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RESUMO

A artrite € uma doenca inflamatoéria crbnica que acomete as articulagbes e esta
associada a degeneracdo da cartilagem, meniscos, esclerose subcondral e
inflamacgéo sinovial. Apresenta como sintomas dor, inchaco, rigidez e em estagios
avancados deformidades e perda de mobilidade. O tratamento de primeira escolha é
baseado no uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) como o diclofenaco.
Entretanto, o uso prolongado desses medicamentos causa importantes efeitos
adversos gastricos, renais e cardiovasculares, diminuindo a adeséo ao tratamento. O
presente estudo avaliou os efeitos anti-inflamatorios do diclofenaco nanoencapsulado
(nanoparticulas lipidicas solidas — NLS, nanoemuls@es — NE) associado a iontoforese
pela via transdérmica na morfologia da cartilagem articular e membrana sinovial,
tecido 6sseo de fémur e tibia de ratos submetidos a um modelo de artrite induzida por
adjuvante completo de Freund (CFA). Para tanto, 45 ratos fémeas foram
randomizadas em grupos. Os animais dos grupos leséo foram submetidos a duas
inoculagdes de CFA (50 pL, 5 mg/mL), sendo a primeira na base da cauda e a segunda
no joelho direito. Dentre esses, 0s animais dos grupos controle foram submetidos a
administracao transdérmica, no joelho direito, de NLS e NE brancas associada ou ndo
a iontoforese, ou apenas o0 CFA. Ja os animais dos grupos que receberam diclofenaco,
foram tratados pela via transdérmica e divididos nos grupos NLS DF e NE DF com ou
sem associacdo a iontoforese, enquanto o grupo diclofenaco livre foi tratado pela via
endovenosa. Apds o periodo experimental, os animais foram eutanasiados e 0s
joelhos processados para andlise morfolégica. Os grupos tratados com diclofenaco
livre, NLS DF com ou sem iontoforese, NE DF com ou sem iontoforese apresentaram
aspectos semelhantes ao grupo naive. Nos grupos CFA isolado, NLS e NE brancas
com iontoforese, foi observado mais sinovite, com remodelacéo 6ssea e infiltracdo de
células inflamatérias. O modelo experimental foi eficiente em simular os eventos
inflamatorios da artrite, e o tratamento com diclofenaco nanoencapsulado apresentou
efeitos benéficos sobre a morfologia dos tecidos periarticulares e da membrana

sinovial.
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analise morfoldgica.



ABSTRACT

Arthritis is a chronic inflammatory disease that affects the joints and is associated with
degeneration of cartilage, menisci, subchondral sclerosis and synovial inflammation.
Symptoms include pain, swelling, stiffness and, in advanced stages, deformities and
loss of mobility. First-line treatment is based on the use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) such as diclofenac. However, the prolonged use of these
drugs causes important gastric, renal and cardiovascular adverse effects, reducing
adherence to treatment. The present study evaluated the anti-inflammatory effects of
nanoencapsulated diclofenac (solid lipid nanoparticles - NLS, nanoemulsions - NE)
associated with transdermal iontophoresis on the morphology of articular cartilage and
synovial membrane, femur and tibia bone tissue of rats submitted to a model of arthritis
induced by complete Freund's adjuvant (CFA). For that, 45 female rats were
randomized into groups The animals in the lesion groups were submitted to two
inoculations of CFA (50 uL, 5 mg/mL), the first at the base of the tail and the second
at the right knee. The animals in the control groups were submitted to transdermal
administration, in the right knee, of white NLS and NE associated or not with
iontophoresis, or only CFA. The animals in the groups that received diclofenac were
treated transdermally and divided into groups NLS DF and NE DF with or without
association with iontophoresis, while the free diclofenac group was treated
intravenously. After the experimental period, the animals were euthanized and the
knees processed for morphological analysis. The groups treated with free diclofenac,
NLS DF with or without iontophoresis, NE DF with or without iontophoresis presented
similar aspects to the naive group. In the isolated CFA, NLS and white NE groups with
iontophoresis, more synovitis was observed, with bone remodeling and infiltration of
inflammatory cells. The experimental model was efficient in simulating the
inflammatory events of arthritis, and the treatment with nanoencapsulated diclofenac
had beneficial effects on the morphology of periarticular tissues and synovial

membrane.

Keywords: arthritis, inflammation, anti-inflammatory, diclofenac, iontophoresis,

morphological analysis.
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1 INTRODUCAO

As patologias que envolvem a inflamacéo das articulagdes compreendem mais
de 100 doencas e sindromes progressivas, sendo as mais comuns a artrite
reumatoide e a osteoartrite. A artrite é caracterizada como uma doenca crénica que
agride as articulacdes e estd associada a degeneracdo da cartilagem articular,
meniscos, esclerose subcondral e inflamagéo sinovial. Apresenta como sintomas dor,
inchaco, rigidez, e, em estagios avancados ocorrem deformidades e perda da
mobilidade articular e, por consequéncia, incapacidade para a realizagdo das
atividades diarias (ABHISHEK; DOHERTY, 2013). A artrite provoca danos em 10% da
populacdo mundial e dois tercos destas pessoas sao adultos em idade produtiva entre
18 e 64 anos (CDC, 2017). Estima-se que o numero de individuos com artrite
aumentara quase 40% até 2040 devido ao aumento da expectativa de vida, o
envelhecimento da populacéo e o crescimento da obesidade. Dessa forma, tornando-
se um problema de saude publica, envolvendo gastos elevados com tratamentos e

procedimentos cirurgicos (FUSCO et al., 2017).

As principais caracteristicas da artrite incluem degradacdo da cartilagem
articular, formacéao de osteofitos, degeneracao meniscal, esclerose 6ssea subcondral,
lesdes da medula 6ssea e inflamacéo sinovial (MONEMDJOU; FAHMI; MOHIT, 2010).

A sindvia é uma membrana vascularizada que reveste a capsula articular e
circunda os componentes que ndo possuem cartlagem e fazem parte das
articulacdes. E formada por duas camadas finas de células especializadas chamadas
de sinovidcitos. A camada de revestimento adjacente a articulagdo € chamada de
intima, enquanto a segunda camada é chamada de subintima. A porcdo externa da
intima se junta a capsula fibrosa da articulacédo. Existem dois tipos de sinovidécitos, do
tipo A, que sédo células analogas aos macréfagos e os do tipo B, que séo fibroblastos
sinoviais. As células do tipo A sdo responsaveis pela eliminacdo do excesso de
material e patégenos da articulagéo, producéo e secrecdo de enzimas, citocinas e
guimiocinas que contribuem para a inflamacdo e a consequente degeneracdo da
cartilagem (MONEMDJOU; FAHMI; MOHIT, 2010).

A inflamacdo da sindvia é resultado da sintese e liberacdo de inumeras
citocinas e mediadores pro-inflamatérios, conhecida como sinovite. A inflamacao

sinovial costuma ser localizada e pode ser assintomatica. A sindvia inflamada pode
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produzir proteases e citocinas, que contribuem para a progressao da doenca.
(MONEMDJOU; FAHMI; MOHIT, 2010). Na sinovite ocorre a infiltracao de leucécitos
no liquido sinovial. A migragéo celular ocorre pela ativagdo endotelial em microvasos
sinoviais, que eleva a expressao de moléculas de adesao, que incluem integrinas,
selectinas, algumas imunoglobulinas e quimiocinas (MCINNES; SCHETT, 2011). Sédo
caracteristicas da sinovite a neoangiogénese, induzida por condi¢bes de hipdxia
locais e citocinas, e a linfangiogénese insuficiente. Essas altera¢des junto com a
reorganizacao da arquitetura sinovial e a ativacao local de fibroblastos, permitem o
acumulo de células inflamatorias no tecido sinovial na artrite. Deste modo, além do
comprometimento da membrana sinovial, as areas adjacentes (ex.: cartilagem e
0ss0s) sao afetados e danificados, o que contribui para a amplificacdo da inflamacéao
sobre o tecido articular com desenvolvimento gradual de pannus e dor articular
(MCINNES; SCHETT, 2011).

O tratamento de primeira escolha para a dor na artrite € baseado no uso de
anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINEs). Os AINEs agem inibindo a atividade da
enzima ciclooxigenase (COX) resultando na diminuicdo da formacé&o dos precursores
de prostaglandinas e tromboxanos a partir do acido araquidénico (WHALEN; FINKEL;
PANAVELIL, 2016). A inibicdo da isoenzima COX-2 é responsavel pela atividade anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética desses farmacos enquanto a inibicdo da COX-
1 esta relacionada aos efeitos indesejaveis sobre a mucosa gastrointestinal e
agregacao plaquetaria (RANG; DALE, 2016).

Estudos realizados em pacientes com artrite mostram que o diclofenaco, atua
promovendo o alivio da dor, do edema e do enrijecimento articular e restabelece a
capacidade funcional (MINISOLA et al., 1990; HOLLINGWORTH, 1993). Além disso,
reduz de maneira rapida e duradoura a dor nas articulagdes (BROGDEN et al., 1980;
SMALL, 1989; CASE et al., 2003).

Os AINEs, incluindo o diclofenaco, podem modular o acumulo de leucdcitos
polimorfonucleares ou mononucleares na sinovia inflamada (PARNHAM, 1999). No
modelo de artrite induzida por adjuvante de Freund, em ratos, o diclofenaco reduz a
concentracdo de células polimorfonucleares no fluido sinovial sem alterar a
concentragdo de mononucleares (LOPEZ-ARMANDA et al., 2002), sugerindo que 0s

AINEs podem ter efeitos diferenciados na migracdo de polimorfonucleares e
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mononucleares para a articulagdo. Além disso, estudo em pacientes com espondilite
anquilosante mostrou que os AINEs foram capazes de prevenir a progressao dos
danos estruturais ocasionados pela doenca (LIU et al., 2004). O estudo de Bressan
(2005) mostrou que, além do efeito antinociceptivo e antiedematogénico, o
diclofenaco foi capaz de reduzir a migracao de células mononucleares para o fluido
sinovial, ressaltando a possivel eficacia deste farmaco na reducdo dos danos
articulares gerados pela inflamagcdo mediada principalmente pela migracdo de
mononucleares. Entretanto, a inibicdo da infiltracdo de leucdcitos pelo diclofenaco
ocorreu com doses maiores que as necessarias para a inibicdo local de
prostaglandinas (BRESSAN, 2005).

O uso destes farmacos por periodos prolongados aumenta a probabilidade de
desenvolvimento de efeitos adversos sistémicos gastricos, renais e cardiovasculares
(THONE et al., 2017), interferindo, dessa forma, na adesao do paciente a terapéutica
e trazendo prejuizos a sua qualidade de vida (WHALEN; FINKEL; PANAVELIL, 2016).
Dessa forma, a associacdo do farmaco a um sistema de liberacdo que permita a
alteracao de suas propriedades biofarmacéuticas, sem alterar seu mecanismo de
acao torna-se interessante. O desenvolvimento de novos sistemas de liberacéo (do
inglés, New Drug Delivery Systems) de farmacos tem contribuido para controlar a
velocidade de liberacdo destes no organismo, modulando de forma que atinjam o alvo
farmacologico desejado, melhorando a eficacia, reduzindo a dose terapéutica e 0s
seus efeitos adversos. Dentre eles, estdo incluidos os sistemas utilizando
nanocarreadores de farmacos (DEMINA; SKATKOV, 2013; LUHDER; REICHARDT,
2017).

As nanoemulsdes (NE) sao dispersdes coloidais compostas por dois liquidos
imisciveis, em que um liquido é disperso no outro através do auxilio de um surfactante,
co-surfactante ou misturas de surfactantes e/ou co-surfactantes. Podem formar
emulsdes do tipo agua em 6leo (A/O) e do tipo 6leo em agua (O/A) e geram goticulas
de tamanho entre 20-200 nm, que possibilitam a administracdo de medicamentos de
modo controlado e localizado. Possuem boa estabilidade, baixo custo, sua producéo
é relativamente simples e de facil reprodutibilidade, ndo requer o uso de tecnologia
avancada. Além disso, as propriedades dos componentes que formam as NE
possuem efeitos antimicrobianos e antivirais evitando a necessidade do uso de

conservantes nas formulagbes (SHAKER et al., 2019).
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As NE permitem um tratamento ndo invasivo através da via cutanea, possuem
capacidade de carrear diferentes farmacos que sdo intensamente metabolizados pela
via hepatica, ou apresentam variados efeitos indesejaveis quando utilizados por via
oral (SHAKER et al., 2019).

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foram desenvolvidas no inicio dos
anos 1990 como alternativa a outros sistemas de farmacos como as emulsdes,
lipossomas e as nanoparticulas poliméricas. Possuem forma esférica, com um
diametro entre 50 e 500 nm dispersas em meio aquoso e formam um sistema coloidal
(com uma proporcdo de agua de 70-95%) que permitem a administracdo de
medicamentos de maneira controlada e localizada. As NLS podem ser produzidas
simplesmente pela substituicdo do lipidio liquido das emulsdes, por um lipidio sdlido,
0 que significa que sdo solidas a temperatura ambiente e na temperatura corporal. Na
sua producdo se somam as vantagens das particulas solidas com as das emulsdes e
dos lipossomas. As vantagens da utilizacdo de nanoparticulas lipidicas solidas como
vetores incluem: a utilizac&o de lipidios fisiol6gicos em sua formulagéo, a auséncia de
solventes organicos em sua reparacao e a possibilidade de serem utilizadas num
amplo espectro para administracdo através da via cutanea, oral ou intravenosa
mediante as formas convencionais como pomadas, comprimidos, capsulas,
suspensdes ou solucdes injetaveis (GARZON; FERNANDEZ, 2009).

As NLS protegem os farmacos susceptiveis a degradacao pela influéncia de
agentes externos como a agua e luz, apresentam uma melhor biodisponibilidade e
podem ser desenhadas para alcancarem perfis de liberacdo prolongada de
substancias ativas pouco solluveis em agua ao incorpora-las na matriz lipidica sélida.
Entre as desvantagens, encontram-se o possivel crescimento das particulas durante
seu armazenamento, a tendéncia de gelificacdo, a existéncia de mudancas
inesperadas em suas transi¢des polimorficas e sua inerente capacidade limitada na
incorporacdo de farmacos pela estrutura cristalina do lipidio sélido (GARZON;
FERNANDEZ, 2009).

Diferentes mecanismos tém sido propostos para explicar os beneficios dos
nanocarreadores para a liberagdo de farmacos através da pele. Quando aplicadas
topicamente, o elevado potencial de aumento da solubilidade de farmacos tende a

aumentar a atividade termodinamica em direcdo a pele. Além disso, os constituintes
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dos nanocarreadores, tais como o0s surfactantes, agem como promotores de
permeacédo, aumentando o fluxo de farmacos através da pele (BARAKAT et al., 2011).
O tamanho reduzido das particulas também permite o estreito contato com as juncdes
entre os queratindcitos, favorecendo o acumulo das mesmas e sustentacdo da
liberagdo do agente ativo (SANNA et al., 2007). Finalmente, o efeito oclusivo
proporcionado pelo filme lipidico hidrata a camada cdrnea e favorece a absorcéo
cutédnea, porém nem sempre ocorre a permeacdo desejada, necessitando de um
promotor de permeacdo, para que o farmaco alcance a circulacédo sistémica e tenha
o efeito esperado. (MULLER et al., 2003; ALVES et al., 2007).

Com o intuito de aumentar a permeacdo cutanea e a biodisponibilidade do
farmaco no alvo terapéutico, a associacdo de nanocarreadores de farmacos com a
iontoforese tem sido proposta. A iontoforese € um método fisico seguro, ndo invasivo,
com capacidade de proporcionar a permeacao de moléculas pela pele por meio da
aplicacdo de uma corrente elétrica de baixa intensidade, ndo superior a 0,5 mA/cm?,
gue ultrapassa uma solucéo eletrolitica e carrega consigo as moléculas para dentro
da pele, possibilitando uma maior permeacéo do farmaco desejado (GRATIERI et al.,
2008; DEMINA; SKATKOV, 2013; LUHDER; REICHARDT, 2017). Assim como em
outras técnicas para permeacao de farmacos, a iontoforese também evita o efeito de
primeira passagem no figado e a possivel degradacédo do farmaco no estébmago. A
técnica € capaz de promover a liberacdo do farmaco mais rapidamente e diretamente
nos tecidos que os sistemas passivos de liberacao topica e transdérmica (GRATIERI
et al., 2008; DEMINA; SKATKOV, 2013; LUHDER; REICHARDT, 2017).

Para mimetizar a artrite em humanos, € indispensavel o uso de modelos
experimentais em animais. O modelo de artrite utilizando o Adjuvante Completo de
Freund (CFA) foi descrito pela primeira vez por Pearson em 1956 (GOMES et al.,
2014) e reproduz em animais os sinais inflamatérios da doenca em humanos como
edema articular, hipersensibilidade, infiltracdo celular, e alteracdes histopatolégicas
(GOMES et al., 2014). O CFA é composto por parafina em éleo contendo mono-oleato
de manitol, que atua como surfactante e micobactéria atenuada (Mycobacterium
tuberculosis) (BILLIAU; MATTHYS, 2001). A indugéo da doenca nos animais ocorre
devido ao O6leo, componente principal do adjuvante, e pela presenca do

peptideoglicano presente na parede celular das micobactérias. Alguns estudos
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mostram que os ratos da linhagem Wistar desenvolvem com maior capacidade o0s
sinais de artrite, manifestada por uma maior gravidade do caso (BANIK; KASAI,
MIZUMURA, 2002; WHITEHOUSE, 2007). Segundo Gomes et al. (2013), as
respostas geradas apoés a utilizacdo do CFA incluem a presenca de edema articular,
recrutamento de células inflamatérias, assim como sensibilidade aumentada no
membro afetado, gerando alodinia mecanica (WHITEHOUSE, 2007). A administragéo
do CFA em conjunto com o M. tuberculosis € capaz de causar hiperalgesia por 14 dias
e edema articular ao longo de 90 dias (WILSON et al., 2006).

A morfologia dos tecidos articulares apds o tratamento transdérmico com
diclofenaco, em modelo de artrite, permanece incerta. Desta forma, o presente
trabalho pretende explorar os efeitos do tratamento com nanocarreadores contendo
diclofenaco associado a iontoforese no dano tecidual periarticular em modelo animal

de artrite induzida por CFA.
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2 HIPOTESE DO ESTUDO

O tratamento com nanoparticulas contendo diclofenaco associado a
iontoforese aplicado pela via transdérmica demonstre reducdo dos danos causados
pelo CFA nas alteracbes morfologicas dos tecidos como a membrana sinovial,

cartilagem e osso subcondral em animais com artrite experimental.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento com
diclofenaco nanoencapsulado associado a iontoforese administrado pela via
transdérmica na progresséao da lesdo dos tecidos periarticulares no modelo de artrite

induzida por Adjuvante Completo de Freund (CFA) em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

e Analise da morfologia e espessura da cartilagem do joelho de ratos em modelo
de artrite induzida por CFA apdés tratamento com diclofenaco nanoencapsulado
administrado pela via transdérmica;

e Avaliacdo do efeito do tratamento com diclofenaco nanoencapsulado
administrado pela via transdérmica na lesao tecidual na articulacéo de ratos em
modelo de artrite induzida por CFA;

e Avaliacdo do efeito da iontoforese associada ao diclofenaco nanoencapsulado
administrado pela via transdérmica na lesao tecidual na articulacéo de ratos em

modelo de artrite induzida por CFA.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados 45 ratos fémeas Wistar com peso médio de 200 ¢
provenientes do Biotério Central mantidas em caixas plasticas de polipropileno em
condicdes de temperatura controlada de 20 + 2 °C, periodo de claro/escuro de 12
horas e acesso a agua e ragao ad libitum. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
n° 1914250220, e os experimentos foram conduzidos de acordo com o regimento

ético da Associacao Internacional para Estudos da Dor (IASP, 1983).

Os animais foram randomizados e divididos igualmente nos seguintes

grupos:

® Grupo I: Animais com artrite induzida por CFA (i. a.) 50 pL contendo 5 mg/mL;

® Grupo II: Animais sem intervencgéo (naive);

® Grupo lll: Animais com artrite induzida por CFA submetidos a aplicacao de Gel

contendo NLS ou NE sem o diclofenaco, associado a iontoforese pela via

transdérmica;

® Grupo IV: Animais com artrite induzida por CFA submetidos ao tratamento com

diclofenaco (i. v.) 25 pg/kg;

® Grupo V: Animais com artrite induzida por CFA submetidos ao tratamento com

NLS ou NE contendo diclofenaco sem aplicacdo de iontoforese pela via topica;

® Grupo VI: Animais com artrite induzida por CFA submetidos ao tratamento com

NLS ou NE contendo diclofenaco associado a iontoforese pela via

transdérmica.

4.2 Modelo Experimental de Artrite Induzida por CFA em Ratos

A inflamacéao articular foi induzida de acordo com o protocolo descrito por
Gomes et al. (2014), com algumas adaptacdes (Figura 1). Os animais foram pré-
sensibilizados por uma injecao intradérmica (i. d.) de 50 yL de CFA (0,5 mg/mL, M.
tuberculosis - Difco™, Alemanha), na base da cauda (1 cm, subcutaneamente) por
meio de uma seringa de 1 mL e agulha de 13 x 4,5 mm (BD Plastipak™). Apés 21
dias do primeiro estimulo inflamatorio, foi aplicada uma injecédo intra-articular (i. a.)

de 50 uL de CFA (5 mg/mL, 250 ug/joelho) na articulagao tibiofemoral. As areas
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gue receberam as injecdes foram previamente depiladas e a assepsia foi realizada
com uma solucao de &lcool iodado (1%). O tratamento foi realizado 23 horas apo6s
a reestimulacado com CFA.

Figura 1 — Esquema do protocolo experimental do modelo de artrite induzida

por CFA.
-21 dias Dia 0 Dia 1 Dia 8
-
Sensibilizagao Reestimulagéo Tratamento Eutanasia e coleta
com CFA (i. d.) com CFA (i. a.) (>23h) das articulagoes

Fonte: Autora.

4.3 Protocolo de Analise e Tratamento com NLS ou NE

4.3.1 Preparo das Nanoformulacdes Contendo Diclofenaco

As NLS e NE foram desenvolvidas previamente em colaboracdo com o
Laboratorio de Farmacotécnica do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Santa Catarina (CCS/UFSC). As NLS contendo diclofenaco foram
preparadas utilizando-se a técnica de homogeneizacdo a quente. Em suma, o
componente lipidico, constituido de lecitina e tripalmitina, foi disperso em uma
solugao aquosa quente de Pluronic™ F-68 (Gibco™), um surfactante ndo iénico,
gue foi subsequentemente homogeneizada por sonicacdo e resfriada a

temperatura ambiente (ver FARIA et al., 2009).

As NE contendo diclofenaco, por sua vez, foram preparadas utilizando-se a
técnica de emulsificacdo espontanea. Em suma, foi realizada a adicdo gradual de
agua em uma solucdo contendo surfactante em 6Oleo, com agitacdo suave em
temperatura constante. (ver A DATE; DESAI; DIXIT; NAGARSENKER, 2010).
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4.3.2 lontoforese

Apos 23 horas da injecdo de CFA (i. a.), realizou-se a aplicacdo pela via
topica dos tratamentos de NLS (413,82 pg/mL) e NE (783,4 pg/mL) diclofenaco,
associado ou ndo a iontoforese, e dos controles na articulagéo tibiofemoral dos

animais.

Na iontoforese, os eletrodos (negativo e positivo) foram fixados nos lados
medial e lateral da articulacdo do joelho dos animais e conectados ao dispositivo
gerador de corrente elétrica constante. O catodo foi constituido por uma capsula
cilindrica em polietileno de 0,49 ml (0,79 cmde diametro e 1,0 cm de comprimento).
Um lado deste tubo foi fechado pelo eletrodo de prata e conectado ao polo negativo
do gerador; depois de ser preenchido com gel de natrosol 2% contendo as
nanoparticulas com diclofenaco, o lado aberto do tubo foi colocado em contato com
o lado medial da articulagcdo do joelho. O anodo, constituido pelo eletrodo com
ponta em algodéao conectado ao polo positivo do gerador e saturado com solucéo
salina fisiolégica, foi colocado na lateral da articulagdo do joelho. Durante a
aplicacdo da iontoforese, os animais estavam sob anestesia inalatéria com
isoflurano (2%) e restringidos em decubito dorsal por meio de tiras de borracha

aplicadas a cada membro.

Foi estabelecido para o protocolo de administracdo das nanoparticulas pela
via iontoforética, a aplicacdo de uma densidade de corrente total aplicada sobre a
pele dos animais de 3,95 mA.min. O protocolo de aplicacdo de iontoforese foi de
10 min e apo6s o término 0s animais se recuperaram completamente da anestesia
dentro de 15 minutos. A densidade de corrente no parametro estabelecido para o
estudo € conhecida por ser tolerado por pacientes e animais sem sinais de danos
a pele (ver MOTTA et al., 2003).

Apés os procedimentos, 0os animais foram eutanasiados com cetamina e
xilazina, 40 mg/kg e 200 mg/kg respectivamente, e as articulacdes foram coletadas

para analise morfoldgica.

4.3.3 Preparacédo e Coloracdo da Articulacdo de Joelho para Analise Morfoldgica

Utilizando a metodologia de forma adaptada descrita por Liu et al. (2018), ap6s

0s animais terem sido eutanasiados, foi realizada a retirada do joelho direito
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seccionando o fémur e a tibia préximos a articulacdo. Os muasculos foram dissecados,
deixando apenas 0 0sso e a articulacdo. A fixacéo foi realizada em formol 10% por 48
horas e realizada lavagem em agua corrente por 24 horas. ApGs a lavagem a
articulacao foi colocada em alcool 70% por no maximo 48 horas. Novamente foi
realizada a lavagem do material por 24h em agua corrente. Subsequentemente, foi
realizada a descalcificacdo dos ossos em &cido tricloroacético 5% (TCA), que foi
trocado a cada 5-7 dias até completa descalcificagdo. Apds a descalcificacdo, as
amostras foram desidratadas por imersdo em uma série de alcoois em concentracfes
crescentes (80%, 90%, 95% e 100%). Entéo, foi realizada a inclusdo das amostras
em parafina.

As amostras de tecidos foram embebidas em parafina histologica derretida para
montagem dos blocos de corte. Apés 24 horas do emblocamento foi possivel cortar
0s blocos com auxilio de um microtomo. Os cortes foram realizados em plano sagital
com 7 uym de espessura e transferidos para laminas de vidro. Subsequentemente, foi
realizada a coloracdo das laminas com hematoxilina-eosina (HE) no Laboratorio
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB/UFSC) de forma automatizada. Apos
serem coradas as laminas foram colocadas em capela para total evaporacao dos
reagentes. Posteriormente foi acrescentado 1 gota de Entellan® (Merck) em cada
lamina e adicionado a laminula, em seguida as laminas foram colocadas em estufa
para fixacdo da amostra. Apos a fixacdo da amostra, foi realizada as avaliacbes

morfoldgicas dos cortes.

4.3.4 Analise Morfologica

As avaliacbes morfolégicas das laminas contendo os cortes histologicos
corados foram realizadas primeiramente com o auxilio de microscopio optico
(Olympus BX41, LAMEB), onde foram observadas as imagens em campo claro e
realizadas as fotomicrografias em aumento de 40x. Apds, as imagens foram
analisadas utilizando o programa ImageJ (NIH, EUA) (ver RASBAND, 2018), que foi
calibrado através de uma camara de Neubauer, utilizando como parametro a medida
de 1 mm (1000 um). A escala obtida ap0s a calibracédo foi de 1,4132 pixels/um, e cada

fotomicrografia possuia 1009,188 pum.
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Em todos os grupos experimentais foi analisado as caracteristicas da
membrana sinovial e trés pontos padronizados para cartlagem e contagem de
condrocitos no fémur e tibia. P1 (regido anterior da cartilagem articular proximo a
regido da patela), P2 (ponto médio da cartilagem entre anterior e posterior) e P3
(regido posterior da cartilagem préxima a fossa poplitea). Cada regido foi avaliada
conforme a espessura de cartilagem total, espessura da cartlagem da zona
superficial, espessura da cartilagem da zona profunda e contagem de condrdcitos. Os
resultados das avaliacdes histomorfométricas para a cartilagem e contagem de
condrocitos foram obtidos a partir da analise média de 3 pontos separados em cada
fotomicrografia. Para tanto, foi encontrado o ponto médio (504,594 um) da imagem e
outros dois pontos distantes a 252,297 um anterior e posterior ao ponto medio. A
média das medidas em P1, P2 e P3 foram utilizadas para a avaliacdo dos resultados

nas articulacoes.

A avaliacdo do numero de condrdcitos foi realizada nas mesmas imagens e
pontos, utilizando padronizagdo de 300 por 300 uym (90000 um?) entre a zona
superficial e profunda para contagem das células. A contagem de condrdcitos seguiu
a mesma metodologia e foi realizada manualmente nos pontos mencionados, entre a
zona superficial e profunda, pois o programa néo foi capaz de diferenciar condrécitos
de outras células presentes enquanto as medidas de cartilagem foram calculadas de
forma automatica pelo programa ImageJ. Nenhuma fotomicrografia passou por
ajustes de melhoria pelo programa ImageJ, o programa foi utilizado apenas para as

mensuracdes e confeccdes dos painéis das fotomicrografias.

4.3.5 Analise Qualitativa por Escore Numérico

Na andlise qualitativa foi utilizado o modelo adaptado de pontuacéo
histopatoldgica desenvolvido por Aiman et al. (2020). Em cada imagem foi analisado
os danos na membrana sinovial, cartlagem e o0ssos (destruicdo 6ssea e/ou
invaginacao do 0sso subcondral). Além disso, também foi avaliado o grau de infiltrado
inflamatorio no espaco articular. A escala do escore variou de 0 a 3 pontos de acordo
com o grau de leséo [0 - animais sem anormalidades detectaveis; 1 - discreto infiltrado
de células inflamatérias no espaco articular, discreta erosdo da cartilagem e
espessamento da membrana sinovial, discreto dano a estrutura éssea; 2 - moderado

infiltrado de células inflamatérias no espaco articular, moderada eroséo da cartilagem
21



e espessamento da membrana sinovial, moderado dano a estrutura 6ssea; 3 - intenso
infiltrado de células inflamatorias no espaco articular, intenso processo de fibrose da

cartilagem e membrana sinovial, e intenso dano a estrutura éssea).

4.4 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e o intervalo de
confianca foi de 95%. Foi aplicado o teste U de Mann-Whitney, onde foi considerado

o nivel de significancia p < 0,05.

22



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de espessura da cartilagem e contagem de condrdcitos foram
apresentados em forma de graficos, onde a analise estatistica utilizada assumiu
intervalo de confianca de 95%, e os resultados foram expressos em mediat desvio
padrédo dos valores de P1, P2 e P3. Além disso, foram confeccionados painéis das
fotomicrografias para analise qualitativa entre os grupos através de um score de
pontuacao, os animais do grupo lesdo e tratados com diclofenaco foram comparados
levando em consideracdo a morfologia normal da cartilagem, membrana sinovial e
estrutura 6ssea de fémur e tibia do grupo naive, foi utilizado uma escala com score
numeérico ja descrito na metodologia, para classificar os graus de lesao e facilitar o

entendimento.

5.1 Anélise da Espessura da Cartilagem de Fémur e Tibia em Animais

Submetidos ao Tratamento com Diclofenaco na Artrite Induzida por CFA

A Figura 2 apresenta os resultados de fémur e tibia da espessura da cartilagem
total, zona superficial, zona profunda e contagem de condrécitos dos animais

submetidos a diferentes tratamentos com ou sem diclofenaco de sadio.

A artrite induzida por CFA (5 mg/mL, 250 ug/joelho) reduziu a espessura total
da cartilagem no fémur de forma significativa comparado aos animais naive (sem
artrite) e tratados com diclofenaco livre (25 ug/kg, i. v.) (p < 0,01). Além disso, o
tratamento com diclofenaco livre (25 ug/kg, i. v.) preveniu a ocorréncia das mudancas
nos aspectos morfolégicos da articulacdo induzidas pela administracdo do CFA,
mantendo a espessura da cartilagem proximo ao padrédo de normalidade, uma vez
gue nao apresentou diferenca em relacdo aos animais naive (sem artrite). Ja em tibia,
nao foi observado diferenca significativa entre os grupos analisados. Nenhum dos
tratamentos das formulaces de NE e NLS com diclofenaco tiveram efeitos na
espessura total da cartilagem tanto em fémur quanto em tibia. Na espessura da zona
superficial, nenhum dos tratamentos com diclofenaco teve efeito na prevencdo dos
danos causados pelo CFA em fémur e tibia. No entanto, na espessura da zona
profunda o tratamento com diclofenaco livre previne os danos causados pelo CFA (p

< 0,05), além disso, a espessura da cartilagem do grupo diclofenaco livre foi
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semelhante ao grupo naive (sem artrite). Os tratamentos com diclofenaco nas duas
formulagBes NE e NLS ndo demonstraram efeito. Em tibia, nenhum dos tratamentos

demonstrou efeito.

5.2 Analise da Contagem de Condrécitos na Cartilagem de Fémur e Tibia em
Animais Submetidos ao Tratamento com Diclofenaco na Artrite Induzida por
CFA

Na analise da contagem de condrdécitos, a artrite induzida por CFA reduziu o
namero de condrdcitos de forma significativa comparado aos grupos naive (sem
artrite) e diclofenaco livre (p < 0,01) tanto em fémur quanto em tibia. Em fémur o
tratamento com NLS DF (I) (413,82 pg/mL ou 202,7 pg em 0,49 mL; densidade da
corrente de iontoforese: 3,95 mA/min) apresentou resultado significativo em relacéo
ao controle que néo possui diclofenaco NLS B (I) (mesma densidade de corrente) (p
< 0,01), sendo observado numero de condrécitos superior no grupo tratado com NLS

DF (). Ja em tibia, ndo houve diferenca no tratamento.

No tratamento com NE, em fémur, NE DF (I) (783,4 ug/mL ou 384 ug em 0,49
mL; densidade da corrente de iontoforese: 3,95 mA/min) foi observado maior nimero
de condrdcitos quando comparado ao controle NE B (I) (mesma densidade de
corrente) que nao possui diclofenaco (p < 0,01). Além disso, o0 niumero de condrocitos
também foi superior em relacéo ao tratamento com NE DF (P) sem iontoforese (p <
0,05), sugerindo que a iontoforese traz maiores beneficios na prevencdo das
caracteristicas normais da cartilagem. Em tibia, o tratamento com as NLS néao
demonstrou efeito em relacdo ao numero de condrdcitos, mas o tratamento com NE
DF (1) contendo diclofenaco apresentou resultado significativo e maior nimero de

condrécitos quando comparado ao controle NE B (1) sem diclofenaco (p < 0,05).

5.3 Escore Qualitativo da Membrana Sinovial de Fémur e Tibia em Animais

Submetidos ao Tratamento com Diclofenaco na Artrite Induzida por CFA

Nos resultados das analises qualitativas por escore das fotomicrografias em
fémur e tibia, foi atribuido score 0 no grupo naive (sem artrite) na membrana sinovial
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e pontos analisados para todos os tratamentos e comparagdes. O grupo naive foi 0

parametro de comparacéo das caracteristicas normais do tecido.

As Figuras 3 e 4 apresentam os resultados do tratamento com diclofenaco livre
(25 pg/kg, i. v.) comparados ao CFA (animais com artrite, 50 pyL, 5 mg/mL, i. a.) em
fémur e tibia respectivamente. Na Figura 3, o grupo diclofenaco Livre (25 pg/kg, i. v.)
apresentou score 1 na membrana sinovial nos pontos P1 e P2, e score 3 no ponto P3.
Ja o grupo CFA, apresentou escore 3 na membrana sinovial nos pontos P2 e P3 e
score 2 no ponto P1. Este resultado sugere que o tratamento com diclofenaco em
fémur, foi superior em prevenir parte dos danos causados pelo CFA na membrana
sinovial e nos pontos P1 e P2. J4 na Figura 4, em tibia, o grupo diclofenaco livre
apresentou escore 1 na membrana sinovial e nos pontos analisados, e o grupo CFA
escore 3 na membrana sinovial e no ponto P1, enquanto escore 2 foram observados
nos pontos P2 e P3. Estas caracteristicas sugerem que apesar dos resultados
estatisticos em tibia ndo serem significantes em relacédo a espessura da cartilagem,
ocorre uma prevencao das lesdes causadas pelo CFA no grupo diclofenaco livre

guando comparado ao CFA.

As Figuras 5 e 6 apresentam os resultados dos tratamentos com diclofenaco
nanoencapsulado na forma de nanoparticulas lipidicas (NLS) associadas ou ndo a
iontoforese em fémur e tibia respectivamente. Na Figura 5, em fémur, o grupo NLS
DF (I) apresentou escore 2 na membrana sinovial, escore 1 em P1 e P2 e escore 2
em P3 enquanto o controle NLS B (I) apresentou escore 3 ha membrana sinovial e
nos pontos P1 e P2 e escore 2 no ponto P3. Este resultado sugere que em fémur, o
tratamento com NLS DF (I) preveniu as lesdes do tecido causadas pelo CFA quando
comparado ao grupo NLS B (I), que nao recebeu diclofenaco, resultados que foram
expressivos principalmente nos pontos P1 e P2. Na Figura 6, em tibia, o grupo NLS
DF (I) apresentou escore 2 na membrana sinovial e P1 e P2, e escore 1 em P3,
enquanto o controle NLS B (I) que ndo possui diclofenaco apresentou escore 2 na
membrana sinovial, escore 3 em P1 e escore 2 em P2 e P3. Este resultado sugere
gue em tibia, o tratamento com NLS DF (I) obteve discreta prevencédo das lesdes nos

pontos P1 e P3 quando comparados ao grupo NLS B (1), que n&o possui diclofenaco.

As Figuras 7 e 8 apresentam os resultados dos tratamentos com diclofenaco

nanoencapsulado na forma de nanoemulsdo (NE) associadas ou ndo a iontoforese
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em fémur e tibia respectivamente. Na Figura 7, em fémur, o grupo tratado com NE DF
(), apresentou escore 2 na membrana sinovial, escore 1 em P1 e P2, e escore 2 em
P3, enquanto o grupo controle NE B (I) (sem diclofenaco) apresentou escore 3 na
membrana sinovial, P1 e P2, e escore 2 em P3. Em conjunto, esses resultados
sugerem que ambos os tratamentos com NE DF (I) e NLS DF (l) em fémur preveniu
as lesbBes causadas pelo CFA. Em tibia Figura 8, o grupo tratado com NE DF (I),
apresentou escore 2 para a membrana sinovial e escore 1 em todos os pontos
analisados, enquanto o grupo controle NE B () apresentou escore 3 na membrana
sinovial e ponto P1, e escore 2 nos pontos P2 e P3. Assim, o tratamento com NE DF

(1) em tibia também foi capaz de prevenir parte dos danos causados pelo CFA.
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Figura 2 — Gréficos das Analises de Espessura da Cartilagem e Contagem de Condrdécitos de Fémur e Tibia.
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Legenda: Naive: Animais sem intervencao; CFA: Animais com artrite; DF Livre (25 ug/kg, i. v.); NLS B (I): Nanoparticulas lipidicas solidas sem diclofenaco
associado a iontoforese; NLS DF (P): Nanoparticulas lipidicas solidas contendo diclofenaco sem iontoforese; NLS DF (I): Nanoparticulas lipidicas solidas
contendo diclofenaco associado a iontoforese, NE B (1): Nanoemulsao sem diclofenaco associado a iontoforese; NE DF (P): Nanoemulséo contendo diclofenaco
sem iontoforese; NE DF (I): Nanoemulséo contendo diclofenaco associado a iontoforese. Teste de Mann-Whitney. * e ** Representam diferenca estatistica de
p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente (um, micrometros).
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Figura 3 — Fotomicrografias do Fémur dos Grupos Naive, CFA e DF Livre.
MEMBRANA

SINOVIAL

P1 P2 P3

Legenda: Corte sagital com colora¢@o HE. Fotomicrografias das membranas sinoviais e cartilagem dos
joelhos de ratos. Letras A, A1, A2 e A3 representam o grupo haive (articulagdo normal, sem alteragdes).
As letras B, B1, B2 E B3 representam o grupo CFA (animais com artrite, 50 pL, 5 mg/mL, i. a.). Letras
C, C1, C2 E C3 representam o grupo DF Livre (diclofenaco 50 pL, 5 mg/mL, i. v.) (*) representa o
espaco articular, (Ca) representa a cartilagem, (Os) representa 0sso subcondral, (Ad) representa o0s
adipdcitos, (estrela) representa invaginacdo do o0sso subcondral, (seta branca) representa
espessamento da membrana sinovial, (seta preta) representa danos a estrutura 6ssea.
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Figura 4 — Fotomicrografias da Tibia dos Grupos Naive, CFA e DF Livre.

MEMBRANA
SINOVIAL

Legenda: Corte sagital com colora¢@o HE. Fotomicrografias das membranas sinoviais e cartilagem dos
joelhos de ratos. Letras L, L1, L2 e L3 representam o grupo naive (articulagdo normal, sem alteragfes).
Letras M, M1, M2 E M3 representam o grupo CFA (animais com artrite, 50 yL, 5 mg/mL, i. a.). Letras
N, N1, N2 E N3 representam o grupo DF Livre (25 pg/kg, i. v.) (*) representa o espaco articular, (Ca)
representa a cartilagem, (Os) representa osso subcondral, (Ad) representa os adipdcitos, (estrela)
representa invaginacdo do osso subcondral, (seta branca) representa espessamento da membrana
sinovial, (seta preta) representa danos a estrutura éssea.
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Figura 5 — Fotomicrografias do Fémur dos Grupos Naive, NLS B (I) e NLS DF
(P), NLS DF ().

MEMBRANA

SINOVIAL

Legenda: Corte sagital com colora¢@o HE. Fotomicrografias das membranas sinoviais e cartilagem dos
joelhos de ratos. Letras D, D1, D2 e D3 representam o grupo naive (articulacdo normal, sem alteragées).
Letras E, E1, E2 E E3 representam o grupo NLS B () (animais com artrite, 50 yL, 5 mg/mL, i. a.). Letras
F, F1, F2 E F3 representam o grupo NLS DF (P) As letras G, G1, G2 e G3 representam o grupo NLS
DF (I). (*) representa o espaco articular, (Ca) representa a cartilagem, (Os) representa 0sso subcondral,
(Ad) representa os adipécitos, (estrela) representa invaginagdo do osso subcondral, (seta branca)
representa espessamento da membrana sinovial, (seta preta) representa danos a estrutura 6ssea.
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Figura 6 — Fotomicrografias da Tibia dos Grupos Naive, NLS B (I) e NLS DF (P),
NLS DF (l).

MEMBRANA

SINOVIAL

Legenda: Corte sagital com colora¢do HE. Fotomicrografias das membranas sinoviais, cartilagem e
0ssos dos joelhos de ratos. Letras O, O1, O2 e O3 representam o grupo naive (articulacdo normal, sem
alteracoes). Letras P, P1, P2 E P3 representam o grupo NLS B (I) (animais com artrite, 50 yL, 5 mg/mL,
i.a.). Asletras Q, Q1, Q2 E Q3 representam o grupo NLS DF (P). As letras R, R1, R2 e R3 representam
o grupo NLS DF (1). (*) Representa o espago articular, (Ca) representa a cartilagem, (Os) representa
osso subcondral, (Ad) representa os adipdcitos, (estrela) representa invaginagéo do osso subcondral,
(seta branca) representa espessamento da membrana sinovial, (seta preta) representa danos a
estrutura 0ssea.
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Figura 7 — Fotomicrografias de Fémur nos Grupos Naive, NE B (1), NE DF (P),
NE DF (I).

MEMBRANA

SINOVIAL

Legenda: Corte sagital com colora¢@o HE. Fotomicrografias das membranas sinoviais e cartilagem dos
joelhos de ratos. Grupo naive (articulagdo normal, sem alteracdes) representado pelas letras H, H1, H2
e H3. Letras |, 11, 12 E 13 representam o grupo NE B (I). Letras J, J1, J2 E J3 representam o grupo NE
DF (P). Letras K, K1, K2 e K3 representam o grupo NE DF (I). (*) Representa o espaco articular, (Ca)
representa a cartilagem, (Os) representa osso subcondral, (Ad) representa os adipdcitos, (estrela)
representa invaginacdo do osso subcondral, (seta branca) representa espessamento da membrana
sinovial, (seta preta) representa danos a estrutura éssea.
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Figura 8 — Fotomicrografias da Tibia nos Grupos Naive, NE B (l), NE DF (P), NE
DF ().

MEMBRANA

SINOVIAL

Legenda: Corte sagital com colora¢@o HE. Fotomicrografias das membranas sinoviais e cartilagem dos
joelhos de ratos. Grupo naive (articulagdo normal, sem alteracdes) representado pelas letras S, S1, S2
E S3. Letras T, T1, T2 E T3 representam o grupo NE B (I). Letras U, U1, U2 E U3 representam o grupo
NE DF (P). As letras V, V1, V2 e V3 representam o grupo NE DF (I). (*) Representa o espacgo articular,
(Ca) representa a cartilagem, (Os) representa osso subcondral, (Ad) representa os adipdcitos, (estrela)
representa invaginacdo do osso subcondral, (seta branca) representa espessamento da membrana
sinovial, (seta preta) representa danos a estrutura éssea.
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No presente estudo, o CFA induziu o aparecimento de alteracoes
histomorfologicas significativas, incluindo hiperplasia anémala de tecido da
cartilagem, espessamento da membrana sinovial, sinovite caracteristica,
modificagbes e danos a estrutura dssea presentes no fémur e tibia, corroborando os
achados nos estudos de Aiman et al. (2020), onde também foi observado estes danos
no modelo de CFA.

A artrite promove um distirbio do sistema musculoesquelético que
desestabiliza o balanco entre degradacéo e a regeneracdo da cartilagem articular,
membrana sinovial e 0ssos periarticulares apés um estimulo inflamatério ou trauma
mecanico (AIMAN et al., 2020). Neste estudo o desequilibrio foi causado pelo estimulo
inflamatorio induzido pelo CFA.

Resultados semelhantes foram descritos por Nagarkar e Jagtap (2017) ao
observarem o efeito do diclofenaco (15 mg/kg, i.v.) em animais que tiveram artrite
induzida com CFA, onde os efeitos do diclofenaco possivelmente se deram pela
supressdo da migracdo de leucdcitos para a area inflamada. Zhu, Bannon e Joshi
(2015) também descrevem uma diminuicdo na sensacdo dolorosa com o0 uso de
diclofenaco (30 mg/kg i.v.) em ratos com artrite induzida por CFA. Além disso, um
estudo realizado por Aiman et al., (2020), em avaliacdo histomorfolégicas em um
modelo utilizando CFA em ratos, o tratamento com diclofenaco (10 mg/kg i.v.)

demonstrou eficacia em reduzir os danos na cartilagem.

No presente estudo, os animais que receberam diclofenaco livre (25 pg/kg, i.
v.) tiveram a estrutura do tecido articular mais preservada (ver Figuras 2, 3 e 4),
indicando que o farmaco foi capaz de prevenir parte dos danos articulares causados
pela injecdo de CFA, como diminuicdo da espessura da cartilagem e reducédo do
namero de condrdécitos, especialmente no fémur. Estes achados mostram que o
presente modelo de artrite experimental (CFA) responde ao tratamento com
diclofenaco livre de forma similar a descrita na literatura e, portanto, nos permite
utiliza-lo de forma consistente como plataforma para avaliar o efeito terapéutico de
formulacdes especiais contendo diclofenaco, como o presente estudo avaliando

nanoparticulas contendo esse farmaco associadas a iontoforese.

O diclofenaco é amplamente usado pela via topica, porém sabe-se que ele
possui uma baixa permeacgdo através da pele (NISHIHATA et al., 1987). Além disso,
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ele tem sido utilizado no tratamento da AR, mas por via oral, na dose de 75 a 100
mg/dia (MOTA, 2013). A iontoforese € um método fisico seguro, nao invasivo, com
capacidade de proporcionar a permeac¢do de moléculas pela pele por meio da
aplicacdo de uma corrente elétrica de baixa intensidade, ndo superior a 0,5 mA/cm?,
gue passa por uma solucéo eletrolitica e carrega consigo as moléculas para dentro da
pele, possibilitando uma maior permeacédo do farmaco desejado (GRATIERI et al.,
2008; DEMINA; SKATKOV, 2013; LUHDER; REICHARDT, 2017). Isto posto, no
presente trabalho exploramos o efeito da iontoforese. Com base no que ja foi descrito
na literatura, a permeacdo de moléculas ionizaveis como o diclofenaco pode ser
facilitada com o uso da iontoforese (TYLE, 1986; VARGHESE, KHAR, 1996; ver
MOTTA et al., 2003).

Neste estudo, a estratégia de utilizar o diclofenaco nanoencapsulado associado
a iontoforese teve como objetivo prolongar o efeito terapéutico do farmaco no local de
acao. Os animais que receberam as NLS ou NE contendo diclofenaco associadas a
iontoforese apresentaram uma melhora dos danos causados pelo CFA (ver Figura 2).
As NLS contendo diclofenaco, quando administradas associadas a iontoforese, foram
capazes de conservar a quantidade de condrdcitos na cartilagem do fémur (ver
Figuras 2 e 5), mas ndo na da tibia (ver Figuras 2 e 6). As NE contendo diclofenaco,
por sua vez, quando administradas associadas a iontoforese, foram capazes de
conservar a quantidade de condrdcitos na cartilagem tanto do fémur quanto da tibia.
Entretanto, ndo foi observado efeito na espessura da cartilagem (ver Figuras 2, 7 e 8).
Estudos semelhantes que utilizaram polimeros contendo diclofenaco associados a
iontoforese, observaram uma maior permeacado desse farmaco (FANG; SUNG; LIN;
FANG, 1999). Sendo assim, sugere-se que os efeitos anti-inflamatérios dos
tratamentos com NLS e NE contendo diclofenaco associadas a iontoforese se dao
possivelmente por uma maior permeacao do farmaco na pele, o diclofenaco permeia
através do foliculo piloso (MAITANI et al., 1994).

LOPEZ-ARMANDA et al. (2002) descreve um estudo que utilizou o modelo de
artrite induzida por adjuvante de Freund em ratos, e o diclofenaco reduziu a
concentragdo de células polimorfonucleares no fluido sinovial. Sugerindo entdo, que
os AINEs podem ter efeitos diferenciados na migracdo de leucdécitos para a
articulacdo. Sendo assim, a hipotese proposta neste estudo, juntamente com os dados

disponiveis na literatura, € que o diclofenaco nanoencapsulado e aplicado por
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iontoforese apresente absor¢do mais precisa por possibilitar a entrega do farmaco no
local de acdo, obtendo aumento da eficacia terapéutica e prevencdo do
desenvolvimento de danos causados pela artrite induzida por CFA através da

diminuic&o do infiltrado de leucdcitos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a utilizacdo do diclofenaco
nanoencapsulado é um tratamento promissor e pode trazer inUmeros beneficios ao
paciente com artrite como o aumento da disponibilidade de diclofenaco no alvo
terapéutico sem os efeitos adversos sistémicos apresentados pelos tratamentos
convencionais. Os efeitos obtidos com as nanoparticulas aplicadas pela via
transcutdnea ainda ficaram aquém dos resultantes da aplicacdo endovenosa de
diclofenaco livre, indicando que é necessario o aumento da quantidade de diclofenaco
entregue pela iontoforese. Porém, dados na literatura utilizando NLS e NE com
diclofenaco associados a iontoforese em ratos e humanos ainda sdo escassos, isto
posto, mais estudo sédo necessarios para elucidar seus mecanismos e como se da
seus efeitos terapéuticos. Além disso, as técnicas histologicas utilizadas precisam ser
aprimoradas e melhor padronizadas para obtencdo de resultados com uma boa

reprodutibilidade.
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