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RESUMO

A tuberculose (TB) é a principal doenga infecciosa de origem bacteriana no mundo,
levando anualmente a morte de milhares de pessoas e ocasionando prejuizos
econdmicos globais de aproximadamente 12 bilhdes de dblares ao ano. Apenas um
farmaco foi desenvolvido contra cepas multirresistentes desde 1960 (bedaquilina) e o
surgimento de casos de TB multi-farmaco-resistente faz com que o tratamento atual
seja ineficaz. A rifampicina (RIF) é um farmaco de primeira escolha usada no
tratamento da TB utilizado desde 1966. Normalmente, este farmaco € administrado
pela via oral, ficando assim susceptivel a metabolizacdo pré-sistémica e interacdes
medicamentosas com outros farmacos, o que reduz significativamente seus niveis
séricos e de outros farmacos, podendo diminuir a eficacia do tratamento e aumentar
o risco de resisténcias. Assim, o emprego de sistemas de liberagdo nanoestruturados
e de vias alternativas de administragdo podem ser estratégias atraentes para a
administracdo de RIF. A via nasal tem recebido especial atengdo como rota
promissora para liberagao sistémica de farmacos, uma vez que apresenta epitélio com
numerosas microvilosidades e grande area de superficie, o que facilita a absor¢éo de
farmacos. Além disto, a anatomia da cavidade nasal oferece entrada para o Sistema
Nervoso Central (SNC), aspecto extremamente interessante para casos de
tuberculose meningea. Dentre os sistemas nanoestruturados promissores para
incorporagado de RIF objetivando administracdo nasal, destacam-se os sistemas
liquido cristalinos mucoadesivos. Devido a alta viscosidade de alguns dominios destes
sistemas, eles podem promover a fixagdo da formulagdo num local de agao desejado
apdés sua administracdo e formacao in situ, o que pode ser interessante para a
administracao de RIF, de forma a aumentar a sua fixagado na regido nasal, facilitando
sua absorc¢ao sistémica e interface com o SNC. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi estudar o potencial de sistemas liquido cristalinos mucoadesivos para
administracao nasal de RIF na otimizagcao da terapia da TB, com avaliacio in vitro e
in vivo da sua seguranca e atividade. Apds o desenvolvimento de 6 diagramas de
fases, foram selecionadas 6 formulagdes fixando a concentragdo de tensoativo em
50%, sendo caraterizados por microscopia de luz polarizada, espalhamento de raio-X
a baixo angulo, reologia, andlise de textura e bioadesdo que demonstraram a
presenca de sistemas liquidos cristalinos constituidos de mesofases lamelar e
hexagonal e também sistemas precursores de cristal liquido (microemulsao) que com
a adigdo de solugbes aquosas formaram mesofases significativamente mais
estruturadas e mucoadesivas. Ensaios de citotoxicidade por difusdo em Agar
utilizando a linhagem celular L-929 revelaram citotoxicidade branda a moderada das
formulagbes testadas. Dois sistemas liquido cristalinos foram selecionados, sendo
eles 9D e 10D. No ensaio de cinética bacteriana os sistemas 9D e 10D carreando RIF
apresentaram atividade bactericida sobre a cepa H37rv de Mycobacterium
tuberculosis. Posteriormente ensaios farmacocinéticos foram realizados sugerindo
que a absorgao nasal da RIF carreada por tais sistemas € de 2 a 4 vezes maior
utilizando a via nasal quando comparada a administragcdo oral. Dessa forma. os
sistemas desenvolvidos podem apresentar potencial para incorporacéo de RIF, com
o objetivo de serem usados como plataforma tecnolégica na liberagcdo de farmacos na
terapia contra a TB.

Palavras-chave: rifampicina; tuberculose; cristal liquido; via nasal.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is the world's leading bacterial infectious disease, causing
thousands of people to die every year and causing global economic damage of about
$ 12 billion a year. Only one drug has been developed against multiresistant strains
since 1960 (bedaquilin) and the emergence of multidrug-resistant TB cases makes the
current treatment ineffective. Rifampicin (RIF) is a first-line drug used in the treatment
of TB used since 1966. This drug is commonly administered orally, thus being
susceptible to pre-systemic metabolism and drug interactions with other drugs, which
significantly reduces its serum levels and other drugs and may decrease the
effectiveness of treatment and increase the risk of resistance. Thus, the use of
nanostructured delivery systems and alternative routes of administration may be
attractive strategies for administration of RIF. The nasal route has received special
attention as a promising route for systemic drug delivery, since it presents epithelium
with numerous microvilli and large surface area, which facilitates the absorption of
drugs. In addition, the anatomy of the nasal cavity provides access to the Central
Nervous System (CNS), an extremely interesting aspect for cases of meningeal
tuberculosis. Among the promising nanostructured systems for the incorporation of RIF
for nasal administration, we highlight the mucoadhesive liquid crystal systems. Due to
the high viscosity of some domains of these systems, they can promote the fixation of
the formulation at a desired site of action after administration and in situ formation,
which may be of interest for the administration of RIF, in order to increase its fixation
in the region nasal, facilitating its systemic absorption and interface with the CNS.
Thus, the objective of this work was to study the potential of mucosal liquid crystal
systems for nasal administration of RIF in the optimization of TB therapy, with in vitro
and in vivo evaluation of its safety and activity. After the development of 6 ternary
phase diagrams, 6 formulations were selected, fixing the concentration of surfactant in
50%, being characterized by polarized light microscopy, low angle X-ray scattering,
rheology, texture analysis and bioadhesion that demonstrated the presence of liquid
crystalline systems consisting of lamellar and hexagonal mesophases and also liquid
crystal precursor systems (microemulsion) which with the addition of aqueous
solutions formed significantly more structured and mucoadhesive mesofases. Agar
diffusion cytotoxicity assays using the L-929 cell line revealed mild to moderate
cytotoxicity of the formulations tested. In the bacterial kinetics assay the 9DR and
10DR systems showed bactericidal activity on the H37rv strain of Mycobacterium
tuberculosis. Thus, the developed systems may have potential for incorporation of RIF,
with the objective of being used as a technological platform in the release of drugs in
the therapy against TB.

Keywords: rifampicin; tuberculosis; liquid crystal; nasal route.
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INTRODUGAO GERAL

A redacao dessa Tese foi dividida em dois capitulos.

O primeiro capitulo se destina ao desenvolvimento e caracterizacdo de
sistemas liquido cristalinos, bem como estudo de citotoxicidade, cinética bacteriana e
estudos farmacocinéticos. Esses estudos foram realizados em sua maioria na
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

O segundo capitulo descreve a pesquisa da atividade biolégica de rifampicina
incorporado a sistemas liquido cristalinos através de administragdo sublingual em
modelo animal pré-clinico de tuberculose. Esse estudo foi realizado no doutoramento
sanduiche, desenvolvido na Colorado State University, sob supervisdo da Profa. Dra.
Mercedes Gonzalez-Juarrero.
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1 INTRODUGAO

Ultimamente tém sido desenvolvidos inumeros veiculos nanoestruturados
com o objetivo de aumentar a seletividade, eficacia terapéutica, permitir a redugéo da
dose total necessaria de farmacos, minimizando os efeitos colaterais toxicos, e ainda
permitir o controle de liberagdo dos principios ativos, além de conferir protecdo aos
farmacos incorporados contra o metabolismo sistémico e a possibilidade de direciona-
los para os sitios especificos, como células e érgaos de interesse 2.

Dentre os sistemas nanoestruturados destacam-se os sistemas de liberagao
nanoestruturados precursores de cristal liquido. Cristais liquidos liotropicos sao
formados por moléculas de tensoativos que possuem uma regiao polar e uma regiao
apolar. Em meio aquoso formam-se monocamadas com o grupo polar direcionado
para a regido aquosa e, apos atingir a concentragéo micelar critica, formam-se micelas
(agregados). A estrutura das micelas pode variar de acordo com a geometria das
moléculas e com a quantidade relativa de cada componente. E possivel obter sistemas
fluidos formados por micelas desconectadas ou interconectadas. Os sistemas
desconectados sado geralmente sistemas micelares simples ou microemulsdes. Ja nos
sistemas interconectados obtém-se estruturas de cristal liquido®.

Cristais liquidos sao descritos como estruturas em escalas nanométricas de
duas ou trés dimensdes, com caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas periddicas,
organizadas em fases que podem variar entre hexagonais, lamelares ou cubicas?®. Séo
também termodinamicamente estaveis e podem ser armazenadas por longos
periodos sem separagao de fases. Dependendo da quantidade relativa de solugao
aquosa e da caracteristica do tensoativo, esses sistemas podem sofrer varias
transformacdes de fases e modificagdes estruturais. Sendo assim, suas propriedades
reoldgicas e consisténcia podem ser mudadas, se desejado. Sdo usualmente
formados por organizacao estrutural espontanea; dessa forma, sua produgéo entao é
relativamente simples e de baixo custo®.

Devido a sua estrutura nanomeétrica porosa e altamente uniforme, as fases de
cristal liquido apresentam propriedades que favorecem a solubilizagdo de principios
ativos nos compartimentos aquosos, oleosos ou anfifilicos; além disso, eles podem
ser planejados para formar uma matriz rigida carreadora de farmacos que pode ser

usada para controlar a liberagdo dos mesmos?®.
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Dentre os materiais que podem ser empregados para obtencdo de sistemas
de liberacdo nanoestrurados precursores de cristal liquido tem-se o alcool etoxilado e
propoxilado (ProcetylPAWS), oleilamina, fosfatidilcolina de soja e quitosana (QS).

O Procetyl® AWS (Figura 1A) é um tensoativo ndo iénico da classe dos
polioxietilenos e polioxipropilenos, obtido pela reagdo de um alcool, de origem natural,
com 20 moléculas de oxido de etileno (OE), mais 5 moléculas de éxido de propileno
(OP). Com o aumento do grau de etoxilagdo, aumenta-se a hidrofilia da molécula
(maior equilibrio hidrofilo lipdfilo - EHL) alterando, consequentemente, sua
solubilidade em agua; no entanto, as moléculas de 6xido de propileno tém o poder de
tornar o tensoativo menos soluvel em agua devido a presenga de uma metila em sua
molécula. O Procetyl® AWS é comumente utilizado em sistemas nanoestruturados
precursores de cristal liquido®.

A fosfatidilcolina (Figura 1B), encontrada em plantas e células animais, é
comumente isolada a partir de soja e ovos; esta molécula consiste em uma mistura
de fosfolipidios naturais. Estes fosfolipidios sdo constituidos por uma extremidade
polar formada por um grupo colina e um grupo fosfato ligados a porc¢ao hidrofobica,
duas longas cadeias acilicas de 16 a 22 carbonos e por ligagées ésteres com o
glicerol. As cadeias acilicas podem conter uma ou mais insaturagbes. Devido a
estrutura polar-apolar (anfifilica), essas moléculas tendem a se organizar em
bicamadas. Devido a essas caracteristicas, esta molécula tem sido muito usada no
intuito de desenvolver novos sistemas para as mais diversas areas, em especial nas
ciéncias farmacéuticas e biomédicas’.

A oleilamina (Figura 1C) € um lipideo monocatidnico contendo uma cadeia
monoleil, que em pH fisiolégico encontra-se totalmente ionizada conferindo um
residual positivo ao sistemad.

A quitosana (QS) (Figura 1 D) € um biopolimero de alta hidrofilicidade, devido
ao grande numero de grupos hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica,
permitindo sua utilizagdo como biomaterial na forma de microparticulas, gel e
membrana em diversas aplicagdes, como veiculo de liberacdo de farmacos,
bandagens, géis injetaveis, membranas periodontais etc. Sistemas que utilizaram QS
demonstraram serem promissores para administragdo bucal e nasal, pois
promoveram aumento significativo na bioadesdo das formulagbes quando

comparados com formulagdes sem este biopolimero®.
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Devido a alta viscosidade dos cristais liquidos, estes podem promover a
fixacdo da formulagédo num local de agéo desejado (via nasal) apds sua administragao
e formacao in situ. Assim, propriedades inerentes a este sistema podem ser uma
excelente estratégia para o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos'.

A via nasal tem recebido especial atencdo como rota promissora para
liberagdo sistémica de farmacos''. Seu epitélio com numerosas microvilosidades e
grande area de superficie facilita a absor¢do de farmacos. A camada subepitelial
altamente vascularizada e a membrana basal com endotélio poroso podem facilitar a
permeacédo da molécula de interesse. Essas caracteristicas podem fazer com que o
farmaco seja absorvido diretamente para a circulagdo sistémica, evitando
metabolismo pré-sistémico, atingindo rapidamente niveis plasmaticos terapéuticos.
Todos esses fatores podem favorecer a reducdo da dose, a diminuigdo de efeitos
adversos e adesao ao tratamento. Comparando-se com outras vias, a nasal tem
representado um grande avango na administragio de farmacos’?.

Apesar das vantagens da via nasal, ha algumas barreiras que limitam a
absorcdo de farmacos, como o mecanismo de depuragdo mucociliar que pode
remover a formulagdo da cavidade nasal.

A tuberculose (TB) acomete em sua grande maioria 6rgdos extremamente
oxigenados como os pulmdes. Sendo assim, a administracdo nasal de farmacos
antituberculose pode ser bastante interessante, desde que se lance mao de
plataformas de entrega de farmacos capazes de superar eficientemente as limitagdes
impostas por essa via.

Atualmente o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas se da numa
velocidade muito menor ao aparecimento de mecanismos de resisténcia do
Mycobacterium tuberculosis (causador da tuberculose). Esse quadro dificulta muito o
controle epidemiologico da tuberculose.

Um dos farmacos mais utilizados como farmaco de primeira linha no
tratamento da tuberculose é a rifampicina (Figura 1 E), com efetividade de 95% nos
casos de TB causados por cepas susceptiveis'®. Porém, devido a problemas de
metabolizag&o pré-sistémica, possiveis interagdes medicamentosas e niveis séricos
baixos, se faz necessaria a busca por alternativas para amenizar estas desvantagens.

Em suma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de sistemas liquidos

cristalinos e sistemas precursores de cristal liquido mucoadesivos para a
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administracdo nasal de rifampicina, potencialmente aplicaveis na otimizagdo da

terapia da TB.

HO
HO on
00
OH NH,
HO NH»

Quitosana

Fosfatidilcolina

Oleilamina

Rifampicina I\/“\CH:

Figura 1: Estruturas moleculares dos compostos utilizados na constituigdo dos sistemas formados.
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5 CONCLUSOES

Foram selecionados 6 sistemas, dentre eles sistemas liquido-cristalinos (9D,
10D, 9E e 10F) e sistemas precursores de cristal liquido (10E e 9F).

As formulagbes 9D, 10D, 9E e 10F demonstraram comportamentos
reoldgicos, mecénicos e bioadesivos compativeis com sistemas liquido cristalinos e
as formulagbes 10E e 9F comportamentos condizentes com caracteristicas de
sistemas microemulsionados. Todos os sistemas quando adicionado FNS
apresentaram mesofase com alto nivel de organizagdo corroborando com os
resultados de mucoadesao e microscopia de luz polarizada. Foi possivel também
confirmar a presenga de sistemas microemulsionados (10E, 10F e 10ER) com as
analises de SAXS. Ainda, as analises de DSC mostraram que a rifampicina confere
maior reorganizag&o das moléculas de agua, agregando estabilidade aos sistemas.

A adicdo do biopolimero quitosana aos sistemas 9E e 10E n&o mostrou
aumento significativo nos parémetros de perfil de textura (dureza, adeséo,
compressibilidade e coesdo) e reologia quando comparados aos sistemas sem a
quitosana. A incorporacgao do farmaco de interesse (rifampicina) nos sistemas 9D,10D,
9E, 10E, 9F e 10F nao provocou altera¢des nas elevadas estabilidades dos sistemas,
adicionalmente observou-se aumento nos parametros de mucoadesao (Pva € Twa),
gquando comparado com sistemas sem rifampicina. Todos os sistemas selecionados
demonstraram perfis fisico-quimicos compativeis para administragao nasal.

Os sistemas selecionados foram submetidos a analises citotoxicas pelo
meétodo de Difusdo em Agar, onde mostraram-se moderadamente citotoxicas, com
excecao do sistema 10DR que apresentou citotoxicidade branda. Apds a verificagao
do potencial citotéxico dos sistemas, foram selecionados 2 sistemas para dar
continuidade aos ensaios microbiolégicos. Os sistemas 9D e 10D carreando
rifampicina apresentaram atividade bactericida sobre a cepa H37rv de Mycobacterium
tuberculosis, e ainda se mostraram potencialmente promissores na liberacdo de
rifampicina.

Para a quantificagdo das amostras geradas durante o ensaio farmacocinético,
um método cromatografico totalmente miniaturizado foi desenvolvido, validado e
aplicado na analise de rifampicina em plasma de rato. Esse método conta com uma

etapa de extracdo online do analito através de acoplamento de uma coluna com
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caracteristicas extratoras (SPE) a uma coluna analitica, ambas capilares. Essa
estratégia aumenta significativamente o dinamismo das analises, além de outras
vantagens como:

- menor envolvimento do analista durante o preparo da amostra, diminuindo a
possibilidade de erro;

- descarte online de compostos remanescentes da etapa de precipitagao de proteinas,
evitando sua transferéncia para a coluna analitica, diminuindo a possibilidade de
interferéncias;

- volume reduzido de amostra bioldgica necessario para a analise, mantendo o limite
de quantificagdo adequado para o propdsito;

- consumo reduzido de solventes, reagentes e materiais utilizados; isso leva a uma
redugao de custo e de impacto ambiental;

- preservacao da vida util da coluna analitica com o acoplamento de uma coluna
responsavel pela extracado e limpeza prévia da amostra.

Com o método bioanalitico desenvolvido e validado, a analise de um grande
numero de amostras de plasma foi possivel em um periodo razoavel de tempo, com
elevado grau de confiabilidade. A analise cromatografica de cada amostra foi realizada
em 20 minutos, ja considerando as etapas de lavagem e condicionamento das colunas
(de extragao e analitica). O volume de fase movel utilizado para a extracédo e pré-
concentracdo dos analitos foi de 2 ml; para a etapa de analise, o volume usado de
fase movel foi de 200 pl. Ndo foram observados efeitos de memadria mesmo apds a
injecdo de concentracdes altas de rifampicina, evidenciando a eficiéncia do processo
de lavagem da coluna de extragao.

E finalmente apds a quantificagdo dos niveis de rifampicina em plasma de
rato, foi possivel obter parametros farmacocinéticos relacionados a liberacdo do
farmaco carreado pelos sistemas liquido cristalinos 9D e 10D. Os resultados
demonstraram que os sistemas liquido cristalinos podem carrear e liberar o farmaco,
promovendo uma absor¢ado de rifampicina de 2 a 4 vezes maior por administracdo
nasal, quando comparadas a dados da literatura para administracdo da mesma dose
por via oral. As analises farmacocinéticas mostraram que os sistemas liquido cristalino
podem ser uma plataforma viavel de carreamento de rifampicina; porém isso se trata

apenas de um estudo inicial, estudos futuros ainda sao necessarios.
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Os resultados obtidos neste trabalho atingiram os objetivos propostos e
mostram-se bastante promissores para obtencdo de sistemas nanoestruturados que
possam contribuir com alternativas para melhorar a terapia da TB. Levando em conta
que o grande problema atualmente no tratamento da tuberculose € o longo periodo
de quimioterapia (6 meses), com ingestdes orais diarias dos farmacos ©2, a
possibilidade de se desenvolver um sistema nanoestruturado carreador de farmaco,
garantindo liberagcdo controlada por longos periodos, é promissora. Com isso, sera
possivel ajustar a dose de liberagcdo deste farmaco, favorecendo a administragdo do
farmaco em dias alternados; consequentemente, a taxa de abandono do tratamento,

que atinge grandes proporgdes no pais, podera sofrer importante decréscimo .
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