vitamin Dz and curcumin in nanocapsules
(NCvbs-cur). The results were expressed as the mean £ SEM. * indicates that the value is significantly
different from the AIA group *(P <0.05, n =5), **(P<0.01, n=5), ***(P<0.001, n=5).
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Figure 5 E-NTPDase activity in ATP and ADP hydrolysis in neutrophils of arthritis-induced rats (AIA)

and control rats treated for 15 days with corn oil (VEHICLE), blank nanocapsules (NC), vitamin Ds

nanocapsules (NCvos), curcumin nanocapsules (NCcur), association of vitamin Dz and curcumin in free

form (VD3-CUR), curcumin (CUR) and association of vitamin Dz and curcumin in nanocapsules (NC-

vbs-cur). Enzyme activities are reported as nmol Pi/min/mg of protein. The results were analyzed using

two-way ANOVA followed by post hoc of Tukey. The results were expressed as the mean £ SEM. *

indicates that the value is significantly different from the control group. + indicates that the value is

significantly different from the AIA vehicle group.
*(P<0.05, n=5), * (P <0.05, n=5),"* (P<0.01, n=5).
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Figure 6 Adenosine deamination in neutrophils(A), lymphocytes(B), platelets(C) and serum (D) of
arthritis-induced rats (AlA) and control rats treated for 15 days with corn oil (VEHICLE), blank
nanocapsules (NC), vitamin Ds nanocapsules (NCvps), curcumin nanocapsules (NCcur), association of
vitamin Dz and curcumin in free form (ASS), curcumin (CUR) and association of vitamin Dz and curcumin
in nanocapsules (NCvps-cur). Enzymatic activities are reported as UmNH3/min/mg of protein in cells and
U/L in serum. The results were analyzed using two-way ANOVA followed by post hoc of Tukey. The
results were expressed as the mean £ SEM. * indicates that the value is significantly different from the

control group. + indicates that the value is significantly different from the AIA vehicle group.
*(P <0.05, n=5), **(P<0.01, n=5), **(P<0.001, n=5) * (P <0.05, n=5),** (P<0.01, n=5).
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Figure 7 Myeloperoxidase activity in plasma of arthritis induced rats(AlA) and control rats treated for 15
days with corn oil (VEHICLE), nanocapsules blank(NC), nanocapsules with vitamin Dz (NCvbs),
nanocapsules with curcumin (NCcur), association of vitamin Ds and curcumin in free form(VD3-CUR),
curcumin(CUR) and association of vitamin D3 and curcumin in nanocapsules (NCvbs.cur). Enzyme
activities are reported as (UM/quinoneimina/30min). The results were analyzed using two-way ANOVA
followed by post hoc of Tukey. The results were expressed as the mean + SEM. * indicates that the
value is significantly different from the control vehicle group. + indicates that the value is significantly
different from the AIA vehicle group.

*(P <0.05, n=5), *(P<0.01, n=5), * (P <0.05, n =5),** (P<0.01, n=5), *** (P<0.001, n=5).
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Figure 8 Reactive oxygen species in plasma of arthritis induced rats (AIA) and control rats treated for
15 days with corn oil (VEHICLE), nanocapsules blank (NC), nanocapsules with vitamin Dz (NCvps),
nanocapsules with curcumin (NCcur), association of vitamin Dz and curcumin in free form (VD3-CUR),
curcumin (CUR) and association of vitamin Dz and curcumin in nanocapsules (NCvbs-cur). Dosage is
reported as (DCFH-DA Fluorescence). The results were analyzed using two-way ANOVA followed by

post hoc of Tukey. The results were expressed as the mean £+ SEM.
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5 CONCLUSAO

e O modelo de inducéo de artrite foi bem-sucedido e representou a doenga com
semelhancas morfolégicas e comportamentais evidenciadas e bem
estabelecidas pelos testes de escore de artrite, edema de pata, hiperalgésica
termal. Entretanto, todos os tratamentos foram capazes de reduzir esses sinais

e sintomas, sendo as associa¢gdes nanoencapsuladas com maior poder.

e Os animais com artrite induzida apresentaram perda de peso corporal. Ja 0s
animais com artrite induzida e tratados com associa¢cdo nanoencapsulada ou
na forma livre, mantiveram ou aumentaram seu peso corporal ressaltando o

poder anti-inflamatorio dos tratamentos.

e Percebeu-se uma diminuicdo na atividade da E-NTPDase (ATP e ADP) em
neutréfilos dos animais com artrite induzida, porém os tratamentos com
associacdo de curcumina e vitamina Ds foram capazes de reverter estas
alteracBes elevando a hidrélise desses nucleotideos e reduzindo a sinalizacao

pré inflamatdria desses.

e O aumento da atividade da E-ADA em neutrofilos e plaquetas e ADA em soro
de animais induzidos sugere uma diminui¢do da concentracédo de adenosina e
aumento da inflamacdo nos animais. Contudo, se verificou diminuicdo de
atividade da E-ADA em linfécitos, onde a diferenca cinética é sugestiva de um
efeito do organismo do animal em contrabalancar os efeitos inibitorios da

enzima.

e Os tratamentos com a vitamina Ds e curcumina nanoencapsulada foram
capazes de reverter as atividades das ectoenzimas a niveis similares aos
basais em todas as populacdes de células e enzimas analisadas, demostrando
influéncia da associacdo das substancias no metabolismo do sistema

purinérgico e a reducédo da sinalizacéo inflamatoria.
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Os veiculos utilizados (6leo de milho e nanocapsulas brancas) ndo mostraram
ter influéncia sobre a atividade das enzimas E-NTPDase, E- E-ADA, ADA,
mieloperoxidase de ratos controle ou induzidos, confirmando que as agdes
verificadas no estudo foram oriundas das substancias em analise e ndo dos

veiculos utilizados.

A atividade da mieloperoxidase apresentou-se elevada nos grupos com artrite
confirmando o processo inflamatério e o envolvimento da ativacdo de
neutréfilos presente nesta patologia, os tratamentos com associacédo livre e
nanoencapsulada foram capazes de normalizar a atividade desta enzima,

revelando papel anti-inflamatario.

Os niveis de espécies reativas de oxigénio ndo se alteraram em todos 0s
grupos testados, em soro, demonstrando que tanto modelo quanto tratamentos
ndo foram capazes modificar os niveis de espécies reativas de oxigénio
analisadas. Assim, podemos descrever uma independéncia da elevacao
mieloperoxidase com os niveis de EROS a nivel soroldgico, contudo a nivel

tecidual elas devem estar relacionadas.

As alteracdes histopatologicas renais encontradas nos animais artriticos foram
revertidas de pelos tratamentos com associacdo de nanocapsulas de
curcumina e vitamina Ds. A avaliacdo histolégica ndo evidenciou alteracdes
hepaticas nos animais com artrite induzida, bem como os tratamentos com
nanocapsulas ndo provocaram quaisquer alteracdes nas estruturas testadas,

demonstrando a seguranca desses tratamentos.

Nenhum dos parametros bioquimicos relacionados ao dano hepatico,
demonstraram alteragcdo nos grupos induzidos, saudaveis ou nos grupos
tratados, bem como o marcador de funcdo renal se manteve sem modificacdo,
confirmando que os tratamentos com nanocapsulas ndo provocam alteracdes

a nivel bioquimico.
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A vitamina D3, em conjunto com a curcumina, na forma de nanocapsulas
permitiu que essas substancias, apresentassem os efeitos anti-inflamatorios

mais proeminentes deste estudo.

O uso da nanotecnologia por meio do co-nanoencapsulamento de curcumina e
vitamina D3 apresentou efeitos somatérios dessas substancias, de maneira
segura e estavel e assim traz a possibilidade do desenvolvimento de uma nova

terapia adjuvante para o tratamento da artrite reumatoide.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO DA ASSOCIACAQ DE VITAMINA D E CURCUMINA NANOENCAPSULADAS SOBRE A
SINALIZACAO PURINERGICA EM MODELO DE ARTRITE", protocolada sob o CEUA n? 8937281117, sob a responsabilidade de Daniela
Bitencourt Rosa Leal e equipe; Jean Lucas Gutknecht da Silva; Fernanda Licker Cabral; Viviane Martins Bernardes; Paula Ivanir
Schimites - que envolve a producdo, manutengado e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Maria (CEUA/UFSM) na reunido de 22/02/2018.

We certify that the proposal "EFFECT OF THE ASSOCIATION OF VITAMIN D AND CURCUMIN NANOENCAPSULATED ON PURINERGIC
SIGNALING IN ARTHRITIS MODEL", utilizing 72 Heterogenics rats (72 females), protocol number CEUA 8937281117, under the
responsibility of Daniela Bitencourt Rosa Leal and team; Jean Lucas Gutknecht da Silva; Fernanda Licker Cabral; Viviane Martins
Bernardes; Paula Ivanir Schimites - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa
Maria (CEUA/UFSM) in the meeting of 02/22/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2018 a 02/2020 Area: Microbiologia E Parasitologia
Origem: Biotério Central UFSM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 8 a 10 semanas N: 72
Linhagem: Wistar Peso: 150a200g

Resumo: A artrite reumatoide é uma doenca inflamatdria crénica que atinge principalmente a membrana sinovial, cartilagem e
0ss0. Esta patologia afeta 1% da populagdo e esta associada com morbidade significativa e aumento da mortalidade. Ha evidéncias
de que vitamina D, um horménio esteroide responsavel pela homeostase do célcio, possui um importante papel imunomodulador
na artrite reumatoide, pois exerce acdo de inibicdo da proliferacdo de linfécitos T, especialmente Th1l, bem como na producao e na
acgao de citocinas. Estes processos envolvem a sinalizagdo purinérgica composta por nucleotideos e nucleosideo, seus respectivos
receptores, bem como de enzimas responsaveis por sua degradagao. Estudos envolvendo avaliagdo da atividade de enzimas que
participam da cascata de degradacado dos nucleotideos da adenina, a expressdo das mesmas e do receptor purinérgico P2X7, em
plaquetas e linfécitos, sdo importantes para verificar a sinalizagdo purinérgica na regulacdo da resposta imune e inflamatéria
durante a evolugdo clinica de vérias doencas. A investigagao da sinalizacdo purinérgica ja foi realizada em pacientes com artrite no
entanto, torna-se importante a pesquisa de novas alternativas de tratamento da artrite, utilizando modelo animal. A curcumina
possui importante acdo anti-inflamatéria e antioxidante e seus efeitos foram descritos por prevenir, alteragdes na sinalizagdo
purinérgica em modelo de exposicdo a fumaca do cigarro. Recentemente, a agdo da vitamina D3 livre e nanoencapsulada foi
testada em modelo de artrite induzida por adjuvante, onde observou-se resultados semelhantes a curcumina. Assim, baseando-se
nos efeitos anti-inflamatérios encontrados no uso separado de curcumina e vitamina D3 nanoencapsuladas pretende-se avaliar os
possiveis efeitos da associagdo destes compostos na forma nanoencapsulada, sobre a sinalizagdo purinérgica, em modelo de artrite
induzida pelo adjuvante completo de Freund (CFA) e sua relagdo com o processo inflamatério.

Local do experimento: Biotério do Laboratério de Neurotoxicidade e Psicofarmacologia - inducdo e tratamento Laboratério de
Imunobiologia Experimental e Aplicada do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (Prédio 20) - eutanésia

Santa Maria, 04 de fevereiro de 2019

Avenida Roraima, 1000, Reitoria, 22 andar - CEP 97105-900 Santa Maria, RS - tel: 55 (55) 3220-9362 / fax:
Horério de atendimento: das 8:30 &s 12h e 14h &s 17hs : e-mail: ceua.ufsm@gmail.com
CEUA N 8937281117
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