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RESUMO

A tuberculose é uma doenca infecciosa que constitui um grave problema de saude global. A
terapia convencional vigente possui diversas limitagdes, dentre elas baixa aderéncia, elevada
toxicidade e altos niveis de resisténcia bacteriana. Formula¢cbes farmacéuticas utilizando
nanocarreadores lipidicos sdo uma forma promissora de resolver tais problemas por trazerem
matrizes biocompativeis que permitem a utilizacdo de um ou mais compostos com atividade
antimicrobiana conhecida em uma formulacao liquida, aumentando sua biodisponibilidade e
eficacia e diminuindo efeitos adversos. Dessa forma, o objetivo deste projeto € desenvolver e
caracterizar nanoemulsd@es lipidicas contendo rifampicina (RIF) e quercetina (QU) e avaliar
sua atividade antimicrobiana frente ao Mycobacterium tuberculosis. As nanoemulsfes foram
preparadas pela técnica de difusé@o do solvente a quente associado a temperatura de inversédo
de fases. Foram realizadas a caracterizagdo fisico-quimica e morfolégica dos sistemas,
avaliados o teor e taxa de recuperacao dos ativos encapsulados e avaliada sua atividade
antimicrobiana in vitro. Foram obtidas nanoemulsdes com tamanho médio de 24nm, indice de
polidispersédo de 24% e potencial zeta médio de -26mV. O método de doseamento
desenvolvido demonstrou ser preciso, exato, linear e sensivel para detec¢édo e quantificacao
de RIF e QU. O teor médio de RIF nas nanoemuls@es foi de aproximadamente 680 ug/mL e
de aproximadamente 655 pg/mL para QU, com uma taxa de recuperacdo média de
aproximadamente 91% para RIF e 87% para QU. Em relacdo a atividade antimicrobiana, as
nanoemulsdes contendo RIF e QU apresentaram uma concentracao inibitéria minima < 0,09
pg/mL na cepa sensivel de M. tuberculosis, mesma concentragéo obtida para RIF livre. Estes
resultados apontam que as nanoemulsdes produzidas demonstraram caracteristicas fisico-
guimicas adequadas, alto teor de encapsulacdo e que a atividade antimicrobiana da RIF foi
mantida apds o encapsulamento. Desta forma, o desenvolvimento de uma forma farmacéutica
liguida combinando dois ativos lipofilicos para o tratamento da tuberculose facilitaria a adeséo
do paciente, aumentando as chances de cura e evitando o desenvolvimento de resisténcia ao

esquema terapéutico proposto.

Palavras-chave: tuberculose, mycobacterium tuberculosis, nanoemulséo,

rifampicina, quercetina.

ODS contemplados: 3 - Saude e bem-estar; 9 - Industria, inovacéo e infraestrutura.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease that constitutes a serious global health problem. Current
conventional therapy has several limitations, including low adherence, high toxicity and high
levels of bacterial resistance. Pharmaceutical formulations using lipid nanocarriers are a
promising way to solve such problems by bringing biocompatible matrices that allow the
utilization of one or more compounds with known antimicrobial activity in a liquid formulation
increasing their bioavailability, efficacy and reducing adverse effects. Thus, this project aims
to develop and characterize lipid nanoemulsions containing rifampicin (RIF) and quercetin
(QU) and to evaluate their antimicrobial activity against Mycobacterium tuberculosis.
Nanoemulsions were prepared by the hot solvent diffusion associated with phase inversion
temperature technique. Physicochemical and morphological characterization of the systems,
content, and recovery rate of the encapsulated actives and nanoemulsions in vitro
antimicrobial activity was assessed. Nanoemulsions with an average size of 24nm,
polydispersion index of 24%, and an average zeta potential of -26mV were obtained. The
developed method proved to be precise, accurate, linear, and sensitive for the detection and
guantification of RIF and QU. The average RIF content in nanoemulsions was nearly 680
pg/mL and nearly 655 pg/mL stands for QU content, with an average recovery rate of nearly
91% for RIF and 87% for QU. Regarding antimicrobial activity, nanoemulsions containing RIF
and QU showed a minimum inhibitory concentration < 0.09 ug/mL in the susceptible strain of
M. tuberculosis, same concentration obtained for free RIF. These results suggests that the
produced nanoemulsions showed adequate physicochemical characteristics, high
encapsulation content, and antimicrobial activity maintained by the encapsulated RIF. Thus, a
liquid pharmaceutical form combining two lipophilic actives for the treatment of tuberculosis
would facilitate patient compliance, increasing the chances of cure and preventing resistance

to the proposed therapeutic scheme.

Keywords: tuberculosis, mycobacterium tuberculosis, nanoemulsion, rifampicin,

guercetin.

Contemplated ODS: 3 — Health and well-being; 9 — Industry, innovation, and

infrastructure.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (Tb) é a segunda doenca infectocontagiosa causada por um Unico
agente infeccioso que mais mata em todo o mundo, tendo sido superada apenas pela
COVID-19 em 2020. Aproximadamente 10,6 milhdes de novos casos de Tb foram
detectados em 2021, com 1,6 milhdes de mortes, dentre as quais 187.000 foram entre
pacientes HIV-positivos. Neste cenario, apenas 161.476 pessoas com tuberculose
multidroga resistente (Tb-MDR), caracterizada pela resisténcia concomitante a
rifampicina (RIF) e isoniazida (INH), farmacos considerados carro-chefe para o
tratamento da Tb, tiveram acesso a um tratamento alternativo eficaz (WHO, 2022).

Novos casos de Tb devem ser tratados sob um regime inicial de 6 meses
utilizando o regime RHZE, composto pelos farmacos RIF, INH, pirazinamida (PRZ) e
etambutol (ETB) pelos primeiros 2 meses, seguidos de 4 meses de manutencao
utiizando RIF e INH. Ainda que este tratamento de primeira linha seja capaz de
produzir taxas de cura acima de 85% em cepas sensiveis, fatores como sua duracao,
elevada toxicidade e falha de ades&o sao reconhecidos como 0s principais
responsaveis pela mitigagdo do sucesso terapéutico, além de estarem atrelados ao
desenvolvimento de resisténcia a multiplos farmacos, tornando-se grandes desafios
para as estratégias de alcance das metas de fim da Tb tracadas pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (ERNEST et al, 2021; WHO, 2022).

Outro fator intrinsecamente associado a resisténcia aos farmacos pelo
Mycobacterium tuberculosis (MTB) € a atividade de proteinas transmembrana
comumente chamadas de bombas de efluxo. A superexpressdo dessas bombas de
efluxo esta associada a concentracdes subinibitérias de farmacos como RIF, INH e
ETB, permitindo o MTB sobreviver na presenca de antibiéticos até a aquisicdo de
mutacbes em genes de alvos terapéuticos, desencadeando uma cascata de
alteracdes que conferem alto grau de resisténcia a varios dos antibioticos utilizados
atualmente (RODRIGUES et al, 2020).

A quercetina (QU) é um flavonoide versatil de origem natural cuja atividade
antimicrobiana € amplamente citada na literatura, como, por exemplo, em estudos de
docking molecular que sugerem a interacdo da QU com a DNA girase e com as
bombas de efluxo presentes no MTB (SURIYANARAYANAN et al, 2013;
SURIYANARAYANAN et al, 2014), além de estudos in vitro que demonstraram que a
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QU pode inibir o crescimento do MTB através da inibicdo da sintese de acidos graxos
e acidos micolicos presentes na membrana celular do microrganismo (SASIKUMAR
et al., 2018; BROWN et al., 2007).

A RIF, por outro lado, € um antibiético de amplo espectro utilizado para o
tratamento da Tb desde a década de 60, época em que foi inicialmente recomendada
para pacientes com Tb pulmonar cronica refrataria a terapia (GROBBELAAR et al.,
2019). A utilizacdo da RIF como farmaco antimicrobiano em conjunto com a QU como
potencial inibidor das bombas de efluxo no MTB ainda possui um vasto potencial a ser
explorado.

Além da combinacdo de compostos com atividade anti-Tb comprovada, o
desenvolvimento de novas tecnologias em formulagBes farmacéuticas é uma das
formas de contornar diversos problemas relacionados a terapia. Neste contexto,
formulacdes utilizando nanoemulsdes lipidicas vém ganhando importancia devido a
sua capacidade em potencial de entrega de farmacos em sitios especificos de acéo e
melhoramento das caracteristicas fisico-quimicas dos compostos carreados, além de
apresentarem-se como uma forma farmacéutica liquida, sendo mais amigavel para

uso oral (HADRICH et al., 2020).

As diferentes estratégias envolvendo nanocarreadores para entrega de
medicamentos objetivam ndo somente aumentar seu indice terapéutico através do
enderecamento da sua atividade farmacoldgica para o sitio de a¢do desejado, como
também diminuir sua toxicidade, aumentar sua biodisponibilidade e permitir o
desenvolvimento de formula¢des liquidas contendo farmacos hidrofébicos, como é o
caso da RIF e da QU (SHEGOKAR; AL SHAAL; MITRI, 2011).

Dessa forma, este trabalho tem o intuito de desenvolver formulacdes
farmacéuticas liquidas baseadas em nanocarreadores lipidicos contendo RIF e QU
uma vez que este campo de estudo demonstra ser promissor para pesquisa e
elaboracdo de esquemas terapéuticos para o tratamento da Tb convencional e

resistente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.0 Mycobacterium tuberculosis

O sequenciamento gendmico do MTB permite remontar sua origem a tempos
remotos. Estima-se que seu ancestral primitivo esteve presente no leste africano ha
aproximadamente 3 milhdes de anos atrds, sendo as cepas modernas de MTB
originadas de um ancestral em comum datado entre 20.000 e 15.000 anos atras
também de origem africana, enquanto boa parte das cepas presentes atualmente
tenham tido origem entre 250 e 1000 anos atras (DANIEL, 2006).

Sendo hoje reconhecidamente uma das doencas infecciosas que mais matou em
toda a historia, a natureza infecciosa da Tb foi primeiramente sugerida apenas em
1790, quando Jean-Antoine Villemin inoculou um coelho com uma “pequena
quantidade de secrecdo purulenta de uma cavidade tuberculosa” proveniente da
autopsia um individuo morto por tuberculose, tendo como resultado da autdpsia do
animal sacrificado 3 meses depois uma extensiva infec¢do por tuberculose (MAJOR,
1945).

A histéria da Tb mudou drasticamente quando Hermann Heinrich Robert Koch
fez sua tal qual famosa apresentacdo Die aetiologie der tuberculose a sociedade
médica de Berlim, na qual Koch ndo apenas demonstrou a etiologia do agente
infeccioso como também estabeleceu seus famosos postulados, também conhecidos
como os postulados de Koch-Henle, que até hoje servem como padrao demonstrativo
de infeccdo da doenca, o que Ihe rendeu o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia de
1905 pela elucidacéo da etiologia da tuberculose (KOCH, 1932).

A Tb humana é causada principalmente por membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), um grupo de bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR) com 99% das suas sequéncias de nucleotideos semelhantes entre si
(GAGNEUX, 2018). O MTB diferencia-se das demais micobactérias pela sua
proficiéncia como um patégeno estritamente humano, ou seja, ndo possui hospedeiro
animal ou ambiental intermediéario, além disso, as bactérias pertencentes ao MTBC
sdo apenas transmitidas através de infeccdo ativa, diferenciando-se de outros
patégenos nos quais sua viruléncia ndo esta necessariamente relacionada a via de
transmissao (GAGNEUX, 2018).
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O MTBC possui varias caracteristicas morfologicas distintas em relacéo a outras
bactérias, como por exemplo a presenca de diversos lipidios Unicos na sua parede
celular, dentre os quais cabe destacar o acido micélico, este que da origem ao nome
do género. Assim sendo, o MTBC exclui-se da grande divisdo morfolégica baseada
na coloracao de gram, ndo sendo considerado nem gram-positivo nem gram-negativo
devido a fraca afinidade que o corante tem com a parede celular destas bactérias
(TORTOLI, 2003).

O alto teor lipidico na parede celular do MTB confere ainda ao microrganismo
caracteristicas como alto teor de viruléncia, resisténcia a uma ampla gama de
antibiéticos e capacidade de sobreviver em condigdes extremas, como excesso de
acidez ou alcalinidade, baixa disponibilidade de oxigénio e consequentemente a
capacidade de sobreviver e multiplicar-se no interior dos macréfagos, mesmo este
sendo um ambiente altamente indspito para qualquer agente invasor (GROENEWALD
et al, 2014).

2.2.Patogenia e transmisséo

O MTB parece ter evoluido de um ancestral em comum do M. canetti até tornar-
se um patégeno humano obrigatorio. Diferente de outros patdgenos humanos onde a
transmissao ndo esta necessariamente relacionada a viruléncia, o MTB adaptado aos
humanos deve causar doenca pulmonar para ser transmissivel entre individuos,
sendo a Tb uma consequéncia da resposta imunoldgica do hospedeiro a uma carga
antigénica, a qual leva a destrui¢céo do tecido pulmonar e formacéo de cavidades que
aumentam substancialmente a transmissdo do patdégeno em potencial (GAGNEUX,
2018).

A infeccdo por MTB se inicia quando o bacilo chega ao pulmédo através da
inalacdo de goticulas em aerossol expelidas por individuos com Tb pulmonar ativa,
podendo se dar através da tosse ou espirro, por exemplo. Uma vez no espago
alveolar, o MTB € internalizado via fagocitose pelos macréfagos alveolares, sendo os
Receptores de Reconhecimento de Padrbes nas células do hospedeiro o0s
responsaveis pelo reconhecimento dos Padrdes Moleculares Associados a Patdogenos
presentes na superficie do bacilo, assim induzindo a secrecdo de citocinas e

quimiocinas que levam ao recrutamento de células fagociticas adicionais (neutrdfilos,

17



macrofagos intersticiais e células dendriticas, por exemplo) ao local da infec¢cao
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

Apos a fagocitose, estima-se que entre 20 e 25% dos casos 0 macréfago pode
conter a infec¢cdo por si s6, eliminando completamente o patégeno. No entanto, na
maioria dos casos, 0 MTB é capaz de escapar desse mecanismo de eliminacdo do
hospedeiro. A permanéncia do MTB no interior do fagossomo se da através da
atividade do seu sistema secretor chamado ESX-1, capaz de liberar proteinas e outras
moléculas no fagossomo, levando a uma ruptura da membrana fagossomal com uma
consequente liberacdo de componentes da micobactéria no interior do citosol do
macréfago. Dessa forma, o MTB é capaz de impedir a maturacdo fagossomal através
da prevencéao da fusao lisossomal, transformando o previamente hostil ambiente em
algo mais compativel com a sua sobrevivéncia, permitindo sua replicacdo no interior
do préprio macrofago (CIRILLO & KONG, 2019).

Jé infectadas pelos bacilos, as células de defesa do sistema respiratorio migram
para os linfonodos pulmonares, onde elas processam e apresentam os antigenos para
preparacao dos linfécitos T CD4+ e CD8+. Como consequéncia, apos 15 a 18 dias de
infeccdo a resposta imune adaptativa produz células T preparadas, as quais migram
para o sitio de infeccdo atraidas pelas quimiocinas produzidas pelas células
infectadas. A partir dai desenvolvem-se trés possiveis cenarios: 1) o patégeno pode
ser eliminado pela resposta imune do hospedeiro, 2) a doenca pode progredir para
sua forma ativa, o que vai acontecer principalmente em hospedeiros
imunocomprometidos, ou 3) o bacilo pode persistir em estruturas chamadas
granulomas, sendo estes patologicamente a marca registrada da Tb (Figura 1)
(BARANYAI et al., 2021).

Um granuloma nada mais € que um agregado bem-organizado de células imunes
respondendo a um estimulo persistente. Os granulomas séo estruturas esféricas com
os macrofagos infectados no meio, cercados de neutrofilos, células dendriticas,
células natural killers (NK), linfécitos B e T, fibroblastos e outros componentes da
matriz extracelular. A fung&o principal do granuloma é localizar e confinar a infec¢céo
enguanto restringe a resposta imune a uma certa area. Nesta estrutura os bacilos sdo
expostos a uma variedade de condi¢cdes de estresse, tais como hipdxia, pH acido,
baixa disponibilidade de ferro e privacao de nutrientes (RAMAKRISHNAN, 2012).
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Como forma de sobreviver a um ambiente tdo adverso, o MTB desenvolveu
mecanismos de manter-se viavel com replicacdo limitada ou nula. Tal estado,
chamado dorméncia, caracteriza-se por uma baixa taxa metabdlica e mudanca
estrutural na arquitetura da parede celular do bacilo, o que leva fenotipicamente a
resisténcia a antibioticos que utilizam como alvo funcdes relacionadas ao crescimento.
O equilibrio entre a defesa imune do hospedeiro e a dorméncia bacteriana pode levar
a um estado de controle da infecgdo nos granulomas, chamado de infecgédo por
tuberculose latente (ITBL) (VICHEZE & CREMER, 2017; BALABAN et al., 2019).

A ITBL é uma infeccdo controlada e assintomética que ocorre em 65 a 75% dos
casos, podendo durar por anos ou até mesmo uma vida inteira. Durante essa fase,
granulomas sélidos prevalecem, os quais sdo normalmente cercados por uma parede
fibrética que os separa do tecido adjacente (GENGENBACHER & KAUFMANN, 2012).
No entanto, devido a um desbalanceamento do sistema imune a bactéria dormente
pode voltar a reativar-se levando a uma necrose dos macrofagos infectados, o que
leva a formacéo de uma zona necrotica no centro dos granulomas, conhecida como
lesdo caseosa (devido a sua aparéncia leitosa) a qual contém MTB liberado dos
macréfagos necrosados, formando assim o granuloma necrotico caseoso (Figura 1),

outra marca registrada da Tb pulmonar (BARANYAI et al., 2021).

O granuloma necrético esta associado a uma reducdo na vascularizacao devido
a lesdo (hipoxia) e alto conteudo lipidico, como resultado da morte de macréfagos
espumosos. A consequente perda da integridade do granuloma leva a entrada de
oxigénio e nutrientes vasculares necessarios para 0 crescimento da bactéria,
seguindo com o seu colapso que leva a liberagcdo do bacilo no interior dos capilares
sanguineos e espaco alveolar, permitindo que o MTB se dissemine a outras partes do
pulm&o e também para outro 6rgaos (tuberculose extrapulmonar), levando novamente
a forma ativa da doenca com a presenca de sintomas clinicos e a possibilidade de
transmissao a outros individuos (GENGENBACHER & KAUFMANN, 2012; CIRILLO
& KONG, 2019).
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Figura 1: Aformacao do granuloma necrético. Fonte: Adaptado de KOCH & MIZRAHI,
2018.

2.3. Tratamento

Até a metade do século 20 ndo havia tratamento definitivo para Th. Em 1940,
com a disponibilidade de estreptomicina, acido para-aminossalicilico (PAS) e INH, o
tratamento de Tb passou a possuir uma previsibilidade de cura e a introducao de RIF,
PRZ e ETB nos anos seguintes trouxe a tona a era do tratamento a “curto prazo”
(SHARMA & MOHAN, 2004).

O tratamento inicial padrdo em vigor estabelecido pela OMS preconiza que
novos casos de Tb sejam tratados sob um regime terapéutico de 6 meses, estando
subdividido em fase intensiva, caracterizada por 2 meses de tratamento com RIF, INH,
PRZ e ETB, seguida da fase de manutencao nos 4 meses subsequentes com RIF e
INH (ZUMLA et al., 2015)

Enquanto a INH é um farmaco com maior potencial micobactericida disponivel,
permitindo conversédo de escarro mais precoce e ajudando a diminuir a transmissao
da Th, a RIF possui a maior capacidade esterilizante, sendo essencial no combate a
ITBL e diminuindo a possibilidade de recaidas. Por serem os pilares do tratamento de
primeira linha anti-Tb, a resisténcia a ambos os farmacos demanda a utilizacdo de
farmacos de segunda linha, tendo estes atividade esterilizante limitada e estando
relacionadas a tratamentos mais longos, menos eficazes e com mais efeitos adversos
(SHARMA & MOHAN, 2004; ZUMLA et al., 2015).

Os principais farmacos utilizados no tratamento da Tb atualmente e suas

principais reacdes adversas estédo presentes no Quadro 1.
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Farmaco Efeitos adversos comuns

Grupo 1: Farmacos anti-Tb orais de primeira linha

Isoniazida Toxicidade a nivel de SNC, aumento das enzimas hepaticas,
distarbios no TGI, hepatite e neuropatia periférica.
Rifampicina Descoloracdo de fluidos corporais, aumento das enzimas

hepaticas, febre, distarbios no TGI, hepatite, hipersensibilidade e

neutropenia.

Pirazinamida

Artralgia, intolerancia no TGI, hepatite e hiperuricemia,

Etambutol

Neurite Optica.

Grupo 2: Farmacos anti-Tbh de segunda linha para uso em Tb-MDR

Levofloxacino
ou

Moxifloxacino

Prolongamento do intervalo QT, podendo levar a arritmias
potencialmente fatais, intolerancia no TGI, toxicidade no SNC,

tontura e aumento das enzimas hepaticas.

Bedaquilina Disturbios gastrintestinais, artralgia, dor de cabeca e tontura.
Prologamento do intervalo QT.
Linezolida Inibe a sintese proteica nas mitocéndrias humanas podendo

causar acidose latica, mielossupressao e neuropatia Otica e

periférica.

Grupo 3: Farmacos anti-Tb de terceira linha para uso em Tb-MDR

ou Terizidona

Clofazimina Cristais de clofamizina s&o formados no corpo durante o
tratamento, podendo levar a descoloracdo de pele e de fluidos
corporais, pele seca, fotossensibilidade e depdésitos nas corneas.

Ciclosserina Toxicidade ao SNC, enjoo, psicose.

Grupo 4: Farmacos anti-Tb para uso em Th-MDR para completar o regime quando

alguma das drogas anteriores ndo estédo disponiveis

PAS

Intolerancia no TGI, hipersensibilidade.

Etionamida ou

protionamida

Toxicidade ao SNC, intolerancia no TGlI, hepatite.

Amicacina ou
Estreptomicina

Canamicina,

Capreomicina*

Uso injetavel. Alergias, dano aos nervos auditorios e vestibulares,
nausea, bloqueio neuromuscular, falha renal e erupcdes cutaneas

(comum a todas as drogas injetaveis da classe).
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Delamanida Prolonga o intervalo QT. Pode causar nauseas, vomito, tremores,

ansiedade e parestesia.

Pretomanida Neuropatia periférica, anemia, distarbios no TGI e elevacdo das

enzimas hepéticas.

Imipenem- Reacdes de hipersensibilidade, aumento anormal das enzimas
cilastatina ou hepaticas e dano hepatico induzido por drogas. Danos ao SNC

Meropenem podem acontecer estando associados a disfuncao renal.

Quadro 1: Principais farmacos anti-Tb utilizadas atualmente e seus efeitos adversos.
Legenda: PAS: Acido para-aminossalicilico SNC: sistema nervoso central; TGI: trato
gastrointestinal. *Canamicina e capreomicina ndo sdo mais utilizadas devido ao risco de
falha ao tratamento e recaida envolvidos no seu uso por longos periodos em regimes
para Tb-MDR. Fonte: Adaptado de PELOQUIN & DAVIES (2021); WHO (2018); ZUMLA
et al (2015).

Os guias oficiais da OMS recomendam um regime terapéutico para criangas
entre 3 meses e 16 anos semelhante ao visto em adultos nos casos de Th n&o severa
e sem suspeitas ou evidéncia de resisténcia a RIF ou INH, sendo este tratamento
constituido por um periodo inicial de 4 meses de RIF, INH, PRZ e em alguns casos

também ETB, seguido por 2 meses com apenas RIF e INH (WHO, 2022).
2.3.1. Tratamento da Tuberculose resistente

A resisténcia ao tratamento pode ser definida como um estado permanente ou
temporario de declinio de eficacia de um farmaco contra um microrganismo
previamente suscetivel aquele composto. Desta forma, a resisténcia pode ser: (1) de
origem primaria, quando ocorre em um paciente que nunca recebeu o tratamento com
um medicamento anti-Th; (2) secundaria ou adquirida, quando a resisténcia aparece
durante ou apés o decorrer da quimioterapia, seja como resultado de ndo adesédo ao
regime terapéutico ou prescricao inadequada; (3) inicial ou transitéria, quando uma
colbnia resistente ja esta presente antes mesmo do inicio do tratamento, sendo
detectada antes da conversao de escarro, neste caso o bacilo ndo se multiplica ou
influencia o desfecho do tratamento (SINGH; SINGH; GUPTA, 2020).

A Tb resistente possui diversas variacdes, dentre as quais cabe destacar: a Tb-
MDR, sendo esta causada por cepas resistentes a pelo menos RIF e INH e a Tb

extensivamente resistente a drogas (Th-XDR), sendo definida por uma cepa de Tb-
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MDR com adicional resisténcia a alguma fluoroquinolona e outro farmaco de segunda
linha do Grupo 2 (Quadro 1) (WHO, 2021; ZUMLA et al, 2015).

O tratamento para Tb refrataria a terapia deve ser suportado por evidéncias
laboratoriais confiaveis, especialmente em casos de Th-MDR e Th-XDR. Quando
instalagbes para cultura e testagem de suscetibilidade de colbnias nao estao
disponiveis, a escolhas terapéuticas geralmente estardo limitadas a algoritmos e
interferéncias oriundas de um tratamento prévio (SHARMA & MOHAN, 2004). A
Tabela 1 mostra os principais genes envolvidos no desenvolvimento de Tb resistente

a farmacos.

Principais genes envolvidos na resisténcia a farmacos anti-Tb

Farmacos Gene envolvido na resisténcia

Isoniazida Enoil acp redutase (inhA)
Catalase-peroxidase (katG)
Alquil hiperoxido redutase (ahpC)
Regulador do estresse oxidativo (oxyR)

Rifampicina RNA polimerase subunidade B (rpoB)
Pirazinamida Pirazinamidase (pncA)

Etambutol Arabinosil transferase (bem A, B e C)
Estreptomicina Proteina ribossomal subunidade 12 (rpsL)

RNA ribossomal 16s (rrs)

Gene aminoglicosideo fosfotransferase (strA)

Fluoroquinolonas DNA gyrase (gyrase A e B)

Etionamida Enoll acp redutase (inhA)
Flavina monooxigenase (ethA)
Repressor transcricional (ethR)

PAS Timidilato sintase A (thyA)

Tabela 1: Farmacos antituberculose e os principais gene envolvidos na sua
resisténcia. Legenda: PAS: Acido para-aminossalicilico Fonte: Adaptado de
(SHARMA & MOHAN, 2004; SINGH; SINGH; GUPTA, 2020)

O MTB destaca-se de outros grupos de bactérias onde a resisténcia aos
farmacos utilizados ndo esta relacionada a genes adquiridos horizontalmente de

outras bactérias, mas sim através de mutagdes relacionadas a genes de limpeza
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responsaveis por codificar os alvos terapéuticos, incluindo proteinas para
internalizacdo dos farmacos, bombas de efluxo, ou ativacdo de pro-farmacos. Nesse
caso a resisténcia a multiplos farmacos parece estar associada ao acumulo
sequencial de mutacdes durante a falha na quimioterapia. As mutacdes espontaneas
nos genes do MTB associadas Tb resistente ocorrem numa ordem estimada de 3,5 x
10 para INH e 3,1 x 108 para RIF, por exemplo (DOOLEY & SIMONE, 1994).

Dentre alguns dos mecanismos de resisténcia relacionados ao desenvolvimento
de Th-MDR estao as bombas de efluxo transmembrana, tais quais presentes tanto em
procariotos quanto eucariotos de diversas espécies, incluindo células humanas.
Bombas de efluxo transmembrana desempenham o papel de excretar uma ampla
gama de compostos ndo estruturais do interior das células através de forca proton
motriz ou energia fornecida por ATP (DA SILVA et al, 2011).

Um exemplo de transportador presente em células humanas é a glicoproteina-
P, cujo aumento da expressao foi observado em linhagens de células infectadas por
MTB, com consequente diminuicdo da concentracdo de INH no interior das células
infectadas. Além da suprarregulagcdo destes transportadores nas células do
hospedeiro, o préprio MTB expressa pelo menos trés tipos de transportadoras
multidrogas, sendo elas as proteinas Tap, Lfr A e Mmr (SHARMA & MOHAN, 2004).
Dessa forma, potenciais inibidores das bombas de efluxo, como a QU, podem auxiliar
no tratamento com os antimicrobianos disponiveis, aumentando a eficacia destes
compostos e prevenindo potenciais mutacdes génicas adquiridas em alvos

terapéuticos.

Outros mecanismos de resisténcia também estdo envolvidos com a
sobrevivéncia do bacilo no interior do hospedeiro, como por exemplo: (1) Inativagéo
enzimatica de farmacos, quando o genoma micobacteriano codifica enzimas capazes
de inativar antibioticos por hidrélise, fosforilacdo, acetilacdo ou adenilacdo dos
compostos, formando assim derivados inativos, como € o caso das B-lactamases e
enzimas modificadoras de glicosideos. (2) Prevencao da entrada de farmacos, sendo
a célula do MTB formada por uma série de lipidios complexos que agem como uma
barreira de entrada para permeacéo de farmacos no interior das células. (3) Mutagdes,
gue nada mais sao do que modificacbes espontaneas no genoma do MTB, fazendo

com que as proteinas ou enzimas que serviriam como alvo terapéutico percam sua
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afinidade pelo antibiotico utilizado, fazendo da bactéria resistente ao farmaco,
dependendo do seu mecanismo de acéo (DAVIES, 1994; LOUW et al, 2009; DA SILVA
et al, 2011; SINGH; SINGH; GUPTA, 2020).

2.3.2. Fatores relacionados a falha terapéutica

Dados da literatura indicam que tratamento incompleto, irregular e inadequado é
um dos principais preditores de resisténcia adquirida aos farmacos. Ja& em 1993,
MAHMOUDI & ISEMAN observaram que, dentre 35 pacientes com Th-MDR, erros em
decisBes de manejo ocorreram em 28 pacientes, com uma média de 3.93 erros por
paciente, dentre eles os mais comuns: a inclusdo de um unico farmaco a um regime
terapéutico falho, falha em identificar uma resisténcia pré-adquirida, regime inicial de
tratamento inadequado e falha em identificar e associar ndo-adeséo ou adesao
inadequada a terapia preventiva com INH. Dessa forma, o grupo no qual erros de
manejo ocorreram tiveram maiores casos de resisténcia adquirida comparada ao
grupo onde ndo houveram erros (MAHMOUDI; ISEMAN, 1993).

Um estudo conduzido por JOHNSON e colaboradores em 2003 com 109
pacientes com cultura positiva para tuberculose pulmonar encontrou um alto indice de
incidéncia de resisténcia ao tratamento em pacientes com histérico prévio de
abandono, sendo que dos 27 pacientes com Th-MDR detectada, apenas 4 teriam
adquirido resisténcia no primeiro contato com o tratamento. Os principais motivos para
0 abandono foram viagem para diferentes lugares, melhora dos sintomas, efeitos
adversos relacionados ao tratamento e incapacidade de arcar com o0s custos do
mesmo (JOHNSON et al, 2003).

Dentre os principais fatores predisponentes ao desenvolvimento de Th-MDR
estdo o histérico prévio de tratamento dos pacientes. Um estudo internacional de
vigilancia conduzido por ESPINAL e colaboradores em 2001 demonstrou uma
correlacdo linear positiva entre a probabilidade de pacientes previamente tratados
desenvolverem Th-MDR e a duracdo do tratamento anterior em meses, trazendo
através de uma analise multivariada o historico prévio de tratamento como fator de
risco maior para Tb-MDR do que a positividade para o HIV (ESPINAL et al., 2001).
Estas evidéncias foram suportadas por estudos posteriores realizados na Arabia
Saudita e Nova Déli, que demonstraram como historico prévio de tratamento, pouca

idade, baixa adesdo ao tratamento, status socioeconémico baixo e IMC abaixo de 18
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foram fatores de risco independentes contribuindo para desenvolvimento de Th-MDR
(ALRAJHI et al., 2002; SHARMA et al., 2003).

Fatores demograficos tais como idade, género, status marital, nivel educacional
e status socioecondémico ndo demonstraram correlagdo com o grau de adesao ao
tratamento. Por outro lado, certos fatores como problemas psiquiatricos, alcoolismo,
abuso de drogas e falta de moradia mostraram-se preditores de ndo adesao ao
tratamento (WEISS et al, 1994).

Como forma de contornar a problematica da ndo adeséao, a implementacdo de
DOTS (do inglés: Directly Observed Therapy Shortcourse) vinha ganhado destaque
em alguns paises, embora o cenario de saude cadtico recente causado pela pandemia
de COVID-19 tenha dificultado a adesdo ao programa. Os DOTS consistem
basicamente em cinco pilares distintos, sendo eles: comprometimento politico,
servicos de acompanhamento clinico, suprimento de medicamentos, sistemas de
vigilancia e monitoramento terapéutico e utilizacdo de regimes altamente eficazes sob
observacéo direta. Sua principal finalidade é garantir a adesédo completa a terapia bem
como prevenir o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos na comunidade
(DAVIES, 2003).

Idealmente, todas as criancas deveriam realizar o tratamento para ITBL
mediante o uso de DOTS, porém devido a dificuldades logisticas e caréncia de mao-
de-obra especializada para a area, este método é mais focado em criancas mais
jovens com um alto risco de progresséao, mais especificamente aqueles expostos a
casos ativos confirmados. Outras medidas que podem ser tomadas de forma a
garantir o tratamento efetivo sdo, por exemplo: utilizar de veiculos semissadlidos para
evitar problemas estomacais ao administrar comprimidos quebrados, visitar 0s
pacientes mensalmente e supri-los com um més de tratamento por vez, prover
instrucdo escrita sobre razbes para o tratamento e sintomas de Tb e toxicidade e
oferecer horarios de acompanhamento convenientes e pequenos periodos de espera

para os pacientes que forem realizar os DOTS fora de casa (LOEFFLER, 2013).
2.3.3. Novas alternativas para o tratamento da tuberculose

Além dos farmacos comumente utilizados em regimes terapéuticos bem
estabelecidos para o tratamento da tuberculose, novos farmacos isolados e suas

combinacdes vem sendo avaliadas ao longo dos ultimos anos. Dentre eles, o
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chamado regime “BPal” (bedaquilina, pretomanida e linezolida) vem ganhando

destaque e sendo foco de interesse recente em estudos clinicos de fase 3 (PELOQUIN

& DAVIES, 2021). O Quadro 2 traz esses e outros farmacos em testes clinicos

avancados para o tratamento da Th, seu regime terapéutico sugerido e suas principais

caracteristicas farmacocinéticas.

Farmacos

Bedaquilina

Dose recomendada

Dose inicial: 400 mg
diariamente por 2
semanas.

Dose de manutencéo:
200mg trés vezes por

Semana.

ADME

Biodisponibilidade aumentada em
duas vezes por alimentos.
a 99% das
plasmaticas, sendo metabolizada por
CYP3A4, CYP2CS8 e 2C19.

Metabdlitos eliminados pelas fezes.

Liga-se proteinas

Pretomanida

200 mg diariamente.

Absorcado aumentada por alimentos.
Metabolizada em 20% pela CYP3AA4,
além de mdltiplos caminhos de

oxirreducgao.

Linezolida 600 mg diariamente para @ Biodisponibilidade oral de
Th. aproximadamente 100% nao afetada
por alimentos.
Biotransformacao causada por
oxidacdo ndo enzimatica com
eliminacao de metabdlitos via renal.
Clofazimina Dose usual de 100 mg | Biodisponibilidade oral entre 45 e
diariamente  junto a| 62%, aumentada em 45% por
alimentos, podendo | alimentos ricos em gordura.
chegar a 200 mg durante
curtos periodos em casos
mais severos.
Delamanida Dose inicial de 100 mg Biodisponibilidade oral entre 25 e 47%

duas vezes ao dia por dois
meses e dose de

manutencdo de 200 mg

sendo aumentada em 3 a 4 vezes por

alimentos.
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diariamente com | Liga-se 99,5% a proteinas
alimentos. plasmaticas, incluindo albumina e
lipoproteinas.

Metabolizada pela albumina, CYP3A4

e outras enzimas oxidativas.

Quadro 2: Principais antimicrobianos utilizados em novos regimes terapéuticos, regime
terapéutico recomendado e caracteristicas farmacocinéticas. Legenda: ADME:
Absorcéo, Distribuicdo, Metabolizacéo e Eliminacéo. Fonte: Adaptado de PELOQUIN
& DAVIES (2021).

Além de novas alternativas terapéuticas, estudos utilizando tecnologias de
entrega de farmacos em sitio de acbes especificos ou utilizacdo de vias de
administracdo alternativas, tal como a via pulmonar, vém exibindo resultados
promissores como alternativa para o tratamento da Tb (HADRICH et al, 2020;
HALICKI et al, 2018). Dentre eles, cabe destacar o uso de formulagdes farmacéuticas
utilizando nanocarreadores funcionalizados para entrega de antimicrobianos no
interior dos macroéfagos alveolares, comumente alvos de dificil acesso presentes na
Tb pulmonar refratéria a terapia (PANDEY & KULLER, 2006; SHEGOKAR et al, 2011).

Dentre as principais vantagens na utilizacdo destas formulacdes estdo o
aumento do indice terapéutico dos farmacos carreados, seja devido a sua protecao
contra os metabolismos de primeira passagem, no caso da administracdo pela via
pulmonar ou endovenosa, ou pela protegcéo contra a degradacéo proporcionada pelos
nanocarreadores em si, sendo estes também responsaveis pela diminuicdo da
toxicidade e aumento da biodisponibilidade dos farmacos devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as membranas bioldgicas, tornando-os
biocompativeis, biodegradaveis e de facil permeacdo nos tecidos (HALICKI et al,
2018; SHEGOKAR et al, 2011).

2.4.Nanocarreadores de farmacos

A nanotecnologia tem se tornado um aliado global no tratamento de varias
doencas, sendo uma tecnologia promissora utilizada também em varios outros
campos da ciéncia. Podem ser consideradas nanoparticulas pequenas particulas com
um tamanho que varia de 1 a 1000nm (1cm x 10°) de diametro. A utilizacdo de

nanoparticulas propicia desenvolvimento nos campos diagndstico e terapéutico,
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sendo utilizados como dispositivos analiticos, agentes de contraste ou sistemas de
liberacdo de farmacos (SINGH; SINGH; GUPTA, 2020).

Sistemas de liberacdo de farmacos apresentam varias vantagens tais como
proteger os compostos bioativos da degradacéo, seja via metabolizacdo enzimatica
ou devido a exposicao a luz ou temperatura, além de apresentarem uma reducao
significativa de efeitos colaterais e controlarem a liberacdo dos compostos no interior
das células, tornando-se uma abordagem interessante para contornar diversos dos
problemas encontrados ao se trabalhar com compostos de origem natural (WANG et
al., 2016).

Diversos tipos de compostos antituberculose tem-se mostrado compativeis com
o sistema de nanocarreadores como vetores do tratamento (SINGH; SINGH; GUPTA,
2020). A utilizacdo de nanocarreadores para entrega de agentes terapéuticos via
pulmonar ou endovenosa evita a degradacao destes compostos pelo metabolismo de
primeira passagem, a qual se atribui uma das principais limitagdes do tratamento via
oral. Além disso, o tratamento da Tb via pulmonar permite uma abordagem in situ do
problema, trazendo menos efeitos colaterais sistémicos, sendo estes mais comuns a
via oral ou endovenosa, junto a uma abordagem livre de agulhas para melhor conforto
dos pacientes (ARBAIN et al., 2019).

A utilizacdo de nanocarreadores permite ainda a solubilizacdo de compostos
geralmente pouco absorvidos pela via oral, como é o caso da RIF e da QU, ambos
compostos hidrofobicos solubilizados em uma formulacéo liquida de facil absorgéo.
(WANG et al, 2016).

2.4.1. Tipos de nanocarreadores lipidicos

Dentre os principais tipos de nanocarreadores lipidicos podemos citar as
nanoemulsdes (NEs), as nanoparticulas soélidas lipidicas (NSLs) e os carreadores
lipidicos nanoestrurados (CLNs) . As NEs (O/A — 0leo em agua) consistem em
nanoparticulas liquidas esféricas dispersas em um meio aquoso, possuindo uma
estrutura de ndcleo/casca. O nucleo hidrofébico consiste em lipidios solubilizados e
partes apolares dos agentes emulsificantes enquanto a “casca” polar consiste na parte
polar dos emulsificantes. Dessa forma, ativos lipofilicos podem ser encapsulados em
seu nucleo hidrofébico (WANG et al, 2016).
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NEs sao sistemas considerados termodinamicamente instaveis e possuem um
diametro médio de particulas na faixa entre 20 e 200nm em uma estreita variacao de
tamanho. As NEs podem ser produzidas em larga escala através da mistura de uma
fase oleosa imiscivel em agua em meio alto estresse pelo processo de extruséo
mecanica, processo este amplamente disponivel (SHAH; BHALODIA; SHELAT,
2010). NEs também podem ser definidas como sistemas heterogéneos cineticamente
estaveis onde um liquido (fase interna) esta disperso em outro liquido (fase externa)
na forma de goticulas e na presenca de uma agente emulsionante (surfactante), sendo
suas caracteristicas fisico-quimicas governadas pela sua composicdo quali e

guantitativa, além das condicfes de preparo (BRUXEL, 2012).

Comparadas a emulsbes convencionais, NEs possuem maior estabilidade
guanto agregacao gravitacional de particulas e separacdo de fases, além de maior
transparéncia otica e biodisponibilidade aumentada dos compostos encapsulados em
seu nucleo (WANG et al, 2016).

Uma das técnicas para preparo de nanocarreadores lipidicos, incluindo NEs,
nanoparticulas sdlidas lipidicas (NSLs) e carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLNs) é a técnica de difusdo do solvente a quente associada a temperatura de
inversdo de fases, na qual emulsdes submicron sdo formadas mediante a difuséo de
solventes organicos misciveis em agua presentes na fase oleosa para a fase aquosa
apos aquecimento prévio da fase aquosa. Nanocarreadores lipidicos baseados nesta
técnica possuem diferentes caracteristicas de solubilizagédo de compostos a depender
do tipo de lipidio utilizado (sélido ou liquido) e do tipo e da concentracao de surfactante
empregados (DORA et al, 2012).

As NSLs sdo compostas por lipidios sélidos a temperatura ambiente. As NSLs
sdo geralmente criadas através da preparacdo de uma NE éleo em agua (O/A) em
uma temperatura acima do ponto de fusédo da fase lipidica, a qual é em seguida
resfriada até a cristalizacdo lipidica. Por se tratar de um sistema de entrega de
particulas em escala submicron, as NSLs possuem alta biocompatibilidade, alta
biodisponibilidade, liberacdo controlada e problemas minimos com diversas vias de
administracdo, tais como a via oral, endovenosa, pulmonar e transdérmica (WANG et
al., 2016).
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Embora possua excelentes vantagens tais como alta capacidade de
encapsulacdo e diminuicao da taxa de degradacao dos ativos encapsulados, vem-se
percebendo que as NSLs podem ter algumas desvantagens, tais como potencial de
agregacao, risco de recristalizacdo e possibilidade de expulsdo do farmaco ao longo
do tempo (WANG et al., 2016).

Os CLNs séo considerados a segunda geracdo de nanoparticulas baseadas em
lipidios, sendo compostos por uma matriz sélida capaz de armazenar diversos tipos
de 6leos em nanocompartimentos que servem como meio de solubilizagdo para
compostos lipofilicos bioativos (WANG et al., 2016). SUN e colaboradores em 2014
sintetizaram CLNs biocompativeis e biodegradaveis utilizando o método de inversao
de fase e descobriram que seus CLNs carregados com QU nao somente
apresentaram boa estabilidade térmica e padrdo de liberacdo sustentada, como
também foram capazes de aumentar a solubilidade da QU em agua em até 1000

vezes, além de aumentar sua efetividade em inibir o crescimento do cancer de mama.

A Tabela 2 mostra as principais vantagens e desvantagens de nanocarrreadores

lipidicos comumente utilizados para encapsulagédo de farmacos hidrofébicos.

Sistemas de entrega Vantagens Desvantagens
Nanoemulsdes Estabilidade a precipitacdo e Liberacao rapida;
agregacao; Baixa estabilidade em

Pequeno tamanho de goticula e condi¢cdes gastricas.
maior interface de contato

liquida;

Alta eficiéncia de

encapsulacao;

Capacidade de

direcionamento.
Nanoparticulas Boa tolerabilidade e Potencial de agregacéo;
sélidas lipidicas biodegradabilidade; Risco de recristalizacéo;
(NSLs) Alta eficiéncia de Baixa carga de

encapsulacao; encapsulacao.

Capacidade de

direcionamento.
Carreadores Tamanhos de  particulas Liberacdo ligeiramente
Lipidicos menores que as dos SLNs; mais rapida se

comparada aos NSLs.
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Nanoestruturados Alta capacidade de
(CLNSs) incorporacao;
Alta estabilidade.

Tabela 2: Vantagens e desvantagens de diferentes sistemas de entrega no
melhoramento da biodisponibilidade de farmacos hidrofébicos. Fonte: Adaptado de
(WANG et al., 2016).

Embora a utilizagdo de sistemas de entrega de farmacos venham sendo
utilizados cada vez mais como forma de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas
dos agentes terapéuticos investigados, tais tecnologias ainda podem apresentar
contrapontos como alto custo envolvido na sua fabricacéo, dificuldade de producao
em larga escala, estabilidade fisica limitada, baixa capacidade de encapsulamento,
residuos de solventes organicos, dificuldade na aceitacdo regulatoria dos

componentes utilizados e potencial citotoxicidade (WANG et al., 2016).
2.5. Utilizacdo de rifampicina e quercetina em nanocarreadores

A QU (3,3, 4’, 5’-7-penta-hidroxiflavona) € um dos flavonoides mais abundantes
presentes em plantas, com uma concentracado que pode variar entre 53 e 153mg/kg
de peso seco de material vegetal, a QU esta presente em diversos compostos da
alimentagcdo humana, como por exemplo no vinho tinto, onde sua concentragao pode
variar entre 4 e 16mL/L, na cebola, com concentracdo média entre 284 e 486mg/kg e
nas macas, com uma concentracdo média entre 21 e 72mg/kg (KUMARI et al., 2010;
BIANCHI et al, 2004).

A utilizacdo de QU no campo farmacéutico é limitada devido a suas
caracteristicas fisico-quimicas, sendo elas baixa solubilidade em meio aquoso e
instabilidade em meio fisiologico. Estas propriedades podem resultar em baixa
biodisponibilidade, baixa permeabilidade, instabilidade quimica e extensa degradacao
por metabolismo de primeira passagem antes de alcancar a circulacao sistémica. Tais
caracteristicas podem reduzir a eficacia da QU quando utilizada nos campos

farmacéutico ou alimenticio (KUMARI et al., 2010).

A incorporacao de RIF e QU em nanocarreadores pode ajudar a melhorar varias
das caracteristicas farmacocinéticas dos compostos, incluindo fatores como sua baixa
hidrossolubilidade, protecao contra degradacédo, aumento da sua biodisponibilidade e
controle da sua liberacdo (HADRICH et al, 2016; HALICKI et al, 2018).
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Outros meios pelos quais 0os nanocarreadores melhoram a biodisponibilidade
dos compostos carregados é através da sua solubilizacdo nas formas coloidais, o que
permite a apresentacdo do composto ao seu sitio de acdo em uma forma altamente
dispersa com uma grande area de superficie para absorcdo. Além disso, as finas
goticulas empregadas oferecem uma grande superficie de contato para acdo das
lipases pancreaticas levando a hidrolise dos lipidios e aumentando a taxa de liberagao
dos compostos carreados e geracdo de micelas contendo a forma ativa destes
compostos (DORA et al, 2016).

Em 2009, GAO e colaboradores utilizaram nanoemulsdes como forma de
aprimorar a biodisponibilidade da QU, o que resultou em um aumento para
4,138mg/mL de QU solubilizada comparada a 0,17 — 7,7ug/mL do mesmo composto
em agua, o que implicou em um aumento significativo de absorcdo de QU devido as

NEs utilizadas.

Em 2011, TAN e seus colegas, através de testes in vitro e in vivo, interpretaram
gue os CLNs carregados com QU promoveram uma maior permeabilidade do
composto no interior da célula além de aumentar a retengdo de QU na derme e

epiderme e potencializar suas funcdes antioxidantes e anti-inflamatorias.

Ja em 2014, LIU e seus colegas desenvolveram uma formulacdo de CLNs
cationicos carregados com QU, sendo estes compostos por uma quantidade
adequada de QU, lipidios (monoestearato de glicerol e triglicerideos de cadeia média)
e lecitina de soja, as quais exibiram um tamanho médio de particulas de
aproximadamente 126 nm, potencial zeta de 40 mV e 89,3% de capacidade de
encapsulacdo de QU com uma liberacdo in vitro mais lenta se comparada a QU

suspensa em 0,5% (p/v) de uma solugéo aquosa de carboximetilcelulose.

HALICKI e colaboradores (2018) desenvolveram uma NE contendo RIF para o
tratamento da tuberculose. Além de conseguirem um alto teor de encapsulacdo do
composto hidrofébico em seu interior (~ 500 pg/mL), a atividade antimicrobiana da RIF
em cepas de Tb sensiveis foi mantida, o que indica a possibilidade de utilizacdo do
composto em nanoemulsdes semelhantes sem perda de sua atividade farmacoldgica

e ainda com melhoramento das suas caracteristicas farmacocinéticas.

Em 2019, GROTZ e colaboradores produziram micelas poliméricas contendo

RIF para administragdo pulmonar, avaliando sua atividade antimicrobiana in vitro,
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propriedades inalatérias e caracteristicas farmacocinéticas. As micelas nao apenas
aumentaram substancialmente a solubilidade aparente em &gua da RIF
(aproximadamente 14,3 vezes mais soluvel quando encapsulada), como também
apresentaram comportamento aerodindmico adequado a administracdo via pulmonar
e atividade antimicrobiana 2,5 vezes aumentada em linhagens de macréfagos
infectados com MTB em comparacdo a RIF livre, além de demonstrarem acumulo

maior no periodo de 24 horas nos pulmes das cobaias testadas.

De forma semelhante, GALDOPORPORA e colaboradores (2022) co-
encapsularam RIF e curcumina, ambos compostos lipofilicos, em nanomicelas
decoradas com manoses em sua superficie para uso pulmonar. A coencapsulacao
dos compostos permitiu a entrega adequada a partes profundas do pulmé&o, mantendo
os carreadores no local de acéo por até 48 horas. Ainda, a nanoformulacéo decorada
com manose demostrou manter ndo apenas o potencial antimicrobiano da RIF e anti-
inflamatdrio da curcumina encapsulada, como também aumentou sua a atividade
antimicrobiana frente a cepas sensiveis de MTB, sem demonstrar potencial hemolitico

e sendo capaz de permanecer estavel em fluido intersticial de pulm&o simulado.

Em estudos anteriores conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa, HADRICH e
colaboradores (2016) e DORA e colaboradores (2011) demonstraram a possibilidade
de incorporacao da QU em nanocarreadores. A utilizacdo da QU em NEs apresentou
uma propriedade antiedematosa pronunciada frente QU livre na forma de suspenséo
em modelos de edema de pata de ratos, atividade esta correlacionada ao aumento da
biodisponibilidade oral da QU (HADRICH et al, 2016).

Ademais, HADRICH e colaboradores (2022) ao produzirem NLCs carregados
com QU e funcionalizados com lectina WGA em sua superficie obtiveram nao apenas
uma grande quantidade do ativo encapsulado como também uma maior fagocitose
por parte dos macréfagos tratados associado a uma liberagdo prolongada do ativo,
tornando uma formulacéo interessante para o tratamento de parasitas intracelulares

gue residam no interior de macréfagos, como € o caso do MTB.

Tendo como base o exposto, este trabalho visa desenvolver uma nanoemulséo
lipidica capaz de explorar o potencial antimicrobiano da associagdo de RIF e QU como
forma de trazer novas perspectivas para o tratamento da Th.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Desenvolver e caracterizar nanoemulsdes lipidicas contendo a associacédo de
RIF e QU para o tratamento da tuberculose e avaliar sua atividade antimicrobiana in

vitro.

3.2. Especificos
e Desenvolver nanoemulsdes lipidicas contendo RIF e QU;
e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes desenvolvidas;
e Desenvolver um método analitico para quantificacéo de RIF e QU e avaliar o teor
e a taxa de recuperacéo destes compostos;

e Realizar testes de atividade antimicrobiana frente ao M. tuberculosis in vitro.
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RESUMO

A tuberculose € uma doenca infecciosa que constitui um grave problema de saude
global ocasionando 1,6 milhbes de mortes apenas em 2021. O tratamento
convencional vigente possui diversas limitagdes, dentre elas baixa aderéncia, alto
nivel de resisténcia e longa duracdo. Neste cenario, a utilizacdo de nanocarreadores
lipidicos contendo um ou mais compostos com atividade antimicrobiana conhecida
demonstra ser uma forma promissora de resolver tais problemas através do aumento
da biodisponibilidade de ativos de natureza lipofilica associados em uma formulagéo
liguida. Dessa forma, o objetivo deste trabalho € desenvolver e caracterizar
nanoemulsdes lipidicas contendo rifampicina (RIF) e quercetina (QU) e avaliar sua
atividade antimicrobiana frente ao Mycobacterium tuberculosis. As nanoemulsdes
foram preparadas pela técnica de difusdo do solvente a quente associado a
temperatura de inversdo de fases. Foram realizadas caracterizacao fisico-quimica e
morfolégica dos sistemas, avaliados o teor e taxa de recuperagdo dos ativos
encapsulados e avaliada sua atividade antimicrobiana in vitro. Foram obtidas
nanoemulsdes com tamanho médio de 24nm e potencial zeta de aproximadamente -
26mV. O método de doseamento desenvolvido demonstrou ser preciso, exato, linear
e sensivel para deteccdo e quantificacdo de RIF e QU. O teor médio de RIF nas
nanoemulsdes foi de aproximadamente 680 pg/mL e o de QU aproximadamente 655
pMg/mL, com uma taxa de recuperacdo média de 91% para RIF e de 87% para QU. Em
relacdo a atividade antimicrobiana, nanoemulsdes contendo rifampicina e quercetina
apresentaram uma concentracao inibitoria minima < 0,09 pg/mL na cepa sensivel de
Mycobacterium tuberculosis, mesma concentragdo obtida para RIF livre. Estes
resultados apontam que as nanoemulsdes produzidas demonstraram caracteristicas
fisico-quimicas adequadas, alto teor de encapsulacdo e mantiveram a atividade

antimicrobiana da RIF em uma formulacéo liquida contendo dois compostos lipofilicos.

Palavras-chave: tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, nanoemulséo,

rifampicina, quercetina.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease that constitutes a serious global health problem,
causing 1.6 million deaths in 2021 alone. The current conventional treatment has
several limitations, including low adherence, high level of resistance and long-term
treatment. In this scenario, the use of lipid nanocarriers containing one or more
compounds with antimicrobial activity proves to be a promising way to solve such
problems by increasing the bioavailability of lipophilic compounds in a liquid
formulation. Thus, this work aims to develop and characterize lipid nanoemulsions
containing rifampicin (RIF) and quercetin (QU) and to evaluate their antimicrobial
activity against Mycobacterium tuberculosis. Nanoemulsions were prepared by the hot
solvent diffusion associated with phase inversion temperature technique.
Physicochemical and morphological characterization of the systems, content,
encapsulated compounds recovery rate and nanoemulsions in vitro antimicrobial
activity were assessed. Nanoemulsions with an average size of 24nm and an average
zeta potential of -26mV were obtained. The developed method proved to be precise,
accurate, linear, and sensitive for the detection and quantification of rifampicin and
quercetin. The average RIF content in nanoemulsions was nearly 680 pg/mL and
nearly 655 pg/mL stands for QU content, with an average recovery rate of 91% for RIF
and 87% for QU. Regarding antimicrobial activity, nanoemulsions containing rifampicin
and quercetin showed a minimum inhibitory concentration < 0.09 pg/mL in a
susceptible strain of M. tuberculosis, the same concentration obtained for free RIF.
These results shown that the produced nanoemulsions exhibited adequate
physicochemical characteristics, high encapsulation content, and antimicrobial activity
maintained by the encapsulated RIF in a liquid formulation containing two lipophilic

compounds.

Key-words: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, nanoemulsion, rifampicin,

guercetin.



1. Introducéo

Embora possua um tratamento bem estabelecido e com altas taxas de cura caso
bem executado, a tuberculose (Tb) segue sendo um grave problema de saude global,
sendo a segunda doenca infectocontagiosa causada por um Unico agente infeccioso
causadora de morte em todo o mundo. Apenas em 2021 estima-se que 10,6 milhdes
de pessoas foram infectadas, com 1,6 milhdes de mortes dentre as quais 187.000

foram entre pacientes HIV positivos (1).

Fatores como duracdo do tratamento, toxicidade e falha de adesdo sao
reconhecidamente os maiores responsaveis pela mitigacdo do sucesso terapéutico,
além de serem o0s maiores responsaveis pela aquisicao de resisténcia a multiplos

farmacos utilizados no tratamento da Tb (2).

Dentre os farmacos de primeira linha para o tratamento da Tb, cabe destacar a
rifampicina (RIF), um antibiético de amplo espectro utilizado desde a década de 60,
época em que foi inicialmente utilizado para o tratamento da Tb crdnica refrataria a
terapia (3). Embora possua uma excelente capacidade esterilizante, seu uso sozinho
esta propenso a falha em particular devido a mutacdes em seu alvo terapéutico, a
enzima RNA polimerase dependente de DNA do Mycobacterium tuberculosis (Mtb)

(4).

A quercetina, por outro lado, € um flavonoide versatil de origem natural cuja agao
farmacologica é amplamente citada na literatura. Sua atividade anti-Tb ja foi
documentada em estudos de docking que sugerem sua interacdo com a enzima DNA
girase do Mtb (5). Ademais, estudos também sugerem sua a¢do sobre bombas de
efluxo do Mtb, um dos principais mecanismos de resisténcia adquiridos, levando a
uma possivel inibicdo destas bombas, o0 que traz um aumento de possibilidades na

sua utilizacdo como adjuvante no tratamento da Tb (6).

Além da combinacdo de compostos com atividade anti-Tb conhecida, o
desenvolvimento de novas tecnologias em formulacdes farmacéuticas € uma das
formas de contornar problemas relacionados a terapia. Formulagfes utilizando
nanocarreadores lipidicos vém ganhando importancia no contexto atual devido a sua
capacidade em potencial de entrega de farmacos em sitios especificos de acéo e
melhoramento das caracteristicas fisico-quimicas dos compostos carreados (7). A

utilizac&do de nanocarreadores para entrega em sitios de acdo especificos objetiva ndo
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somente aumentar o indice terapéutico dos farmacos, aumentando sua eficacia e
diminuindo o tempo de tratamento, como também diminuir sua toxicidade, facilitando
a adesao e diminuindo chances de abandono e consequente falha terapéutica além

de aquisicdo de resisténcia associada (8).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar uma
nanoemulséo liquida contendo a associagéo de rifampicina e quercetina e avaliar sua

atividade antimicrobiana frente ao Mycobacterium tuberculosis.
2. Materiais

RIF, QU, estearato de polietilenoglicol (PEG) 660 (Solutol HS15®) e dleo de
ricino (OR) foram adquiridos da Sigma—Aldrich (Missouri, USA). Lecitina de ovo (LEC)
(Phospholipon 80®) foi adquirida da Lipoid (Steinhausen, Switzerland). Metanol foi
adquirido da Pareac® (Barcelona, Spain) e a agua destilada foi filtrada utilizando um
sistema Milli-Q® da Millipore® (Massachusetts, USA). Etanol, acetona e outros
reagentes utilizados foram de grau analitico.

3. Metodologia

3.1.Preparo das nanoemulsdes contendo rifampicina e quercetina

As nanoemulsdes (NESs) lipidicas foram preparadas em um lote com um total de
11 formulagdes, 5 contendo os ativos RIF e QU e 6 formulagdes brancas sem ativos
(NE-Br) através do método de difusao do solvente a quente (DSQ) associado a técnica

de temperatura de inversao de fases (TIF) (9,10).

Brevemente, a fase oleosa composta por RIF, QU, OR e LEC diluidos em
acetona etanol (60:40) foi previamente aquecida a 60°C e vertida sobre a fase aquosa
composta pelo surfactante PEG-660 estearato aquecido a 80°C e sob agitacdo
constante a 700rpm. A agitacdo constante em temperatura ambiente foi mantida até
o resfriamento. Ap6s aproximadamente 24 horas, 0s solventes organicos foram
evaporados sob pressao reduzida (23mbar ~ 20min) e o volume final ajustado para
20mL. Por fim, as NEs foram filtradas em filtro de nitrato de celulose 0,45um para
retirada de possiveis impurezas. As NE-Br foram preparadas substituindo RIF e QU

na fase orgéanica por acetona:etanol 60:40.
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A composicao das formula¢des produzidas em um volume final de 20mL foi de:
PEG-660 Estearato 1,5% (%p/v), 150 mg de OR, 20 mg de LEC, 15 mg de RIF e 15
mg de QU.

As NEs foram armazenadas em refrigerador em temperaturas entre 2 a 8°C e
apos 7 dias de preparo, foram visualmente inspecionadas buscando possiveis

instabilidades, separagéo de fases ou precipitacdo dos ativos durante este periodo.

3.2.Caracterizagao fisico-quimica das nanoemulsdes

3.2.1. Determinacao do diametro médio e do indice de polidisperséo

O didmetro médio das NEs foi determinado por espalhamento de luz dinamico
usando um equipamento Anton Paar Litesizer™ 500. As amostras foram previamente
diluidas na proporcdo de 1000x em agua ultrapura. As medidas de espalhamento da
luz foram realizadas em angulo de 90° na temperatura de 25 °C. O raio hidrodinamico
foi determinado usando a equacdo de Stokes-Einstein R=(kBT/6phD), onde kB é a
constante de Boltzmann, T é a temperatura, D a constante de difusdo e h a

viscosidade do meio.
3.2.2. Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado por dispersao de luz eletroforética, usando um
Anton Paar Litesizer™ 500. As medidas foram realizadas a 25 °C ap0s diluicdo das
amostras na proporcdo de 1000x em agua ultrapura.

3.3.Determinagdo do teor e eficiéncia de encapsulagdo da rifampicina e
guercetina

3.3.1. Analise por espectrofotometria UV/Vis

O teor de RIF e QU nas NEs foi determinado através de espectrofotometria
UV/Vis. As medidas foram realizadas em um espectrofotometro Perkin Elmer®
modelo Lambda 25™ utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho optico

e deteccdo a 337nm para RIF e 375nm para QU.
3.3.2. Validacdo do método analitico por espectrofotometria UV/Vis

O método de quantificacdo por espectrofotometria UV/Vis foi validado quanto

aos parametros de especificidade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacao,
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precisao e exatidao, conforme descrito no International Conference on Harmonization

of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutics for Human Use (11).
3.3.2.1. Especificidade

A especificidade € a capacidade de um método analitico em medir com exatidédo
a resposta de um composto de interesse na presenca de interferentes presentes na

amostra (11).

Para determinar a especificidade do método uma NE-Br foi diluida em metanol
e lida entre os comprimentos de onda de 700 e 200nm. A absorbancia foi comparada
a obtida pela varredura de uma solugao de RIF e outra de QU na concentracdo de

2,5ug/mL diluidas em metanol e lidas entre os mesmos comprimentos de onda.
3.3.2.2. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio da construcéo de trés curvas de
calibracdo, feitas em trés dias diferentes, por meio de diluicbes de solucdes padrbes
de RIF e QU em metanol, feitas em triplicata nas concentrac¢des finais de 0,25; 0,5;
1,0;2,5;5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 pug/mL. Estas concentracdes foram obtidas apds diluicdo
partindo de uma solugcdo estoque de cada composto a 1mg/mL e a partir desta,
preparando-se uma solugado “mae” a 50 pg/mL. A partir dos valores obtidos, gréaficos
de concentracdo versus absorbancia foram construidos. A equacao da reta e o
coeficiente de correlacao foram obtidos por andlise de regresséao linear utilizando o

método dos minimos quadrados.
3.3.2.3. Limite de deteccéo e quantificacao

O limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade do composto passivel de
deteccdo sem necessariamente ser quantificado de forma exata. Ja o limite de
guantificacdo (LQ) € a menor quantidade de analito passivel de deteccdo de forma

exata e precisa (11).

Os LD e LQ do método foram determinados através das seguintes equacoes:

100

3,30 _ 10o
LOD === LOQ = —

Onde:
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0 € o desvio padrao do intercepto com o eixo y obtido a partir de trés curvas de

calibracéo e s é a inclinagdo média da curva de calibracéo.
3.3.2.4. Preciséo

A precisdo do método analitico foi determinada calculando-se a preciséo interdia
(precis@o intermediaria) e intradia (repetibilidade). A repetibilidade foi determinada
através da leitura em sextuplicata de trés solucbes padrbes com concentracdo
conhecida, uma baixa (0,5 pg/mL), uma média (2,5 pug/mL) e uma alta (12,5 pg/mL)
sendo realizadas nas mesmas condicdes pelo mesmo analista. Para precisdo
intermediaria as mesmas concentracdes foram observadas em dois dias alternados,
pelo mesmo analista e nas mesmas condi¢cdes. O método foi considerado preciso uma
vez que os valores obtidos de desvio padréo relativo (DPR) fossem menores que 15%

(12), sendo representado pela formula:

Desvio padrao abs
DPR (%) = Média abs x 100

Onde:

DPR é o desvio padréo relativo e abs sédo os valores de absorbancias obtidos

em cada leitura.
3.3.25. Exatidao

A exatidao verifica a proximidade entre os resultados individuais encontrados
nas amostras em comparacdo a um valor de referéncia conhecido. Para exatidao foi
realizada a leitura em triplicata da NE-Br contaminada com o padréo em trés diferentes
concentragdes conhecidas: uma baixa (0,5 pug/mL), uma média (2,5 pg/mL) e uma alta
(12,5 pg/mL). Foram também realizadas leituras da NE-Br nos comprimentos de onda

utilizados para leitura dos ativos: 337nm e 375nm para RIF e QU, respectivamente.

A partir das absorbancias obtidas a exatidao foi calculada conforme a formula a

sequir:

Conc.NE contaminada — Conc NE — Br

E(%) = ( ) x 100

Conc.Teorica
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O valor de exatidado deve estar entre 15% para mais ou para menos do valor real
da amostra, exceto para os limites inferiores de quantificacdo, onde estes valorem
podem estar até < 20% (12).

3.3.3. Determinacao do teor e eficiéncia de encapsulacao da rifampicina

e quercetina

Para andlise em espectrofotbmetro UV/Vis 10uL da NE foram dissolvidos em
metanol. O teor de RIF e QU foi obtido apos leitura da amostra e comparacao da sua
absorbéancia com a absorbancia de solu¢cdes padrées contendo os dois ativos. A

concentracéao foi expressa em pg/mL.

A recuperacdo de RIF e QU foi calculada como sendo a porcentagem da
concentracdo total dos compostos doseada em relacdo a quantidade inicialmente

adicionada.

3.4.Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos nanocarreadores em cultura
de Mycobacterium tuberculosis

3.4.1. Cultivo das cepas de Mycobacterium tuberculosis

As cepas de micobactérias sensiveis e resistentes a rifampicina foram
cultivadas em meio Ogawa-Kudoh por um periodo de 14 dias a 37°C. A partir das
coldnias crescidas no meio Ogawa-Kudoh, foram preparadas suspensdes bacterianas
em tubos com A&gua estéril contendo esferas de vidro. A suspensdo foi
homogeneizada por agitacao utilizando vortex e a turbidez foi ajustada de acordo o
nivel 1 da escala McFarland (3 x 10 8 UFC/mL). O in6culo bacteriano foi preparado
através da diluicdo 1:20 da suspensdo em meio Middlebrook 7H9. O cultivo foi

realizado no Laboratério de Micobactérias da Universidade Federal do Rio Grande.

3.4.2. Avaliagao da atividade antimicrobiana dos nanocarreadores frente
ao Mycobacterium tuberculosis pelo método REMA (Resazurin

Microtiter Assay)

Em uma microplaca de 96 pocgos, foi realizada uma microdiluigéo seriada (1:2)
de 100 pL dos ativos livres (RIF e QU), NEs com e sem ativos e demais componentes
da formulacéo de forma separada em 100 pyL de meio 7H9 enriquecido com 10% de

OADC (Acido Oleico Albumina Dextrose Catalase). Ao final da microdiluicdo, foram
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adicionados 100 pL do in6culo padronizado. Em cada placa foram adicionados

controles de esterilidade (negativo) e de crescimento (positivo).

Foram testadas cepas padrdao de MTB (ATCC 27294), cepas com
monorresiténcia a RIF (ATCC 35838) com mutacdo no gene rpoB (H526Y) e um

isolado clinico multidrogarresistente com mutacéo no gene rpoB (S531L).

As concentracdes dos ativos encapsulados nas NEs comecaram em 30 pug/mL
indo até 0,09ug/mL como menor concentracdo para ambos. RIF e QU livres bem como
0s excipientes testados também partiram das mesmas concentracdes iniciais de 30
pg/mL seguindo até 0,09ug/mL como menor concentracao testada, enquanto as NEs-

Br foram adicionadas aos po¢os na mesma quantidade que seus pares com ativos.

Apés sete dias de incubacado da placa a 37 °C foram adicionados 30 uL de
resazurina a 0,02 % e ap6s mais 48 horas de incubacao foi realizada a leitura. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi considerada a menor concentracdo do
composto testado capaz de inibir o crescimento bacteriano (13). A alteracéo de cor da
resazurina de azul para rosa indica o crescimento bacteriano, logo a CIM foi definida

como a auséncia de mudanca de cor.

4. RESULTADOS
4.1. Validacdo do método analitico por espectrofotometria UV/Vis
4.1.1. Especificidade
A varredura realizada na NE-Br demonstrou que 0s excipientes presentes na
formulacdo néo interferiram significativamente na absorbéancia dos ativos doseados,
conforme valores demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1: Especificidade do método desenvolvido em espectrofotdmetro UV/Vis.

Absorbancia

Composto
337nm 375nm
NE-Br 0,0008864 0,0004709
RIF 2,5 pug/mL 0,099 0,022
QU 2,5 pg/mL 0,102 0,217

Legenda: Ne-Br — Nanoemulséo branca; RIF - Rifampicina; QU - Quercetina.
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4.1.2. Linearidade
Os resultados obtidos demonstraram que o método desenvolvido se mostrou
linear para quantificagdo dos ativos, com um valor de r? 2 0,999 em todos as analises
de regresséo linear realizadas (Tabela 2). Os LD e LQ encontrados foram de 0,125
pg/mL e 0,379 pg/mL para RIF e 0,143 pg/mL e 0,433 pg/mL para QU,
respectivamente (Tabela 2). Estes dados apontam que os métodos desenvolvidos séo
suficientemente sensiveis para determinacao da quantidade de ativos presentes nas

amostras.

Tabela 2: Linearidade do método desenvolvido em espectrofotdmetro UV/Vis.

Variaveis Analisadas RIF QU
Concentracao (ug/mL) 0,25-12,5 0,25-125
r? 0,9999 0,9997

LD (ug/mL) 0,125 0,143

LQ (ug/mL) 0,379 0,433

Legenda: LD: limite de detecc¢éo; LQ — Limite de Quantificacdo; RIF - Rifampicina; QU

- Quercetina.

4.1.3. Precisao
Os valores precisao intradia variaram de 11,76 a 0,67% para RIF e de 13,21 a
0,5% para QU. J& a preciséao interdia ficou em entre 12,24% e 0,8% para RIF e 13,55%
e 0,87% para QU (Tabela 3). Considerando-se que em todas as medidas o DPR foi <
15%, o método desenvolvido pode ser considerado preciso para o doseamento dos
ativos (12).

Tabela 3: Precisdo do método desenvolvido em espectrofotdmetro UV/Vis.

Concentracao (ug/mL) Precisao RIF (DPR %) QU (DPR %)
05 Interdia (n=18) 12,24 13,55
’ Intradia (n=9) 11,76 13,21
.- Interdia (n=18) 2,87 2,89
’ Intradia (n=9) 1,45 2,64
Interdia (n=18) 0,80 0,87
12,5 :
Intradia (n=9) 0,67 0,50

Legenda: DPR — Desvio padréo relativo; RIF - Rifampicina; QU - Quercetina.
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4.1.4. Exatidao
Quanto aos testes de exatiddo, ndo foram observadas diferengas significativas

entre os valores de absorbancia obtidos das substancias padrdo e os valores das NE-

Br contaminadas, demonstrando que o método € suficientemente capaz de quantificar

uma concentracdo exata dos ativos testados ainda que na presenca de um

interferente, neste caso, 0s excipientes presentes na nanoemulsao.

Os valores de exatidao variaram entre 107,2 e 106,64% para RIF e 110,66 e

103,46% para QU, conforme demonstrado na Tabela 4. Valores entre mais ou menos

15% podem ser considerados exatos para o0 doseamento dos ativos por

espectrofotometria UV/Vis (12).

Tabela 4: Exatiddo do método desenvolvido em espectrofotdbmetro UV/Vis.

Ativo Concentracéao Concentracao Exatidao (%)
Testado declarada (ug/mL) encontrada (ug/mL)

RIF 0,5 0,56 107,2

QU 0,5 0,56 110,66
RIF 2,5 2,69 106,64
QU 2,5 2,68 106,93
RIF 12,5 13,37 106,76
QU 12,5 12,94 103,46

Legenda: RIF - Rifampicina; QU - Quercetina.

4.2.

contendo rifampicina e quercetina

Caracterizagdo, teor e taxa de recuperagdo das nanoemulsdes

As NEs foram avaliadas quanto ao seu tamanho, potencial zeta, teor e taxa de

recuperacdo dos ativos encapsulados. As formulagbes preparadas possuiram um

tamanho médio de 23,72nm, com um PDI de 23,75% e um potencial zeta de -26,8mV.
O teor médio de RIF encapsulada foi de 681,58 pg/mL e de 654,55 pug/mL para QU,

com uma taxa de recuperacao de 90,88% e 87,20% para cada ativo, respectivamente.
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4.3. Atividade antimicrobiana

Nos testes de CIM realizados, QU livre e excipientes isolados néo inibiram o
crescimento do MTB. Por outro lado, RIF livre e todas as NEs contendo os ativos
apresentaram a CIM < 0,09 pg/mL de RIF nas cepas testadas (H37Rv).
Interessantemente, duas concentracdes especificas de NEs-Br testadas, 30 pg/mL e
3 pg/mL demonstraram inibicdo no crescimento em alguns pocos, ndo demonstrando,
porém, inibicdo nas concentracdes entre ambas ou em concentracfes inferiores
testadas.

Nenhuma das substancias testadas demonstrou atividade antimicrobiana
partindo da concentracdo de 30 pg/mL frente as cepas resistentes com mutacao no
gene rpoB. Um resumo dos resultados de atividade antimicrobiana consta na Tabela
5.

Tabela 5: Concentrag&o inibitéria minima de NEs contendo RIF e QU, NE-Br e RIF e
QU livres.

Concentracao Inibitoria Minima

Substancias testadas Cepa sensivel Cepa Resistente
NEs <0,09 pg/mL Sem atividade*
NEs Br 30 pg/mL e 3 pg/mL Sem atividade*
RIF livre <0,09 pg/mL Sem atividade*
QU livre Sem atividade* Sem atividade*
Excipientes da formulagdo Sem atividade* Sem atividade*

Legenda: RIF - Rifampicina; QU - Quercetina. *Formulacdes consideradas sem

atividade antimicrobiana foram testadas a partir da concentracao de 30 pg/mL.

5. Discusséao

No presente estudo foi desenvolvida uma nanoemulséo liquida contendo RIF e
QU encapsuladas em uma concentracdo de aproximadamente 680 e 655 pg/mL
respectivamente de cada ativo. A técnica de preparo de difusédo por solvente a quente
associada a TIF permitiu o desenvolvimento de uma nanoemulsdo sem precipitacdes
ou separacdes de fase macroscopicamente observadas mesmo semanas apos seu
preparo.

A utilizagdo de PEG-660 estearato como surfactante, LEC como co-surfactante
e OR na fase oleosa através da técnica de DSQ associada a TIF permitiu a formacéo
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de um sistema translicido com um tamanho médio de 24nm. Diferentemente do que
ocorre em microemulsdes, que sao formadas espontaneamente pela mistura de 6leo,
agua e surfactantes a uma temperatura especifica sem o fornecimento de energia
externa, sendo consideradas sistemas termodinamicamente estaveis, as NEs
precisam da adicdo de energia externa proporcionada pela técnica de DSQ associada
a TIF para serem formadas, 0 que as caracteriza como sistemas cineticamente
estaveis (14).

O potencial zeta também é um importante parametro de estabilidade em
dispersdes coloidais, visto que mede a magnitude das cargas de atracao e repulsao
entre as particulas no plano de deslizamento, sendo este Ultimo a interface que separa
o fluido movel daquele que permanece preso a superficie (15). As NEs desenvolvidas
durante este estudo possuiram um potencial zeta médio de -26mV, sendo
considerados valores adequados entre + 30 mV para completa estabilizagdo
eletrostatica das NEs. Os achados indicam o efeito estabilizador das cadeias de PEG-
660 estearato nas superficies das goticulas. A carga negativa encontrada é
proveniente da presenca de LEC nas NEs, sendo esta constituida majoritariamente
(~70%) de fosfatidil-colina (10,15).

No presente estudo foi desenvolvido e validado um método simples, rapido,
confiavel e econdmico para quantificar RIF e QU através de espectrofotometria
UV/VIS. Embora métodos cromatograficos, como por exemplo HPLC, sejam
amplamente usados e recomendados para deteccéo e quantificacdo concomitante de
analitos, a necessidade de instrumentacdo cara e de uso complexo associada a
grande quantidade de uso e descarte de solventes, procedimento de aquisicdo de
dados e preparo de amostras trabalhosos e necessidade de treinamento
especializado fazem com que estes métodos sejam de dificil aplicagdo pratica (12).

O método validado foi suficientemente sensivel e especifico, tanto na deteccao
guanto na quantificacdo dos ativos, preciso dentro de um mesmo dia e entre dias,
exato e seletivo mesmo na presenca dos excipientes das NEs e linear nas
concentracdes entre 0,25 a 12,5 pg/mL para RIF e QU.

A co-encapsulagédo de RIF e QU em uma nanoemulsdo liquida e de tamanho
reduzido sem perda da atividade antimicrobiana da RIF € um dos principais achados
do presente estudo, visto que uma das grandes limitagcbes para o tratamento da
tuberculose atual vem da necessidade de associacdo de mais de um ativo em

comprimidos tomados varias vezes ao dia (10,16). A NE desenvolvida traz um
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antimicrobiano com eficacia bem estabelecida e um flavonoide como potencial
adjuvante para o tratamento de Tb resistente, embora testes futuros devam ser
realizados in vivo para maior elucidacao da sua eficacia.

SHAH et al (17) desenvolveram NEs contendo RIF com o objetivo de avaliar suas
caracteristicas de inalacdo, nebulizacdo e perfil farmacocinético. As NEs criadas
possuiam um tamanho médio de 40 a 60 nm com um potencial zeta -2,5mV e +4,18mV
com um PDI variando entre 16 e 46% para diferentes formulagcdes. As NEs produzidas
no mesmo estudo apresentaram mais de 95% de liberacdo dos farmacos em modelos
de aerossolizacéo in vitro, além de demonstrarem maior potencial de internalizacdo
pulmonar, menor acumulo plasmatico e maior acumulo do ativo nos pulmdes in vivo,
0 que demonstra o potencial de entrega pulmonar de NEs semelhantes as
desenvolvidas por este estudo (17).

GROTZ et al (18) desenvolveram micelas poliméricas carregadas com RIF
possuindo um tamanho médio de 107nm e que apresentaram uma atividade
antimicrobiana in vitro semelhante a solucfes contendo RIF livre (CIM de 7,8 a 15,6
ng/mL) empregando como indicador o ensaio de resazurina, resultados semelhantes
aos obtidos por este estudo, onde NEs contendo RIF e RIF livre ndo apresentaram
CIM diferentes.

Ademais, ensaios conduzidos por GROTZ et al demonstraram que as micelas
poliméricas contendo RIF nas concentragcbes de 1 pg/mL e 5 pg/mL tiveram um
aumento considerado 2,2 e 2,5 vezes maior de inibicdo de crescimento de cepas
infectantes de Mtb em linhagens celulares de macréfagos em comparacdo a mesma
concentracéo utilizada de solucéo de RIF livre, demonstrando que a encapsulacéo do
ativo em nanocarreadores melhorou significativamente sua absorcdo por parte dos
macréfagos infectados com o MTB, trazendo a tona uma perspectiva futura para
utilizacdo das NEs produzidas durante este trabalho em ensaios semelhantes (18).

Ndo obstante, estudos conduzidos por GALDOPORPORA et al (19)
demonstraram ndo somente a possibilidade de co-encapsulacdo de RIF com outro
bioativo, neste caso a curcumina, com a manutencdo da atividade antioxidante da
curcumina e antimicrobiana da RIF, como também demonstraram com a decoracéo
da superficie dos nanocarreadores com manose pdde aumentar a concentracao dos
farmacos no pulméao até mesmo 24h apos administracéo, o que abre uma ampla gama

de possibilidades de melhoramento para as NEs desenvolvidas no presente estudo.
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Embora a quercetina de per se ndo tenha apresentado atividade antimicrobiana,
sua utilizagcdo como agente antioxidante e consequente atuacao frente a casos de Th
pulmonar ndo deve ser descartado. Parte do mecanismo de sobrevivéncia do MTB no
interior dos macréfagos esta relacionado a sua capacidade de escapar do sistema
imune do hospedeiro, levando a lesdes necréticas caseosas ho pulméo,
transformando o interior das células parasitadas em uma regido de dificil acesso a
maioria dos antibiéticos comumente utilizados (16). Frente a esta situacao, a possivel
modulacdo da resposta imune do hospedeiro dada pela atividade anti-inflamatoria da
QU pode ajudar na agao dos antimicrobianos utilizados, evitando a formacgéao dos
granulomas e consequentemente facilitando o tratamento via pulmonar, de forma
semelhante ao que acontece com outros agentes antioxidantes (19).

As NEs atuam de forma a melhorar a biodisponibilidade de substancias
naturalmente pouco absorvidas pela via oral, como é o caso da QU (21). Ainda, a
protecdo da degradacdo fornecida pelas NEs aos ativos faz com que mesmo
pequenas doses encapsuladas cheguem em maior quantidade ao sitio de acao
desejado, o que pode facilitar o alcance da CIM nos alvos terapéuticos, sejam ele nos
pulmdes ou em outros tecidos parasitados (15).

Estudos conduzidos anteriormente pelo nosso grupo ja haviam demonstrado a
possibilidade de encapsulacdo de QU utilizando formulacdes semelhantes
(9,16,22,23). Este, no entanto, é o primeiro estudo nessa linha a co-encapsular RIF e
QU para o tratamento de Th. E importante salientar que nestes estudos citados a
utilizacdo dos nanocarreadores nao influenciou na atividade anti-inflamatéria da QU,
tampouco apresentou toxicidade renal ou hepatica, dados estes que corroboram com
a manutencgao da atividade antimicrobiana da RIF testada in vitro no presente estudo,
além de demonstrarem a seguranca de formulacdes semelhantes as obtidas aqui,
embora ensaios adicionais devam ser realizados para avaliacdo da sua toxicidade
(9,16,22,23).

Utilizando a técnica de difusdo de solvente a quente, ROGERIO et al. (23)
obtiveram NEs com um tamanho de particula média de 20nm, com teor de 456ug/mL
de QU e 86% de taxa de recuperacao do farmaco, valores estes ainda menores que
o teor e taxa de recuperacdo obtidos no presente estudo. Ainda, a QU
microemulsionada desenvolvida no mesmo estudo demonstrou maior absorcdo e
potencial anti-inflamatério que a QU em suspensao administrada via oral, ainda que

em um volume consideravelmente menor, o que reitera 0 aumento da
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biodisponibilidade sem perda da acéo trazido por NEs semelhantes as desenvolvidas
no atual estudo (23).

ARBAIN et al. (24) produziram nanoemulsdes encapsulando QU e avaliaram seu
uso inalatério para entrega pulmonar do composto. Utilizando éster de azeite de dendé
e acido ricinoleico como fase oleosa, lecitina de soja como cossurfactante e Tween 80
como surfactante, o grupo obteve nanoemulsdes esféricas com o tamanho médio de
131,4 nm, 25,7% de PDI e 51,1mV de potencial zeta. Sua formulacdo obteve também
um tamanho aerodindmico médio, desvio-padrao geométrico e fracao de particula fina
considerados adequados para uso pulmonar. Embora tais testes de viabilidade
pulmonar ndo tenham sido realizados durante o presente estudo, dado as
semelhancas fisico-quimicas e ainda melhores aspectos considerando tamanho, PDI
e potencial zeta das NEs desenvolvidas, o seu potencial uso em medicamentos para
uso inalatério futuro ndo deve ser descartado.

Levando em consideracdo o longo tempo de tratamento vigente para Tb ativa
gue pode durar de 4 a 6 meses com a administracdo de multiplos farmacos, ou em
casos de Tb latente, com uma monoterapia de INH que pode durar até 9 meses (1), a
utilizacdo das NEs contendo RIF e QU podem diminuir significativamente o tempo de
tratamento através da administracdo de dois ativos co-encapsulados na mesma
formulacdo na forma liquida, facilitando a adesédo e aumentando a biodisponibilidade
dos compostos utilizados.

6. Conclustes

As NEs contendo RIF e QU produzidas por este estudo demonstraram atividade
antimicrobiana in vitro semelhante a RIF livre, apresentando um tamanho, PDI e
potencial zeta adequados para uma formulacdo estavel e compativel com a
administragao oral ou pulmonar.

Embora a QU encapsulada nédo tenha demonstrado atividade antimicrobiana,
seu efeito adjuvante no tratamento da Tb ndo deve ser descartado, sendo necessarios
estudos adicionais em relacéo a sua atividade anti-inflamatoria in vitro e in vivo, além
de estudos que avaliem a toxicidade das formulagdes desenvolvidas, bem como sua

biodisponibilidade in vivo.
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Perspectivas

Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoemulsdes desenvolvidas em cepas
resistentes com mutacdes que afetem bombas de efluxo no Mycobacterium
tuberculosis;

Avaliar as caracteristicas morfologicas das formulacbes desenvolvidas por
microscopia eletrénica de transmissao;

Avaliar o perfil de liberagdo e permeacdo dos ativos a partir dos
nanocarreadores em equipamento de difuséo tipo célula Franz;

Avaliar o potencial anti-inflamatério in vitro das nanoemulsées através de
reacoes de ensaios de oxirreducao;

Realizar ensaios de biodisponibilidade in vivo e ex vivo para detectar o acumulo

das nanoemulsdes em tecidos alvo, como por exemplo, nos pulmoes.
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