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“O valor de se praticar por algum tempo
uma ciéncia rigorosa ndo estd somente em
seus resultados, mas principalmente no
aumento de energia, de capacidade dedutiva,
de tenacidade. Aprende-se a alcancar um
final de modo pertinente. Por isso sera
sempre valioso, em vista de tudo o que se
fara depois, ter sido um homem da ciéncia.”
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RESUMO

A vetorizacdo de agentes tuberculostaticos através de nanoparticulas é
uma estratégia promissora para o tratamento da tuberculose pulmonar.
Dentre os farmacos integrantes do esquema terapéutico, a isoniazida
(INH) é o mais antigo e utilizado, apresentando excelente atividade
antimicobacteriana. Embora amplamente utilizada, a INH acarreta
efeitos adversos relacionados a sua toxicidade hepética e neuronal, além
do répido desenvolvimento de resisténcia do bacilo devido
principalmente a baixa penetracdo intracelular do farmaco. Mecanismos
de resisténcia rapidamente desenvolvidos por este patégeno intracelular
tém intensificado a busca por novas estratégias terapéuticas, bem como
por moléculas com atividade antimicobacteriana. Além disso, problemas
relacionados a baixa eficiéncia de encapsulacdo da isoniazida em
nanoparticulas poliméricas requerem o aprimoramento da formulagéo
farmacéutica. Assim, o presente trabalho teve como objetivo principal o
desenvolvimento de nanoparticulas de PLGA contendo isoniazida e seu
anélogo, denominado JVA 001, bem como a avaliagdo comparativa da
atividade antimicobacteriana de cada sistema. Para a obtencdo de
nanoparticulas, foram testadas as técnicas de dupla-emulsdo com
evaporagdo do solvente, nanoprecipitacdo e salting-out. Apo6s a
padronizagdo da formulagéo estéril, a eficiéncia de encapsulacgéo e o teor
de farmaco foram determinados nas nanoparticulas através de um
método de quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), da isoniazida e seu analogo, o JVA 001. A eficiéncia de
encapsulacdo média obtida com a isoniazida foi de 21%, enquanto que
com o JVA 001, alcangou 61%. A formulacdo selecionada permitiu a
obtencdo de particulas esféricas submicronicas, com didmetro médio de
182 nm. Fotomicrografias obtidas utilizando-se microscopia eletrénica
de varredura, emissdo de campo ou microscopia de forca atbmica
mostraram particulas com formato esférico e superficie lisa. A analise
por calorimetria exploratéria diferencial indicou a ocorréncia de
interacdes entre JVA 001 e a matriz polimérica nas nanoparticulas de
PLGA. Além disso, o espectro de difracdo de raios-X mostrou
diferencas na estrutura cristalina do composto sintetizado a partir da
conjugacdo da isoniazida com o grupamento citral. A atividade
antimicobacteriana do JVA 001 foi avaliada in vitro, empregando-se o
método do MTT, através do tratamento direto em culturas de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), cepa H37Rv, e intracelularmente,
em macrdfagos murinos infectados. Tanto a isoniazida livre quanto
nanoencapsulada reduziram significativamente a viabilidade do Mtb em



cultura, de maneira dose e tempo dependente. Da mesma forma, JVA
001 inibiu o crescimento micobacteriano in vitro, entretanto,
nanoparticulas contendo o analogo JVA 001 foram mais efetivas na
inibicdo do crescimento micobacteriano em macréfagos infectados,
reforcando o potencial de nanoparticulas poliméricas como carreador
intracelular de farmacos. Os resultados obtidos neste trabalho revelam
um potente analogo da INH com alta atividade contra M. tuberculosis in
vitro e sugerem uma investigacdo mais aprofundada da utilizacdo de
sistemas carreadores nanoparticulados tratamento farmacoldgico da
tuberculose pulmonar.

Palavras-chave: Tuberculose - Isoniazida - Analogos - PLGA -
Nanoparticulas - Macréfagos



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIMYCOBACTERIAL ACTIVITY OF
NANOPARTICLES ENCAPUSATING AN ISONIAZID
ANALOGUE

The delivery of antitubercular agents carried by nanoparticles is a
promising strategy for the treatment of pulmonary tuberculosis. Among
the drugs employed in the therapeutic regimens, isoniazid (INH) is
the oldest and most used, showing an excellent antimycobacterial
activity. However, INH causes adverse effects related to its hepatic and
neuronal toxicity, in addition to the rapid development of bacillus
resistance mainly due to the low intracellular penetration of the drug.
The appearance of resistant strains of M. tuberculosis has intensified the
research for new therapeutic strategies as well as molecules
with antimycobacterial activity. In addition, problems related to the low
INH entrapment efficiency in the polymeric nanoparticles require
improvement of the pharmaceutical formulation. Thus, the present study
aims to develop poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles
containing INH and its analogue, called JVA 001, and the comparative
evaluation of the antimycobacterial activities in vitro. To obtain
nanoparticles, several techniques were tested, such as double-emulsion
with solvent nanoprecipitation evaporation and salting-out. Following
the establishment of a sterile formulation, the entrapment efficiency and
drug content was determined in nanoparticles by a method to quantify
INH or JVA 001 using high performance liquid chromatography
(HPLC). The average entrapment efficiency obtained with INH
was about 21%, while JVA 001 nanoparticles resulted in 61% The
selected formulation allowed submicronic and spherical particles with
mean diameter between 182 mm. Images obtained using electron
microscopy scanning field emission and atomic force microscopy
revealed spherical particles with smooth surfaces. Differential scanning
calorimetry curves indicate possible interactions between JVA 001 and
the polymer matrix in PLGA nanoparticles. Furthermore, the X-ray
diffraction spectrum showed differences in the crystalline structure of
the compound synthesized from conjugation of citral group with
INH. The antimycobacterial activity of JVA 001 was evaluated in vitro,
by direct treatment of M. tuberculosis cultures H37Rv or intracellular
bacteria in a murine macrophage model. Both, free and encapsulated
INH significantly reduced viability of M. tuberculosis in culture, in a
dose and time dependent manner. Although JVA 001 inhibited the
mycobacterial growth in vitro, nanoparticles containing the analogue



were more effective incontrolling mycobacterial growth in
macrophages, indicating the potential of polymeric nanoparticles for
effective intracellular drug delivery. These results reveal a potent
anologue which display high activity against M. tuberculosis and
suggest further investigation with the use of nanostructured carrier
systems in pharmacological treatment of pulmonary tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis - Isoniazid - Analogues - PLGA -
Nanoparticles - Macrophage
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A tuberculose (TB) permanece como uma das mais freqiientes e
importantes doencas infecciosas, causando morbidade e morte no
mundo. Estima-se que um terco da populagdo mundial esteja infectado
pelo Mycobacterium tuberculosis, agente etioldégico da TB. De acordo
com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de oito a
dez milhdes de novos casos ocorrem anualmente, e esta incidéncia tende
a aumentar. Neste contexto, a tuberculose €, ao lado da maléria e do
virus HIV, uma das trés doencas que mais causam morte por um Unico
agente infeccioso, com aproximadamente 2 milhdes de mortes por ano
(WHO, 2009).

A incidéncia de tuberculose multiresistente (MDR-TB) aos
farmacos utilizados no tratamento (MDR-TB) tem aumentado durante a
Gltima década, ndo somente nos paises em desenvolvimento como
também em paises desenvolvidos. Este reaparecimento global da TB,
bem como a rapida emergéncia de MDR-TB, ressalta a importancia do
desenvolvimento de novos farmacos contra a tuberculose e novos
esquemas de tratamento para um controle clinico eficaz em pacientes
tratados com a antibidticoterapia padrdo (ZHANG & TELENTI, 2000).

Considerando o desenvolvimento de novos farmacos contra a
tuberculose, alguns aspectos da doenca sdo importantes e devem ser
considerados, tais como o desenvolvimento de farmacos que apresentam
atividade antimicobacteriana com duragdo prolongada in vivo; a
descoberta de novos compostos para combater MDR-TB; a erradicacao
de formas latentes de M. tuberculosis, através do emprego de novas
classes de farmacos anti-TB, promissoras na prevengdo de causadoras
de recidiva pacientes infectados de forma latente (TOMIOKA &
NAMBA, 2006).

Diante deste quadro, estudos de controle de liberacdo de
farmacos em sitios de acdo especificos, através da utilizacdo de vetores
capazes de permitir a otimizacdo da velocidade de liberacéo e do regime
de dosagem das substancias utilizadas no tratamento, tém sido uma area
de intensa pesquisa nos Gltimos anos. Dentre os vetores mais utilizados
incluem-se as microparticulas e sistemas coloidais, como lipossomas e
nanoparticulas. As nanoparticulas séo sistemas carreadores de farmacos
gue apresentam diametro inferior a 1 um, constituidas geralmente por
polimeros biodegradaveis, e tém atraido maior atencdo dos
pesquisadores em relacdo aos lipossomas devido as suas potencialidades
terapéuticas, maior estabilidade em fluidos bioldgicos e melhor
conservacdo durante o armazenamento. Estes sistemas tém sido
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desenvolvidos visando inimeras aplicagGes terapéuticas, principalmente
para administracdo parenteral, oral e pulmonar (AZARMI et al., 2008).

Em relacdo a administracdo oral de nanoparticulas, estudos tém
se direcionado especialmente para a diminuigéo dos efeitos colaterais de
farmacos que causam irritacio de mucosa e aumento da
biodisponibilidade e a protecdo de farmacos degradaveis como
peptideos, proteinas e hormdnios. A administracdo pulmonar das
nanoparticulas tendo como objetivo o controle, a liberacdo e a
biodisponibilidade dos farmacos, bem como a diminui¢do dos efeitos
colaterais tem sido objeto de estudo visando melhor administracdo do
tratamento pelos pacientes (SHARMA et al., 2004).

Os métodos relatados na literatura para a preparacdo de
nanoparticulas poliméricas sdo classificados de acordo com técnicas
baseadas na polimerizagdo in situ de mondmeros dispersos
(cianoacrilato de alquila) ou na precipitacdo de polimeros pré-formados
tais como o acido poli latico (PLA), o acido poli-latico-co-glicélico
(PLGA), copolimeros do &cido metacrilico e de um éster acrilico ou
metacrilico. O conjunto de informagdes obtidas pela caracterizago
destes sistemas pode conduzir a proposicao de modelos que descrevam a
organizacgdo das nanoparticulas ao nivel molecular, que sera dependente
da composi¢do qualitativa e quantitativa das formula¢des (GOVENDER
etal., 1999).

Tendo em vista a urgéncia na busca por novos farmacos com
atividade contra o M. tuberculosis, bem como a otimizacdo da
administracdo destes farmacos, o presente estudo teve como objetivo
principal a avaliacdo da atividade antimicobacteriana de um analogo da
isoniazida, principal farmaco utilizado no tratamento da TB, assim como
aumento da sua atividade antimicobacteriana através do emprego de
sistemas poliméricos nanoestruturados.
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2.1 TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa que acomete
principalmente os pulmdes, podendo disseminar-se para outros 6rgaos ou
tecidos. Apesar do descobrimento do M. tuberculosis, principal agente
etiologico da doenca, ter ocorrido ha mais de 100 anos, a TB continua
sendo um grave problema salde publica, principalmente em paises
subdesenvolvidos.

A doenga ativa pode se desenvolver tanto devido a uma infeccdo
recente (TB primaria ou doenga rapidamente progressiva), quanto a
reativacdo de uma infeccdo latente, adquirida no passado (PABLOS-
MENDEZ et al., 1998).

Os principais sintomas da TB pulmonar, a forma mais comum da
doenca, sdo: tosse inicialmente seca que persiste por mais de trés semanas e
leva & formacdo de uma secre¢do purulenta; perda de apetite e conseqliente
emagrecimento; além de cansaco, febre baixa no final da tarde e sudorese
noturna (KRITSKI et al., 1998).

A TB mata no mundo aproximadamente 3,0 milhGes de pessoas por
ano. Estima-se que cerca de 1,7 bilhdes de individuos em todo o mundo
estejam infectados pelo M. tuberculosis, correspondendo a 30% da
populagdo mundial, sendo que em paises subdesenvolvidos, a estimativa é
que 70% da populagdo esteja infectada, com cerca de 2,8 milhdes de mortes
pela TB e 7,5 milhdes de novos casos. Segundo a Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS), uma imensa tragédia poderd ocorrer nas proximas duas
décadas, com quase um bilhdo de pessoas infectadas e mais de 35 milhGes
de mortes. O Brasil ocupa o 14° lugar no ranking dos 22 paises que
concentram 80% dos casos de TB do mundo. De acordo com os dados
oficiais do Ministério da Salde, no Brasil existem atualmente cerca de 50
milhdes de pessoas infectadas com o bacilo, que ndo desenvolveram a
doenca, com contaminacdo de mais de 1 milhdo de pessoas a cada ano pelo
contato com os doentes surgem no Brasil, aproximadamente, 111 mil novos
casos por ano, ocorrendo 6 mil mortes (WHO, 2009).
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2.1.1 Transmissao

A TB pode ser transmitida de 3 maneiras: através da inalacdo de
goticulas contendo M. tuberculosis; da ingestdo de material contaminado,
geralmente leite; e da inoculacdo direta, que ocorre mais frequentemente
entre profissionais da area de salde. Através da fala, do espirro e
principalmente da tosse de doentes com TB pulmonar ativa, ocorre a
transmissdo pela inalacdo de M. tuberculosis. Goticulas contaminadas sdo
lancadas ao ar, onde as mais pesadas se depositam rapidamente e as mais
leves permanecem em suspensdo. Somente 0s nucleos secos destas
goticulas (nucleos de Wells), com 1 a 2 bacilos em suspensdo, podem
atingir os bronquiolos e alvéolos, onde sdo fagocitados pelos macrofagos
alveolares iniciando sua multiplicacdo (BRASIL, 2002; SMITH & MOSS,
1994).

Os fatores que determinam a probabilidade de transmissdo da
doenca estdo relacionados com (i) as caracteristicas dos focos, que séo 0s
doentes pulmonares baciliferos e dos contatos, que sdo as pessoas que
coabitam com o doente, levando em consideragéo gue a concentracao de
bacilos eliminada por uma pessoa, ¢ estimada em 10 a 10* bacilos por mL
de escarro quando hé lesGes sélidas, mas chega a 107 a 10° em caso de
lesbes cavitérias; (ii) o ambiente e a maneira como ocorrem suas relagdes,
ou seja, a concentracdo de bacilos no ar, determinada pelo volume do
espaco e sua ventilacdo; (iii) o tempo de exposi¢éo e (iv) a condigdo imune
da pessoa exposta (ATS, 2000; TRUJILLO & KRITSKI, 2000).

2.1.2 Diagnostico

Denomina-se “caso de tuberculose” todo o individuo com
diagnostico confirmado por baciloscopia ou cultura e aquele em que o
médico, com base nos dados clinico-epidemiolégicos e no resultado de
exames complementares, firma o diagndéstico de TB (BRASIL, 2002).

A baciloscopia, anélise direta do escarro pelo microscopio éptico, é
0 método basico para o diagnéstico da TB na forma pulmonar. O método de
coloracdo utilizado é denominado Ziehl-Neelsen, no qual as micobactérias
apresentam-se como bastonetes, ligeiramente delgados, corados em
vermelho sobre fundo azul. E uma metodologia rapida, de facil execucio e
baixo custo, disponibilizando ampla cobertura diagndstica (ATS, 2000).
Entretanto, esta técnica ndo € especifica ja que cora outras micobactérias,
muitas vezes, freqlientes no meio ambiente.
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Portanto, a cultura através do isolamento e identificacdo do bacilo é
considerada padrdo-ouro para testes diagndsticos, pois proporciona
informagfes quanto a viruléncia, sensibilidade aos farmacos e outras
propriedades biolégicas do M. tuberculosis que possam servir de
informacdo para estudos epidemioldgicos. Em geral a sensibilidade da
cultura é de 80-85% e a especificidade é aproximadamente de 98% (ATS,
2000).

2.1.3 Tratamento

A TB causada por cepas de M. tuberculosis sensiveis aos
antibidticos é uma doenca curdvel em mais de 95% dos casos novos, desde
que o tratamento adequado seja realizado (DALCOLMO et al., 1995;
ISEMAN, 1993). Apesar do Ministério da Salde do Brasil fornecer
gratuitamente os farmacos utilizados no tratamento da doenca desde 1971,
ainda existem altos indices de morbidade e mortalidade em decorréncia da
TB no pais (VRANJAC, 2010).

Existem diversos farmacos que podem ser utilizados no tratamento
da TB, sendo que os primeiros a serem introduzidos foram a estreptomicina
(SM), em 1944, acido p-aminossalicilico (PAS), em 1946 e isoniazida
(INH), em 1952. Mais recentemente, foram introduzidos a rifampicina
(RMP), a pirazinamida (PZA), a etionamida (ETH) e o etambutol (EMB).

O esquema de tratamento recomendado pela OMS é o chamado
RHZ de curta duragdo, isto &, rifampicina (R), isoniazida (H) e
pirazinamida (Z) por 2 meses, seguidos de rifampicina (R) e isoniazida (H)
por mais 4 meses (BRASIL, 2002). Esta conduta tem o objetivo de impedir
a selecdo de cepas resistentes dos bacilos (DALCOMO et al., 1995). Em
1979 a Divisdo Nacional de Pneumologia Sanitaria / Ministério da Salde
(DNPS/MS) normalizou para todo o pais um Programa de Controle da
Tuberculose (PCT) tendo como base um tratamento quimioterapico baseado
no esquema RHZ de curta duracéo, indicado para todas as formas de TB em
casos novos da doenca (RUFFINO-NETTO, 1999).

Tendo em vista que a resisténcia primaria aos farmacos, que ocorre
em pacientes portadores de uma cepa ja resistente de M. tuberculosis, é
relativamente baixa no Brasil, o tratamento utilizado deveria proporcionar
uma boa eficacia. Entretanto a deterioracdo do sistema de salide publica do
pais associada a piora nas condicfes socio-econdmicas da populacdo em
décadas passadas resultou em crescentes taxas de abandono do tratamento,
principalmente nos grandes centros urbanos. O abandono ou a ma
realizacdo do tratamento para TB favorecem o desenvolvimento de



Revisdo Bibliogréafica 8

resisténcia secundaria ou adquirida, que é aquela onde uma cepa
inicialmente susceptivel se torna resistente por pressao seletiva, proveniente
da utilizagdo incorreta do tratamento farmacol6gico (DALCOLMO et al.,
1995).

O aumento da resisténcia priméria isolada & INH (de 4,4 para 6%) e
a resisténcia a INH associada a rifampicina (de 0,9 para 1,4%) foi
observado no Il Inquérito Nacional de resisténcia aos farmacos anti-TB,
conduzido entre 2007 e 2008, em relacdo aos resultados do | Inquérito
Nacional, realizado no periodo de 1995 a 1997. Assim, em 2009, o
Ministério da Salde do Brasil introduziu o etambutol como quarto farmaco
na fase intensiva da TB deve-se a este aumento na taxa de resisténcia
(VRANJAC, 2010).

2.2 ISONIAZIDA (INH)

A isoniazida, cuja sigla é INH, consiste na hidrazida do acido
isonicotinico e ainda é considerado o farmaco de primeira escolha para a
guimioterapia da TB, desde sua descoberta em 1945, quando pesquisadores
relataram a atividade da nicotinamida contra o crescimento do M.
tuberculosis. Sete anos mais tarde, em 1952, em meio a busca por derivados
com maior atividade antimicobacteriana verificaram a excelente atividade
antimicobacteriana de um intermediario de sintese, a isoniazida. Sua
molécula, representada na figura 1, possui uma das mais simples estruturas
guimicas ja sintetizadas com alta especificidade contra o bacilo causador da
TB (VILCHEZE & JACOBS, 2007).

A INH pertence a classe farmacolégica dos antimicrobianos.
Tipicamente, farmacos pertencentes a esta classe terapéutica sdo capazes de
matar ou inibir o crescimento de bactérias, devido a uma alta afinidade de
ligacdo a componentes do metabolismo bacteriano, inibindo desta forma a
sintese de biomoléculas funcionais ou impedindo a atividade celular normal
(ZHANG et al., 2010).

A INH apresenta atividade exclusiva contra micobactérias,
especialmente aquelas de crescimento lento. Este farmaco entra na célula
através de difusdo passiva e age apenas contra bactérias em divisdo, nao
exercendo qualquer efeito sobre micobactérias em fase estacionaria ou de
crescimento em condicdes anaerobicas. Sua acdo € bacteriostatica nas
primeiras 24 horas de tratamento e passa a ser bactericida apds este
periodo. A INH age induzindo alteraces morfol6gicas nas micobactérias

.....

micobacteriana, os acidos micélicos. Apds sua ligagdo com uma molécula
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de NAD, este pro-farmaco é capaz de inibir o alongamento das cadeias
graxas que constituem os acidos micolicos, com cerca de 70 a 90 carbonos,
através da ocupacédo do sitio ativo da enzima enoil-ACP redutase, também
chamada de inhA. Este complexo possui alta afinidade de ligagdo & enzima
inhA, sendo eficaz em baixas doses terapéuticas (VILCHEZE & JACOBS,
2007).

O MIC para cepas sensiveis compreende-se entre 0,02 e 0,05
ug/mL (MIDDLEBROOK, 1952). Apresenta em sua estrutura, um anel
pirimidina e o grupamento hidrazida, essenciais para sua atividade.
Evidéncias sugerem que este farmaco inibe a biossintese dos &cidos
micolicos que compdem a parede celular do M. tuberculosis, tornando a
bactéria susceptivel aos radicais de oxigénio e a outros fatores do meio
(BLANCHARD, 1996; RISKA et al., 2000; ROSSETTI et al., 2002).

H
O N

NH -

=

N

Figura 1- Estrutura molecular da isoniazida

A isoniazida é prontamente absorvida quando administrada por via
oral ou parenteral. Antidcidos contendo aluminio podem prejudicar sua
absorcéo. Atinge o pico de concentracdo plasmatica de 3 a 5 pug/mL apds 1
a 2 horas da administracdo oral. Apresenta ampla distribuicdo pelos tecidos
e liquidos corporais, penetra bem no tecido caseoso e sua concentracdo é
inicialmente mais elevada no plasma e no musculo que no tecido infectado,
todavia este ultimo retém o farmaco por longo periodo de tempo, em
quantidades bem acima das necessérias para uma acdo bacteriostatica.
Possui volume de distribuicdo de 0,57 a 0,76 L.Kg'l, atravessa a barreira
placentaria em torno de 90%, sendo excretada no leite cerca de 20% da
concentracao serica, ja que possui baixa ligacdo as proteinas plasmaticas,
sofre biotransformacao hepatica, é acetilada pela N-acetil-transferase a N-
acetilisoniazida. A seguir é biotransformada ao 4&cido isonicotinico e
monocetilidrazina, sendo este Ultimo responsavel pela hepatotoxicidade via
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formagdo de um metabdlito intermediario reativo ao ser N-hidroxilado
(GOODMAN & GILMAN, 2005).

As neoplasias malignas (hepatocarcinomas e colangiocarcinomas)
tém sido produzidas experimentalmente com griseofulvina e isoniazida. A
meia-vida nos inativadores lentos é de trés horas, e de uma hora nos
inativadores rapidos. A isoniazida é excretada na urina, uma parte na forma
da droga inalterada, e a outra parte na forma acetilada ou inativada
(MITCHISON, 1985). A INH pode ser usada por via oral ou intramuscular.
A dose para o adulto é de 400 mg diariamente, em criancas € utilizada de 10
a 20mg/kg de peso/dia, devendo ser tomada de preferéncia 1 hora antes do
almoco ou duas horas ap6s (GOODMAN & GILMAN, 2005).

A alteracdo do pH gastrico provocada pelos alimentos protéicos ou
antiacidos pode exercer influéncia na velocidade da passagem do contetido
géstrico para o intestino, além de alterar o grau de ionizacéo de eletrolitos
presentes no estdbmago. Antiacidos, especialmente os que contém hidroxido
de aluminio, podem retardar e diminuir a absorcdo da isoniazida e suas
concentracBes séricas. Halotano, alimentos como os glicideos, lipideos e
proteinas estes retardam o esvaziamento géstrico tanto da liberagdo e na
dissolucdo do farmaco. Todos os tipos de alimentos reduzem a absor¢édo do
farmaco, sendo que maior reducdo da quantidade de fA&rmaco disponivel no
sangue foi observado ap0s a ingestdo de carboidratos. A associacdo da
etionamida a isoniazida aumenta a sua toxicidade ao sistema nervoso
central (SNC). Paralelamente, a associacdo da rifampicina a isoniazida
aumenta a sua hepatoxicidade (KATZUNG, 2005).

Os efeitos indesejaveis da INH dependem da posologia e ocorrem
em cerca de 5% dos individuos, sendo os mais comuns: hepatite grave,
fadiga, fraqueza, mal estar, convulsdes, anorexia, nduseas, vOmito e
neuropatia periférica (devido a excre¢do urinaria aumentada de piridoxina),
podendo ser evitada pela ingestdo diaria de piridoxina de 50 a 100mg

A INH é contra-indicada em casos de hipersensibilidade, ou relatos
de hipersensibilidade a farmacos quimicamente relacionados, como
etionamida, pirazinamida e acido nicotinico. Ndo é recomendado o
emprego da INH em pacientes com insuficiéncia renal e hepdtica, epilepsia,
alcoolismo, lactacdo e porfiria. Apresenta-se fracamente permeéavel no
estbmago tendo como principal via de absorcdo o intestino. A fraca
permeabilidade no estbmago pode ser explicada com base na protonacao
gue ocorre no meio &cido, devido ao farmaco constituir uma base fraca
(GOODMAN & GILMAN, 2005).



Revisdo Bibliogréafica 11

De acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica do
Food and Drug Administration (FDA, 2006), a isoniazida ¢ um farmaco de
classe 1 ou Ill, em virtude de sua alta solubilidade, mas permeabilidade e
absorg¢do pouco conclusivos.

A resisténcia a INH parece estar associada a uma variedade de
mutacdes que afetam um ou mais genes, como 0s que codificam para
catalase-peroxidase (katG) (ZHANG et al., 1992), a enzima enoyl-ACP
redutase envolvida na biossintese do 4cido micdlico (inhA) (BANERJEE et
al., 1994), a alquil hidroperdxido redutase envolvida na resposta celular ao
estresse oxidativo (ahpC) (WILSON & COLLINS, 1996) e a enzima f-
ketoacil ACP sintetase (kasA) (MDLULI et al., 1998).

Os mecanismos genéticos determinantes da resisténcia a INH
parecem ocorrer em diferentes niveis: (i) bloqueio da ativagdo do farmaco,
relacionado ao gene katG, (ii) inativacdo do intermediario toxico da INH,
atividade associada com o gene ahpC e (iii) blogueio da biossintese do
4cido micolico (inhA e mabA) (ZHANG & TELENTI, 2000).

A ocorréncia de mutagdes, associadas com resisténcia, nos genes
katG e inhA séo encontradas em 75-85% dos isolados de M. tuberculosis
resistentes a este farmaco. Essas mutacGes freqiientemente estdo associadas
com a diminuigdo da atividade de catalase-peroxidase (ALTAMIRANO et
al., 1994; MUSSER, 1995). Esta enzima é responsavel também pela
ativacdo da INH endogenamente. A enzima inhA (enoil-ACP redutase) que
catalisa uma etapa primdria na sintese de acido graxo, quando alterada em
consequiéncia da mutacdo no gene modifica a sua afinidade pelo cofator,
resulta na expressdo de um fendétipo resistente a INH. As mutacGes em
ahpC foram identificadas em isolados clinicos desse microrganismo e estéo
localizadas em importantes regides promotoras do gene. Uma pequena
proporc¢do de cepas resistente ndo apresenta mutages nos genes katG, inhA
ou ahpC, indicando que outros genes estdo envolvidos com a resisténcia a
isoniazida (KELLEY et al.,1997).

Em um estudo nacional realizado em 2003, SILVVA e colaboradores
constataram que 75% dos isolados analisados apresentaram mutacfes no
gene katG, sendo o cédon 315 o mais freqiiente. Na regido promotora do
gene ahpC, as mutacGes ocorreram em 14% dos isolados. Para o gene inhA,
apenas 1% dos isolados, apresentaram mutacdes. Também foi observado
que 6,2% dos isolados apresentaram mutacfes nos genes katG e ahpC,
simultaneamente.
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Tabela 1 - Caracteristicas da isoniazida em relacdo aos mecanismos de
acao e de resisténcia.

L Mecanismo Alvo . ~
isoniazida de Acio molecular Genes envolvidos e funcéo

Descoberta L ) katG: conversdo pro-farmaco
em 1952 Inibicdo da Enzima

sintesede  responsavel  InhA: alvo do farmaco

Bactericida: acidos  por sintese de  ahpC: marcador resisténcia

atua em micélicos  &cido micélico )
bacilos ativos kasA: alvo do farmaco

2.2.1 Anélogos da isoniazida

Atualmente, andlogos condensados com grupamentos ja
conhecidos tém sido sintetizados com uma gama de farmacos ja conhecidos
a isoniazida. Ha muito tem se estudado a respeito da bioquimica e
mecanismo de agdo da isoniazida, farmaco utilizado no tratamento da TB
ha mais de 50 anos, tornando-se o0 agente antimicobacteriano mais estudado
nos Ultimos anos, principalmente devido ao reaparecimento global da
tuberculose e ao alarmante aumento no ndmero de isolados clinicos
apresentando resisténcia ao farmaco ou aumento de viruléncia (MDLULI et
al., 1998).

A compreensdo das complexas interacfes entre o patdgeno e o
hospedeiro e os agentes antimicrobianos, além dos casos de resisténcia
relatados na literatura, indicam a alta eficacia da terapia combinada, pois a
concentracdo plasmatica de farmacos no hospedeiro precisa ser mantida
suficientemente alta restringir a o crescimento de subpopulagfes mutantes e
multiresistentes de bactérias (MITCHISON & NUNN, 1986). Na pratica, 0s
farmacos utilizados em terapias combinadas sdo mais eficazes quando
atingem concentracdes séricas que permitem a restri¢do desta amplificacao,
concomitantemente a uma baixa toxicidade. Avangos nestas importantes
caracteristicas do farmaco podem possibilitar o encurtamento da duracéo
dos regimes terapéuticos (GILLESPIE, 2002).

H& um crescente numero de evidéncias sobre o efeito de
caracteristicas moleculares determinantes no aumento da biodisponibilidade
de farmacos com o potencial supressor do aumento da resisténcia
antimicobacteriana, e que a eficicia de farmacos pode ser aumentada
devido a este aumento nas concentracBes plasmaticas, mesmo contra
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organismos resistentes (ZHANG & TELENTI, 2000). Além disso, a
afinidade das interacbes quimicas entre o farmaco e a parede
micobacteriana consistem em um importante objeto de estudo no
desenvolvimento de novos analogos ativos contra o M. tuberculosis
(BRENNAN, 1995).

A conjugacdo de grupamentos hidrofdbicos, particularmente
aqueles derivados de compostos aromaticos, tem sido bem empregada,
demonstrando bons resultados de atividade antimicobacteriana. Portanto,
estes analogos continuam atraindo a atengdo de quimicos medicinais até os
dias atuais (HEARN et al., 2009).

L Toma, T Y

JVA 001

Figura 2 - Rota de sintese do analogo da isoniazida, JVA 001

Dados ainda ndo publicados demonstram que 0 composto
sintetizado a partir da conjugacdo do grupamento citral & molécula de
isoniazida, denominado JVA 001 (ALMEIDA e colaboradores, manuscrito
em preparacao).

2.3 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As primeiras nanoparticulas elaboradas segundo um método de
polimeriza¢do foram desenvolvidas por BIRRENBACH & SPEISER em
1976, mas, apesar do interesse inicial pela técnica, sua utilizacdo na
terapéutica foi bastante limitada devido a lenta velocidade de degradacdo
desses sistemas.

O principio da vetorizacdo de medicamentos esta fundamentado no
tamanho, caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade e citotropismo do
principio ativo e na composic¢do dos fluidos bioldgicos, monitorada pelas
caracteristicas do veiculo. Nanocarreadores de farmacos oferecem diversas
vantagens com relacdo as formas farmacéuticas convencionais. Devido ao
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reduzido tamanho das particulas, elas podem ser administradas em vias de
administragdo especiais, como é o caso da via pulmonar e podem ser Uteis
para liberacdo controlada do principio ativo em érgéos especificos ou sitios
alvos do organismo.

O direcionamento da substancia biologicamente ativa ao sitio de
acdo desejado podera ndo somente melhorar a eficiéncia terapéutica, como
também permitir a reducdo da quantidade do farmaco a ser administrado
para obtencdo da resposta biolégica, minimizando com isso efeitos
colaterais indesejaveis (MAGENHEIM & BENITA, 1991).

Nanoparticulas poliméricas tém sido utilizadas com sucesso para
grande variedade de farmacos, destacando-se entre eles os antibidticos,
anticancerigenos, antiinflamatdrios, analgésicos, vacinas e substancias
biologicamente  ativas devido a sua biodegradabilidade e
biocompatibilidade. A encapsulacdo de farmacos antimicrobianos nestes
carreadores poliméricos previne a degradacdo da substancia ativa,
preservando sua atividade bioldgica. Além disso, caracteristicas
aerodindmicas das nanoparticulas favorecem a adminstracdo de farmacos
pela via pulmonar (PANDEY et al., 2005).

Nanoparticulas podem ser definidas como dispersfes coloidais ou
particulas sélidas, com tamanho entre 10-1000 mm, onde um farmaco
encontra-se dissolvido, associado, encapsulado ou ligado a uma matriz
nanoestruturada. Dependendo de fatores como método de preparacdo e
composicdo, é possivel a obtencdo de sistemas estruturalmente diferentes,
chamados nanoesferas ou nanocapsulas. Nanocapsulas sdo sistemas
vesiculares heterogéneos em que o farmaco encontra-se confinado em uma
cavidade aquosa ou oleosa, a qual encontra-se envolvida por uma Unica
membrana polimérica. As nanoesferas, por sua vez, sdo sistemas matriciais
homogéneos constituidos por uma rede polimérica em que o farmaco se
encontra dissolvido, distribuido na forma de cristais ou adsorvido na
superficie das particulas (KOMMAREDDY et al., 2007).

Dentre as inGmeras vantagens do uso de nanoparticulas como
sistemas de liberacdo de farmacos, podemos citar (i) o tamanho e as
caracteristicas de superficie das particulas que podem ser modulados para
uma determinada via de administragdo ou tecido alvo, (ii) a possibilidade de
controlar a liberagdo do farmaco, sendo este liberado apenas no local alvo,
com conseqiiente aumento do efeito terapéutico e reducdo dos efeitos
colaterais, (iii) as caracteristicas de degradagdo e liberacdo das particulas
podem ser moduladas através da escolha dos constituintes da matriz, (iv) os
sistemas podem ser utilizados através de muitas vias de administracdo
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incluindo oral, nasal, parenteral e intra-ocular e toépica (SCHAFFAZICK &
GUTERRES, 2003).

Os métodos de preparacdo de nanoparticulas podem ser divididos
em trés principais grupos: polimerizacdo de mondmeros, dispersdo de
polimeros pré-formados e coacervacdo ou gelificacdo ibnica.
Nanoparticulas biodegradaveis podem ser preparadas através de varios
métodos, e as técnicas mais utilizadas sdo a dupla emulsdo com evaporacdo
do solvente, secagem por spray e a nanoprecipitacdo (SCHAFFAZICK &
GUTERRES, 2003).

Considerando as limitacBes das técnicas de polimerizacdo, foram
propostos métodos de preparacdo de nanoparticulas usando polimeros pré-
formados, como por exemplo, os poliésteres. Dentre eles, estdo a poli-e-
caprolactona (PECL), poli-acido latico (PLA) e copolimeros como o &cido
poli-latico-co-glicélico (PLGA). Estes métodos baseiam-se na formacédo de
emulsdes de uma solucdo orgéanica de polimero em uma fase aquosa ou na
precipitacdo espontanea do polimero sem nenhum processo de
emulsificacdo (CALVO et al., 1995).

A técnica de nanoprecipitagdo ou nanodeposicao do polimero pré-
formado consiste na precipitacdo do polimero ap6s adi¢do de uma solucéo
organica do mesmo, em um ndo solvente como a agua. A utilizacdo de
solventes organicos hidromisciveis, tais como a acetona e o etanol, conduz
a difusdo rapida e espontanea do mesmo na agua, gerando uma turbuléncia
interfacial entre as duas fases (SOPPIMATH et al., 2001), que resulta na
formacdo espontanea e imediata de nanoparticulas. A adicdo de um 6leo a
solucdo organica do polimero resulta na formacgao de nanocépsulas, devido
a deposicdo do polimero na interface entre o 6leo e a agua da emulséo
formada. As particulas formadas por este método apresentam um tamanho
de particula reduzido. Esta metodologia permite a encapsulagdo de
substancias hidrofilicas e hidrofobicas, mediante sua dissolucdo prévia na
fase organica da formulacdo (FESSI et al., 1989; CALVO et al., 1995).

Em contrapartida, o método da dupla emulsdo apresenta-se
bastante adequado para a nanoencapsulacdo de farmacos de carater
hidrofilico. O método consiste na preparacdo de uma emulsdo primaria a/o,
através da sonicacdo de um pequeno volume de &gua contendo o farmaco e
um solvente orgénico contendo o polimero. Esta emulsdo consiste na fase
interna da segunda emulsdo, também preparada por sonicacdo, cuja fase
externa é uma solucéo aquosa do tensoativo. A preparacdo das formulacbes
de nanoparticulas por este método requer a presenca de um agente
emulsificante para estabilizar a fase dispersa em uma emulsdo multipla. O
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agente emulsificante, neste caso, é requerido para prevenir a agregacao e a
coalescéncia das particulas. Dentre os tensoativos utilizados na preparacao
de sistemas nanoestruturados estdo o alcool polivinilico, metilcelulose,
polissorbato 80, dodecil sulfato e poloxamero (SCHAFFAZICK &
GUTERRES, 2003).

2.4 ACIDO POLI-LATICO-CO-GLICOLICO (PLGA)

Polimeros biocompativeis e biodegradaveis tém tido extensiva
aplicacdo na clinica, dentre elas a liberagdo controlada de farmacos. O
primeiro sistema de liberacéo polimérico foi desenvolvido por LANGER &
FOLKMAN em 1976.

Polimeros biodegradaveis sintéticos ganharam mais popularidade
do que polimeros biodegradaveis naturais polimeros. As principais
vantagens dos polimeros sintéticos incluem elevado grau de pureza do
produto, maior uniformidade do lote e auséncia de imunogenicidade.
Durante os dltimos 30 anos, diversos polimeros biodegradaveis foram
sintetizados. A maioria deles possuem ligacdes labeis em sua cadeia, como
ésteres, orto-ésteres, anidridos, carbonatos, amidas e uretanos. Dentre as
diferentes classes de polimeros biodegradaveis, o termoplastico alifatico
poli (ésteres), tais como &cido poli-latico) (PLA) e copolimero de acido
glicélico poli-latico (PLGA) sdo os mais comumente usado como
carreadores de farmacos, devido as suas excelentes biocompatibilidade,
biodegradabilidade e resisténcia mecanica (ATHANASIOU et al., 1996).

CHa
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Acido Latico O Acido Glicolico

Figura 3 - Estrutura molecular do &cido poli-latico-co-glicélico (PLGA)

Polimeros selecionados para a administracdes de farmacos devem
preencher os requisitos de biocompatibilidade, compatibilidade com o
farmaco, cinética de biodegradacdo adequada, propriedades mecénicas que
conferem uma estrutura razoavelmente rigida, podendo ser utilizados como
dispositivo de liberacdo de farmacos. Dentre os polimeros sintéticos
estudados para esta finalidade, o0 PLGA tem gerado muito interesse devido
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as suas excelentes propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade
(L1, 1999).

Polimeros biodegradaveis como o PLGA degradam-se por hidrolise
ndo enzimatica de seus grupamentos éster em  fluidos
corporais. Os produtos de degradacdo (acido latico e glicolico) sdo
compostos metabdlicos. Por esta razdo, PLA e PLGA foram aprovados pelo
FDA para a liberacio de farmacos nos Estados Unidos (GOPFERICH,
1996).

A biodegradacdo do PLGA ocorre por meio da ciséo aleatdria das
cadeias hidroliticas do polimero. A erosdo do polimero em dispositivos de
liberacdo é ocasionada pela degradacdo de fragmentos poliméricos sollveis
em agua, acompanhado por uma perda de peso progressiva da matriz e
liberagdo gradativa do farmaco através de difusdo. As caracteristicas fisicas
e quimicas do PLGA, tais como peso molecular, temperatura de transi¢do
vitrea e proporcGes de co-polimeros sdo cruciais para 0 comportamento de
biodegradacdo dos polimeros e cinética de liberacdo de farmacos
incorporados na matriz (GOPFERICH, 1996).

O perfil de biodegradagdo do PLGA pode ser influenciado por suas
propriedades fisico-quimicas ou dos farmacos encapsulados na matriz
polimérica. Em geral, a taxa de degradacdo do PLGA diminui com a
diminuicdo de 1) peso molecular do polimero (PARK, 1994), 2)
cristalinidade inicial (LI et al., 1999), 3) a relacdo latico / copolimero de
acido glicélico (OGAWA et al., 1998); 4) A temperatura de transicao
vitrea, 5 hidrofilicidade) do polimero O aumento da taxa de degradagdo
com a incorporacdo de compostos acidos ou basicos (BODMEIER et al.,
1989). Nanoparticulas a base de polimeros biodegradaveis tém sido
amplamente estudados como sistema de entrega de liberagdo controlada
durante as Ultimas trés décadas. Nos Gltimos anos, um continuo interesse
em nanoparticulas de PLGA foi provocado pela sua aplicacdo para o
controle da liberagdo de drogas macromoleculares.
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2.5 APLICACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS NO
TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

As manifestacGes da tuberculose sdo observadas principalmente no
sistema respiratério, assim o desenvolvimento de uma forma farmacéutica
pulmonar por inalagdo é almejado, uma vez que direciona o tratamento para
0 local da infeccdo onde sdo encontrados os macrofagos alveolares,
reduzindo os efeitos colaterais sistémicos (PANDEY & KHULLER, 2005).
Nesse sentido, diversos estudos estdo sendo realizados com o intuito de
otimizar diferentes aspectos tecnoldgicos, utilizando vetores como as
nanoparticulas e farmacos anti-tuberculose para a administracdo pulmonar
(GILL et al., 2007, AZARMI et al., 2008; SHAM et al., 2004).

Em 2003, PANDEY e colaboradores desenvolveram nanoparticulas
nebulizadas de PLGA contendo rifampicina, isoniazida e pirazinamida.
Nesse estudo foi observado que farmacos encapsulados, administrados via
pulmonar, apresentaram uma maior biodisponibilidade quando comparados
com a administracéo oral.

O uso de nanoparticulas como carreadores de farmacos para a via
pulmonar vem demonstrando ser uma estratégia bastante promissora tanto
para farmacos hidrofilicos como lipofilicos (SHARMA et al., 2004,
BILATI etal., 2005, PELTONEN et al., 2004).

Os maiores desafios no desenvolvimento de nanoparticulas para a
deposicdo nos pulmdes incluem: (1) as caracteristicas das particulas
inaladas, tais como tamanho, distribuigdo, forma, carga elétrica, densidade,
higroscopicidade e (2), a anatomia das vias respiratorias, e (3) padrdes
respiratorios, tais como frequéncia, volume corrente e fluxo. Desses fatores,
0 tamanho das particulas de aerossol e distribuicdo de tamanho sdo os mais
influentes sobre a deposicdo de aerossol nos pulmdes. O tamanho das
particulas ¢ um fator critico que afeta o local de sua deposicdo, pois
determina os mecanismos de funcionamento e grau de penetracdo nos
pulmdes tamanho do aerossol é freqlientemente expressa em termos de
didmetro aerodindmico (dC) (ZAINUDIN, 1993).

O didmetro aerodindmico é definido como o diametro equivalente
de uma particula esférica de densidade de uma unidade com a mesma
velocidade de sedimentacdo de uma corrente de ar como a particula em
guestdo (SCHLESINGER, 1985). Assim, as particulas que possuem
densidade superior a unidade terdo diametros reais menores do que seu
diametro aerodinamico. Por outro lado, particulas com menor densidade
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unidade terdo didmetro geométrico maior do que seu didmetro
aerodinamico.



3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Encapsular um analogo hidrofébico da isoniazida, JVA 001
(hidrazida do &cido 4-piridino carboxilico, 2-(3,7-dimetil-2,6-octadieno-
1-1lideno), e avaliar a atividade antimicobacteriana destes compostos in
vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacdo do analogo hidrazida do acido 4-Piridino Carboxilico,
2-(3,7-Dimetil-2,6-octadieno-1-1lideno) quanto suas propriedades fisico-
quimicas;

e Desenvolvimento e caracterizagdo de nanoesferas poliméricas
incorporando o analogo hidrazida do acido 4-Piridino Carboxilico, 2-
(3,7-Dimetil-2,6-octadieno-1-1lideno);

e Avaliacdo da atividade antimicobacteriana das nanoparticulas
desenvolvidas em cultura bacteriana, cepa de referéncia do M.
tuberculosis H37Rv, e macrofagos murinos infectados com o bacilo.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-prima

Isoniazida - 4&cido 4-piridinocarboxilico hidrazina (Sigma-
Aldrich);

O JVA 001, é&cido 4-piridinocarboxilico 2-(3,7-dimetil-2,6-
octadieno-1-ilideno) hidrazida, foi sintetizado por Almeida e
colaboradores (dados ainda ndo publicados);

PLGA - &cido Poli(D,L-latico-co-glicolico) 50:50 Resomer RG
502H (Boehringer Ingelheim);

PVA - dlcool polivinilico, com peso molecular 31,000 kDa;
grau de polimerizagdo 630 parcialmente hidrolizado (86,7 -
88,7%) (Sigma-Aldrich);

Monooleato de sorbitano (Span 80, Beraca - Sdo Paulo);
Monooleato de sorbitano polioxietilenado (Tween 80, Delaware
— Porto Alegre).

4.1.2 Solventes e reagentes
Todos os solventes, com exce¢do daqueles utilizados na analise por
CLAE, possuiam grau de pureza para analise (p.a).

e Acido fosférico 85% (ACS®);

e Acido cloridrico (Merck®);

e Agua Milli-Q (Sistema de Agua Ultrapura - Milli-Q Plus -
Millipore®);

Acetona (Vetec®);

Acetonitrila para CLAE (Tedia®);

Carbonato de célcio (Synth®);

Cloreto de célcio dihidratado (Vetec®);
Cloreto de magnésio hexahidratado (Synth®);
Cloreto de potassio (Vetec®);

Cloreto de sédio (Vetec®);

Hidroxido de sodio (Merck®).

Fosfato de potassio monobésico (Merck®);
Saponina purificada (Vetec®);

MTT — Metil Tiazol Tetrazélio (Amresco®);
DMSO — Dimetilsulfoxido (Merck®);

SDS - Dodecil sulfato de sédio (Nuclear®);
DMF - N;N-dimetilformamida (pH 4.7);
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Meio DMEM (LGC® Biotecnologia);

Meio LJ - Lowenstein-Jensen (Laborclin®);

Meio liquido Middlebrook 7H9 Broth (Difco®);

Meio liquido Middlebrook 7H10 Broth (Difco®);
Enriquecimento OADC (acido oléico, albumina, dextrose e
catalase) (Difco®);

Soro fetal bovino (Hyclone®).

4.1.3 Culturas de células e bactérias
As cepas bacterianas utilizadas nos ensaios in vitro foram
provenientes do LACEN — SC e cultivadas durante 28 dias em meio LJ.

Material cirdrgico;

PBS estéril;

Antibiodticos Estreptomicina (10.000ug/mL) / Penicilina
(10.000U/mL) Difco®;

Tubos Falcon de 15 e 50 mL (TRP®);

Placas de 6, 24 e 96 pocos (TRP®);

Tripsina/EDTA 0,05% (cat. no. 25300-054; Gibco®);
Microtubos de 0,6; 1,5 e 2,0 mL;

Placas de Petri;

Swab estéreis;

Criotubos.

4.1.4 Equipamentos

Agitador magnético (Biomixer® 78HW-1);

Analisador térmico (Shimadzu® DSC-60);

Balanca analitica (Shimadzu® AUW220D);

Centrifuga Mini-Spin (Eppendorf®);

Centrifuga (Eppendorf®);

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®,
equipado com duas bombas LC-10AD VP, detector UV/VIS
SPD-10AV VP, workstation Class-VP;

Difratometro X Pert Pro (Panalytical®);

Espectrofotdmetro F 4500 (Hitachi®);

Fluxo laminar (Veco®):

Fluxo laminar (Trox®);

Ponta de ultrassom (Unique®);

Rotaevaporador (Quimis®)
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e Liofilizador (Terroni®);
e pHmetro (Quimis®);
Microscépio 6ptico Olympus® DP72 acoplado & camera
digital;
e Microscopio eletrdnico de varredura JEOL JSM-6390LV;
Microscopio eletrdnico de emissdo de campo JEOL JSM-
6701F;
Incubadora Innova CO-170 (New Brunswick Scientific®);
Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments®);
Unidade de filtracdo Millex AA 0,8 um (Millipore®);
Nanosurf® easyscan 2;
Leitor de placas TECAN® Infinite M200;
Ultracentrifuga Primac CR 20B2 (Hitachi®);
Voértex (Gilson®).

4.2 METODOS

4.2.1 Andlise Cromatografica

A metodologia de quantificacdo de farmacos utilizada neste
trabalho foi desenvolvida empregando cromatografia liquida de alta
eficiéncia, adaptada de BHUTANI et al., 2007.

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu SLCA VP, equipado com duas bombas LC-10AD
VP, detector UV/VIS APD-10AV VP e workstation Class-VP,
utilizando sistema de fase reversa e modo isocratico. As condigdes
cromatogréficas estdo resumidas na tabela 2. A coluna cromatogréfica
utilizada foi Luna C-18 (250 x 4,6 mm ID, 5 mm; Phenomenex, USA).
A fase mdvel foi composta por uma mistura de acetonitrila e tampéo
KH,PO, 50mM pH 3,5 em diferentes propor¢ées, conforme o farmaco a
ser quantificado, utilizando fluxo de 1,0 mL por minuto. O volume de
injecdo de 20 uL e deteccdo por ultravioleta no comprimento de onda de
261 nm.
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Tabela 2 - Condic¢des cromatograficas padronizadas para a determinagado
de isoniazida e JVA 001

Parametro isoniazida JVA 001

Coluna Cis (250%4,6 mm) C1s (250%4,6 mm)

Granulometria 5 pum 5pum

Fase mdvel Acetonitrila:tampao* Acetonitrila:tampao*
(10:90) (35:65)

Fluxo 1,0 mL/min 1,0 mL/min

Deteccéo 261 nm 261 nm

Temperatura  25°C 25°C

volumede o L 20 uL

injecdo

* Tampao fosfato de potassio monobéasico pH=3,5

4.2.2 Preparacao da curva de calibragéo

Dez miligramas de farmaco, isoniazida ou JVA 001, foram
dissolvidos em 10 mL de DMSO em baldo volumétrico. Uma aliquota
de 1,0 mL desta solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de
10,0 mL e o volume completado com fase mdvel. Esta solucdo foi
diluida para obter solucdes-padrdo de farmacos nas concentracdes de
3,125; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 pug/mL. As solucbes-padrdo foram
guantificadas por CLAE, conforme pardmetros cromatograficos
descritos anteriormente. As soluc@es foram analisadas em triplicata e as
médias das areas dos picos cromatograficos referentes a cada
concentracdo foram plotadas em um gréfico de concentracdo versus
area. A equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo linear foram
calculados pela andlise da regressao linear a partir dos valores médios de
trés curvas de calibragéo obtidas em dias diferentes.

4.2.3 Determinacao do coeficiente de particdo 6leo/agua (log P)

O coeficiente de particdo 6leo em &gua foi determinado utilizando-
se diclorometano como fase organica (6leo), segundo metodologia
descrita por MEHTA e colaboradores em 2007. Foram transferidos 2,0
mg de farmaco, INH ou JVA 001, para microtubos de 2,0 mL. A
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seguir, os farmacos foram solubilizados em 1,0 mL de agua e 1,0 mL de
diclorometano. A mistura foi homogeneizada, com auxilio de vortex,
durante 5 minutos e centrifugada por 1 hora a 3000 RPM. Apds
centrifugacdo, 200 pL da fase orgénica e 200 uL da fase aquosa foram
retirados e as solugdes foram analisadas por CLAE, utilizando as
condicdes cromatograficas descritas anteriormente. As concentracoes
dos farmacos foram determinadas em cada uma das fases, e o
coeficiente de particdo 6leo/agua foi determinado segundo a equacéo:

logP = Cs_ onde C, = concentracéo de farmaco na fase organica

C,.r o .
“ Ca = concentragdo de farmaco na fase aquosa

r = razdo dos volumes entre fase organica/aquosa

4.2.4 Obtencdo de nanoparticulas poliméricas pela da técnica de
dupla-emulsé@o com evaporacao do solvente

A primeira técnica utilizada para a obtencdo das nanoparticulas
foi a dupla emulséo com evaporacdo do solvente, adaptada de PANDEY
et al., 2003 e SHARMA et al., 2004.

Para obtencdo das nanoparticulas pela técnica de dupla
emulsdo, o farmaco foi solubilizado em 10 mL de 4gua e
homogeneizado com o auxilio de vértex. Esta solucdo aquosa (a;) foi
incorporada em uma fase organica (0;) contendo 100,0mg de PLGA
dissolvidos em 9,0 mL de diclorometano e sonicada durante 30
segundos, usando ponta de ultrassom a poténcia de 50W. Esta emulsdo
primaria (a/o) foi novamente emulsificada com 2,0 mL de solucdo de
PVA 1% usando 2 ciclos de 30 segundos a 50W. Em seguida, essa
emulsdo foi transferida para uma solucdo de PVA 0,3% e agitada
magneticamente por 20 minutos. Apos isso, 0 solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida e o volume final foi ajustado para 10,0 mL. A
suspensdo final de nanoparticulas foi filtrada através de membrana
celulésica de 0,8 um. Por fim, foram testadas diferentes relacfes
farmaco:polimero afim de buscar o aumento da eficiéncia de
encapsulacdo. Os testes iniciais foram realizados encapsulando a
isoniazida. Diversas proporcdes farmaco:polimero foram testadas,
conforme apresentado na tabela 3, a seguir.
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Tabela 3 - Formulagdes testadas para a obtencdo de nanoparticulas
poliméricas pela técnica de dupla emulséo.

formula INHI - PLGA fifr'gggg DCM  Sol. PVA
(mg) (mg) Polimero (mL) 1%
F1 20 100 15 9,0 15,0
F2 40 100 25 9,0 15,0
F3 60 100 35 9,0 15,0
F4 90 100 4,5:5 9,0 15,0
F5 120 100 6:5 9,0 15,0

DCM: diclorometano; PVA: élcool polivinilico; PLGA: acido
polilatico-co-glicélico

4.2.5 Obtencéo de nanoparticulas pela técnica de salting-out

Para obtencdo das nanoparticulas pela técnica de dupla emulséo
com salting out, adaptou-se a metodologia descrita por SONG et al.,
2008. A isoniazida foi solubilizada em 1,0 mL de 4gua e homogeneizada
com o auxilio de vortex. Esta solugdo aquosa (a;) foi incorporada em
uma fase orgénica (0;) contendo 100,0 mg de PLGA dissolvidos em 9,0
mL de diclorometano e sonicada durante 30 segundos, usando ponta de
ultrassom a poténcia de 50W. Esta emulsdo primaria (a/o) foi
novamente emulsificada com 2,0 mL de solucéo de PVA 1% usando 2
ciclos de 30 segundos a 50W. Em seguida, essa emulsdo a/o/a foi
adicionada em solucdo de PVA 0,3% contendo diferentes concentracdes
de CaCl,, e agitada magneticamente por 20 minutos. Apds esta etapa, 0
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o volume final foi
ajustado para 10,0 mL. A suspensao final de nanoparticulas foi filtrada
através de membrana celulésica de 0,8 um. Por fim, foram testadas
diferentes relacdes farmaco:polimero afim de buscar o aumento da
eficiéncia de encapsulacdo. Os testes foram realizados encapsulando a
isoniazida, com diversas proporgdes de farmaco:polimero.

4.2.6 Obtencédo de nanoparticulas pela técnica de nanoprecipitacio

A metodologia para obtencdo de nanoparticulas por
nanoprecipitacdo foi adaptada a partir de técnicas descritas por BILATI
et al., 2005. Para obtencdo das nanoparticulas pela técnica de
nanoprecipitacdo, o farmaco foi solubilizado em etanol e
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homogeneizada com o auxilio de vortex. Esta solu¢do de farmaco foi
incorporada em uma fase organica contendo 45,0 mg de PLGA
dissolvidos em 3,0 mL de diclorometano e homogeneizada com o
auxilio de vortex durante 1 minuto. Esta mistura foi emulsificada com
10,0 mL de solucdo aquosa de PVA a 1%, através de sonicacdo a 50 W
durante 3 minutos. Em seguida, o solvente foi evaporado sob pressao
reduzida e o volume final foi ajustado para 10,0 mL. A suspenséo final
de nanoparticulas foi filtrada através de membrana celuldsica de 0,8 pm.
Diversas propor¢fes farmaco:polimero foram testadas, conforme
apresentado na tabela 4.

Tabela 4 - FormulacGes testadas durante a padronizacdo da técnica de
obtenc¢do de nanoparticulas por nanoprecipitacéo.

. [INH] Etanol PLGA Relagéo DCM PVA 1%
Formula (mg) (mL) (mg) farmaco:polimero  (mL) Sol.
Aquosa
F6 10 2,0 30 1:3 3,0 10,0
F7 10 3,0 30 1:3 3,0 10,0
F8 10 2,0 45 1:45 3,0 10,0
F9 10 3,0 45 1:45 3,0 10,0

DCM: diclorometano; PVA: éalcool polivinilico; PLGA: &cido polilatico-co-
glicolico.

4.2.7 Obtencéo de nanoparticulas fluorescentes

Nanoparticulas fluorescentes foram obtidas através da técnica de
nanoprecipitacdo, com adaptacdes. Cerca de 10,0 mg de farmaco foram
transferidos para um tubo Falcon contendo 2,0 mL de etanol. A seguir,
foram adicionados & solucdo de farmaco 5 mg de fluoresceina sédica
(FITC), sob agitagdo. Posteriormente essa solucéo foi misturada em uma
suspensao de 45,0 mg de PLGA (50:50, 502H) e solubilizados em 3,0
mL de diclorometano. Com 0 auxilio da ponta de ultrassom a 50W
durante trés minutos, essa solucdo foi emulsificada em uma solucéo
aquosa de PVA a 1%. Em seguida, o solvente da emulséo foi eliminado
através de rotaevaporacdo a 60 °C. Por fim, o volume final da suspenséo
de nanoparticulas foi ajustado para 10,0 mL.

4.2.8 Padronizagéo da obtencao de nanoparticulas estéreis

A padronizacédo da obtencdo de nanoparticulas estéreis para a o
tratamento das culturas de células ocorreu conforme a técnica de
nanoprecipitacdo, realizada em condicfes estéreis. A quantidade de
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farmaco padronizada em 10,0 mg, foram solubilizados em 2,0 mL de
etanol e homogeneizado com 3,0 mL de fase orgénica, contendo o
polimero. Esta solucdo foi adicionada em uma fase aquosa contendo
PVA 1% (p/v) previamente filtrada em membrana 0,22um. Todo
procedimento foi realizado em fluxo laminar. O excesso de solvente foi
removido através de rotaevaporacao e o volume final ajustado para 10,0
mL. A suspensdo final foi centrifugada e o pellet contendo as
nanoparticulas foi lavado trés vezes com &gua para injecdo. As
particulas foram acondicionadas a -20 °C. Nanoparticulas sem farmaco,
também chamadas de placebo ou nanoparticulas brancas, foram
produzidas empregando a mesma técnica de preparagdo, com excecao da
adicdo de fA&rmaco na fase aquosa.

4.2.9 Caracterizacdo Morfoldgica

As nanoparticulas poliméricas foram caracterizadas quanto a
sua morfologia, tamanho e caracteristicas superficiais. Essas
caracteristicas foram avaliadas através de técnicas de microscopia
eletrénica de varredura simples, por emissdo de campo e de forca
atdbmica. Os protocolos de obtencdo das imagens estdo descritos
detalhadamente a seguir.

4.2.9.1 Determinacao do tamanho de particula e potencial zeta

O diametro médio das nanoparticulas poliméricas obtidas foi
determinado pela técnica de espectroscopia de correlagdo fotbnica.
Suspensbes de nanoparticulas e contendo farmaco, isoniazida e JVA
001, foram diluidas em agua milli-Q e analisadas em Nanozetasizer®, a
25 °C. O indice de polidispersdo foi determinado sob as mesmas
condicdes.

A carga superficial foi avaliada a partir da medida da
mobilidade eletroforética por anemometria laser Doppler num campo
elétrico de 150 V/cm das particulas através da determinagdo do
potencial zeta (£) em aparelho Nanozetasizer®. As nanoparticulas foram
resuspendidas em agua milli-Q a 25 °C.

4.2.9.2 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

A morfologia das nanoparticulas foi analisada utilizando
microscopio eletronico de varredura do LCME - UFSC. As amostras
foram fixadas em um suporte metalico e submetidas a metalizacdo
através do recobrimento com ouro, sob vacuo. A visualizagdo foi
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realizada em aumentos de 300 a 1.000 vezes, com uma voltagem de
excitacdo de 5 a 15 kV.

4.2.9.3 Microscopia Eletrénica de Varredura de Emissdo de Campo
(FEG)

A fim de se obter uma maior ampliacdo de imagem e evitar a
degradacdo das nanoparticulas, foram realizadas também
eletromicrografias através da técnica de varredura por emissdo de campo
(Field Emission Gun). Esta técnica permitiu ampliacdo de imagem na
ordem de 220.000 vezes, e foi realizada no LCME - UFSC.

4.2.9.4 Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

Micrografias foram obtidas através da técnica de microscopia
de forca atdmica (MORRIS et al., 2001), utilizando-se o equipamento
Nanosurf® easyscan 2, em modo de contato (varredura). A ponta
utilizada foi ContAl-G com freqiiéncia de ressonancia de 13 kHz e
constante de mola k = 0,2 N/m. A velocidade de varredura foi de 1,4 s
por linha e 0 nimero de pontos (resolugdo da imagem) foi 512 pixel.

4.2.10 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e do teor de
farmaco nas nanoparticulas

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi estimada por CLAE,
conforme ja& descrito anteriormente. O sobrenadante, constituido pela
fase aquosa contendo o farmaco ndo encapsulado, foi separado do pellet
contendo o farmaco encapsulado em nanoparticulas através de
ultracentrifugacdo a 30,9 x g a 4 °C durante 1 hora. As concentragdes de
farmaco livre e encapsulado foram determinadas no sobrenadante e no
pellet, respectivamente.

O teor de farmaco nas nanoparticulas foi expresso em
micrograma de farmaco por miligrama de nanoparticulas (ug/mg). Cerca
de 18,3 mg de nanoparticulas foram exatamente pesados e transferidos
para um tubo Falcon de 5 mL, dissolvidas em 1 mL de dimetilsulféxido
e sonicadas durante 20 segundos a 20 W. Esta solucdo foi mantida em
banho-maria a 37 °C durante 30 minutos, e diluida 100 vezes em fase
mavel antes de ser injetada no cromatografo.

As solucdes foram injetadas em triplicata e a concentracdo de
farmaco, isoniazida ou JVA 001, foi determinada comparando-se as
areas dos picos correspondentes aos farmacos nas amostras com aqueles
obtidos apds a analise das solu¢es-padrao, nas mesmas condigdes.
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A eficiéncia de encapsulacdo foi calculada como sendo a
diferenca percentual entre a quantidade total de farmaco adicionado a
formulacdo e a de farmaco livre, quantificado no sobrenadante ap6s a
ultracentrifugacdo. As equacGes utilizadas para calcular a eficiéncia de
encapsulacdo e o teor de farmaco estdo apresentadas a seguir:

EE% = [(TM-FD) / TD] x 100
onde: EE = Eficiéncia de encapsula¢do em (%)
TD = Massa total de farmaco adicionada
FD = Massa de farmaco livre no sobrenadante

DC = (DE/TM) x 100

onde;: DC = teor de farmaco
DE = massa de farmaco encapsulada
TM = massa total de nanoparticulas

4.2.11 Analise térmica por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC)

Nanoparticulas poliméricas liofilizadas, contendo os farmacos,
INH e JVA 001, foram submetidas a andlise por calorimetria
exploratdria diferencial, com o objetvo de verificar a natureza e a
intensidade de interacdo entre a matriz polimérica e o farmaco
encapsulado. A caracterizacdo termoanalitica dos farmacos livres e das
nanoparticulas foi realizada através de curvas DSC obtidas em célula
DSC-60 utilizando cépsulas de aluminio parcialmente fechadas
contendo aproximadamente 1,5 mg de amostra sob atmosfera dindmica
de N, (50 mL/min), com razdo de aquecimento de 10 °C/min, na faixa
de temperatura de -30 a 250 °C. A célula de DSC foi previamente
calibrada ap6s a utilizacdo de uma amostra de indio metalico com
pureza de 99,99% a partir da temperatura de fusdo (156,4°C) e energia
de fusdo (28,5 J.g-1) deste material. Estas andlises foram realizadas na
Central de Analises do Departamento de Quimica da UFSC.

4.2.12 Difratometria de raios-X

Os difratogramas de raios-X do farmaco livre, mistura-fisica
(1:1) e das nanoparticulas brancas e contendo farmaco foram obtidos
utilizando-se difratdmetro X’Pert Pro, equipado com tubo de raios-X
anodo de cobre, operando a 40 KV de tensdo e uma corrente de 30 mA,
com velocidade de varredura de 1°minuto (modo theta-theta), usando
silicio (Si) policristalino como padrdo. Estas anélises foram realizadas



Materiais e Métodos 33

no Laboratério de Difracdo de Raios X do Departamento de Fisica da
UFSC.

4.2.13 Estudos de estabilidade

Aliquotas dos pellets de nanoparticulas foram estocadas a -20
°C, e avaliadas no dia de obtencdo e ap6s 15, 30 e 60 dias. Foram
avaliados parametros como eficiéncia de encapsulacdo por CLAE,
tamanho de particula, potencial zeta e pH em suspenséo.

4214 Avaliacho da atividade antimicobacteriana de
nanocarreadores contendo INH e JVA 001 pelo método do MTT

A atividade antimicobacteriana das nanoparticulas foi avaliada
através do método do MTT — Metil Tiazol Tetrazolio, adapatado de
MSHANA et al., 1998, utilizando cepas clinicas de M. tuberculosis
sensiveis e resistentes aos farmacos isoniazida e rifampicina. Todo o
procedimento, exceto a leitura da densidade Optica, foi realizado em
cabine de seguranca biolégica.

A suspensdo do M. tuberculosis foi preparada a partir do
crescimento em meio LJ, em fase exponencial de crescimento de até 30
dias (metabolismo ativo), em tubos contendo pérolas de vidro e meio
7H9 enriquecido com 10% de OADC. Ap6s agitacdo em vortex e
subsequente repouso, a concentragdo de bactérias foi ajustada atraves da
comparacdo da turbidez da suspensdo bacteriana a turbidez do tubo n°1
da escala 1 de McFarland, equivalente a 3x10® bactérias/mL. A
concentragdo final utilizada foi de 3x10 bactérias/mL.

Para o tratamento das culturas, foram preparadas solu¢Ges-mae
dos farmacos livres e encapsulados, na concentragdo de 10 mg/mL, em
meio 7H9 enriquecido com 10% de OADC. Em uma placa de 96 pogos,
fundo chato, foram realizadas as dilui¢es seriadas na ordem 10, a partir
da solucdo estoque de farmaco, para obter as concentracBes de: 0,02;
0,2; 0,6; 2,0; 6,0; 20,0; 60,0 e 200,0 pg/ml de farmaco em meio 7H9
com volume final de 100 pL. Todas as diluicbes foram realizadas em
triplicata de acordo com a figura 4.
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Figura 4 - Desenho esquematico das diluicBes seriadas empregadas na
avaliagdo da atividade antimicobacteriana de farmacos livres e
nanoencapsulados

Foram adicionados 100 pL da suspensdo bacteriana, contendo
10° bactérias, aos 100 pL de farmacos ja adicionados anteriormente, de
modo a se obter as concentra¢Ges desejadas de: 0,01; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0;
10,0; 30,0; 100,0 pg/mL. O ponto de corte para leitura foi de 0,2 pg/ml
(FRANZBLAU et al., 1998; MISHANA et al., 1998), sendo que a partir
desta concentracgdo as bactérias foram consideradas resistentes.

Como controle negativo, foi utilizada a mesma concentracdo de
bactérias inativadas termicamente, através do aquecimento a 100 °C
durante 30 minutos, em banho-maria. Para o controle positivo, foram
plaqueadas 10° bactérias por poco, sem adicdo de farmaco. Pocos
contendo apenas meio 7H9 enriquecido com 10% de OADC foram
utilizados como branco para as leituras. O desenho esquematico das
placas utilizadas nos ensaios de MTT, contendo as culturas de M.
tuberculosis H37Rv com os diferentes tratamentos com farmacos livres
e nanoencapsulados, esta representado na figura 5, a seguir.
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Figura 5 - Desenho esquematico das placas de cultura utilizadas nos
ensaios de MTT tratadas com diferentes concentragdes de farmacos
livres e nanoencapsulados. Mth viav.: Controle positivo, Mth H37Rv
viaveis; Mtb inativ.. Controle negativo, Mth H37Rv inativadas
termicamente; Branco (Bco): Meio 7H9 + MTT + tampédo de lise; NPB:
Meio 7H9 + MTT + nanoparticulas brancas (placebo); INH: diferentes
concentragdes de farmacos livres, INH ou JVA 001; INH-NP:
nanoparticulas poliméricas contendo diferentes concentrag¢des de farmacos,
INH ou JVA 001.

Ap6s plaqueadas, as culturas bacterianas foram fechadas com
parafilme e incubadas a 37°C em atmosfera de CO, a 5%, durante 7
dias. Apos este tempo de incubacéo, adicionou-se em cada pogo 50 uL
de uma solucdo de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5 difenil-tetrazélio
brometo] em PBS estéril pH 7,2 contendo 10% de tween 80 na
concentracdo de 1,0 mg/mL. Esta solucéo foi preparada no momento do
uso.

H |H.0| Beco | Beo | Beo |HO

Ap6s a adigdo do MTT, a placa retornou para a incubagao nas
mesmas condicOes, durante 4 horas. Em seguida, em cada pogo foram
adicionados 50 pL de tampdo de lise contendo 20% de dodecil sulfato
de sodio (SDS) em 50% de N;N-dimetilformamida a pH 4,7 para
dissolugdo dos cristais de forrmazan e inativagdo das bactérias. As
placas foram incubadas por mais 12 horas, a 37°C.

A leitura final do teste foi baseada na visualizacdo da mudanca
de cor do MTT, de amarelo (oxidada) para a cor purpura (reduzida), o
que foi relacionado com crescimento celular. A densidade Optica desta
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solucdo foi determinada na propria placa, através de leitor de placas em
comprimento de onda de 540 nm.

4.2.15 Obtencao de macro6fagos murinos

Camundongos pesando entre 25-35g, provenientes do biotério
central da UFSC, foram sacrificados e tiveram suas patas traseiras
dissecadas e 0s 0ssos, fémur e tibia, removidos e submersos em PBS
estéril contendo antibidtico (CEP/UFSC PP00339/201). Em fluxo
laminar, as extremidades destes 0ssos foram cortadas com o auxilio de
l1&mina de bisturi. Em seguida, utilizando-se uma seringa de insulina, os
conteldos medulares dos ossos foram lavados com PBS estéril e
antibidtico. Este procedimento foi repetido com todos 0s 0ssos.

Macréfagos foram obtidos conforme descrito anteriormente por
BAFICA e colaboradores, em 2005. Brevemente, a suspensédo de células
obtida foi centrifugada a 1000 RPM por 5 minutos. Descartou-se 0
sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 30 mL de meio
DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e 20% de sobrenadante de
L929. As células foram distribuidas em placa de 6 pocos, contendo 5
mL por poco, e incubadas a 37 °C em atmosfera de CO, a 5%. No 5° dia
de cultivo, foram adicionados 3 mL de meio DMEM contendo 10% de
soro fetal bovino e 20% de sobrenadante de L929 por poco, incubadas
nas mesmas condicfes. No 7° dia de cultivo, os macréfagos j& estavam
diferenciados. As culturas foram lavadas duas vezes para remogdo das
células ndo-aderentes através da adicdo de tripsina, jateando PBS
vigorosamente sobre a monocamada de células, com o auxilio de
micropipeta de 1 mL e ponteira com barreira. Foram acrescentados 2
mL de tripsins/EDTA a 0,05% por poco e incubados a 37°C em
atmosfera de CO, a 5%, durante 5 minutos.

As células foram transferidas para um tubo Falcon de 50 mL e 0
volume final ajustado para 30 mL com meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino, e centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as células foi
ressuspendido em meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino, e o
volume ajustado para obter-se uma concentracdo de 10° células por
pogo. Foram adicionados 500 L desta suspensdo em cada pogo de uma
placa de 24 pocos. As células foram incubadas por 24 horas a 37°C em
atmosfera de CO, a 5%.
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4.2.16 Infeccéo de macroéfagos em cultura

A suspensdo de M. tuberculosis foi preparada a partir do
crescimento em meio LJ, em fase exponencial de crescimento de até 30
dias, periodo no qual o metabolismo foi considerado ativo. O
crescimento das bactérias foi realizado em tubos contendo pérolas de
vidro em meio 7H9, enriquecido com 10% de OADC. Apds agitacdo em
vortex e subsequente repouso, a concentracdo de bactérias foi ajustada
através da comparacdo da turbidez da suspensdo bacteriana a turbidez
do tubo n° 1 da escala de McFarland, correspondente a concentracdo de
3x10® bactérias/mL. A concentracdo final obtida foi de 2x10°
bactérias/mL. Parte da suspensdo foi plaqueada em meio 7H10 para a
realizacdo de controle.

A infeccdo dos macrofagos murinos foi realizada conforme
descrito anteriormente por BAFICA e colaboradores, em 2005.
Brevemente, foram adicionados 5 pL da suspensdo bacteriana (10*
bactérias) em cada poco da placa contendo os macré6fagos murinos
previamente plaqueados. Essa concentracdo bacteriana foi utilizada
buscando-se simular uma infecgdo equivalente a uma bactéria para cada
10 macrofagos (MOI 0,1). A placa foi incubada por 4 horas a 37 °C em
atmosfera de CO, a 5%. A seguir, cada poco foi lavado com PBS a fim
de remover os bacilos ndo fagocitados. Ap6s a lavagem, foram
adicionados 100 pL de meio DMEM em cada poco.

4.2.17 Tratamento de macrdéfagos infectados

Uma placa espelho foi preparada, contendo os farmacos livres e
encapsulados, nas dilui¢bes de 2, 20 e 200 pg/mL, em meio DMEM,
com volumes de 100 pL por pogo, que foram adicionados aos pogos de
macréfagos infectados, em 100 pL de meio, ajustando as concentragdes
finais de 1; 10 e 100 pg/mL de farmaco.

A placa foi incubada a 37°C em atmosfera de CO, a 5% por um
periodo de 24 horas. Apds este tempo, o sobrenadante foi removido e a
placa foi novamente lavada com PBS para a remoc¢do do excesso de
farmaco em solucdo. Em seguida, foram adicionados 200 uL de meio
DMEM em cada poco.

A placa voltou a ser incubada a 37 °C em atmosfera de CO, a
5%. Ap0s os periodos de 2, 4 e 6 dias pos-infeccdo, o meio foi removido
e as células lisadas utilizando-se 200 pL de saponina a 1% em &gua
estéril.
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O desenho esquematico das placas utilizadas nos ensaios de
atividade antimicobacteriana in vitro, contendo as culturas de M.
tuberculosis H37Rv com os diferentes tratamentos com farmacos livres
e nanoencapsulados, esta representado na figura 6, a seguir.

21213 4 3 6 T 8 9 10| 11|12
A|H0 |H:0 | Hy0 Hy0 H:0 H;0 Hy0 Hy0 | Hy0 |H:0|H0 |H0

M@+FL | M@+FL | M@+NPB | M@+NPB |MO+ M@+
B |Hy0 | H:0 [ H;0 Hy0 | Hy0 | H20
- - | 100pgml | 100pgml | 100 pgml 100pgml | Bact | Bact | ~ N

M@+FL | M@+FL | M@+NFE | M@+NPB
C |H0 | H0 | H;0 M@ | MO |H0 |H0 |H0
- - | 10pgml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml - N

M@+FL | M@+FL | M@+NPB | M@+NPB
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E | H.0 | H.0 | H;0 100 pgiml | 100 pg'ml | 1100 pgiml | FL100 ugiml Bact | Bact |H,0 |H.0 |H:0

M@+NP | M@+NP |M@+NPB+F | MG+NPB+
10pgml | 10pgml | L10pgml | FL10 pgml

MG+NP | M@+NP |M@+NPB+F| M@+NPB+
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Figura 6 - Desenho esquematico das placas de cultura utilizadas na
avaliacdo da atividade antimicobacteriana em macréfagos infectados
tratados com diferentes concentracbes de farmacos livres e
nanoencapsulados. M@ + FL 100: Macréfagos infectados tratados com farmaco
livre [100pg/ml]; M@ + FL 10: Macréfagos infectados tratados com farmaco livre
[10 pg/ml]; M@ + FL 1: Macréfagos infectados tratados com farmaco livre [1
pg/mll; M@ + NP 100: Macrdfagos infectados tratados com nanoparticulas
contendo 100 pg/ml de farmaco; M@ + NP 10: Macrdfagos infectados tratados com
nanoparticulas contendo [10 pg/ml] de farmaco; M@ + NP 1: Macro6fagos infectados
tratados com nanoparticulas contendo [1 pg/ml] de farmaco; M@ + NPB 100:
Macréfagos infectados tratados com nanoparticulas brancas equivalente a 100 pg/ml
de nanoparticula contendo farmaco; M@ + NPB 10: Macrdfagos infectados tratados
com nanoparticulas brancas equivalente a 10 pg/ml de nanoparticula contendo
farmaco; M@ + NPB 1: Macréfagos infectados tratados com nanoparticulas brancas
equivalente a 1 pg/ml de nanoparticula contendo farmaco; M@ + NPB + FL 100:
Macrofagos infectados tratados com nanoparticulas brancas + farmaco livre [100
pg/ml]; M@ + NPB + FL 10: Macro6fagos infectados tratados com nanoparticulas
brancas + farmaco livre [10 pg/ml]; M@ + NPB + FL 1: Macrdfagos infectados
tratados com nanoparticulas brancas + farmaco livre [1 pg/ml]; M@ + Bact.:
Controle de macr6fagos + bactérias; Bact.: Controle de bactérias; M@: Controle de
macréfagos.
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4.2.18 Avaliacdo da viabilidade bacteriana em macréfagos
infectados

As células lisadas foram ressuspendidas vigorosamente com o
auxilio de micropipeta. Os bacilos liberados a partir da lise dos
macréfagos foram semeados em meio sélido 7H10. Utilizando-se um
swab estéril, 100 pL do lisado de células foram transferidos para placas
de Petri contendo meio sélido 7H10. As placas foram vedadas com
parafilme e incubadas a 37 °C, sob atmosfera de CO,. Ap6s 28 dias de
incubacdo, as colénias foram contadas na placa, e os resultados
expressos graficamente.

4.2.19 Andlise estatistica

Os resultados experimentalmente obtidos neste trabalho foram
expressos pela média + erro padrdo da média (EPM) de trés ou mais
experimentos distintos . As analises estatisticas foram realizadas através
ANOVA (analise de variancia) de uma ou mais vias (na dependéncia do
nimero de co-variaveis em estudo), seguido pelo post hoc de
Bonferroni. Para as comparacdes multiplas, foi empregado o post hoc de
Newman-Keuls. Para comparag6es simples entre grupos foi empregado
0 teste t de Student. As anélises foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prisma® (GraphPad Software, Inc.). Foram consideradas
significativas com p < 0,05.
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A fim de investigar as caracteristicas moleculares dos farmacos
utilizados no estudo, isoniazida e JVA001, e obter melhor entendimento
durante o desenvolvimento das nanoparticulas carreadoras, analises
fisico-quimicas foram empregadas. Os resultados obtidos a partir destas
andlises estdo apresentados a seguir.

5.1 ANALISE CROMATOGRAFICA

Vérias metodologias de cromatografia liquida tém sido descritas
na literatura para a determinacéo da isoniazida (BHUTANI et al., 2006;
CALLERI et al., 2002), empregando-se a absor¢do no ultravioleta para
este fArmaco. A acidificacdo da fase moével conduz ao aumento do limite
de deteccéo e da sensibilidade do método. Adicionalmente, a simetria do
pico é melhorada quando fase mdvel e amostras sdo acidificadas (LOH
& AHMED, 1990).

Para a elaboracdo da curva de calibracdo foram utilizadas
solucdes de isoniazida diluidas em uma mistura de acetonitrila;tampéo
fosfato de potassio monobasico pH=3,5, na proporcdo 10:90. O tempo
de retencdo da isoniazida nas condi¢cBes empregadas foi de 3,8 minutos.
Na tabela 6 a seguir, encontram-se demonstradas as areas dos picos
obtidas nas diferentes concentragdes de isoniazida.

Tabela 5 - Areas dos picos cromatograficos obtidas a partir da analise de
solucbes-padrdo de isoniazida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Concentracdo de INH Média + EPM C.V. (%)
(Hg/mL)
3,12 54.237+6.302 19,1
6,25 112.456+3.839 59
12,50 225.636+10.362 79
25,00 440.992+25.480 10,0
50,00 953.581+2.919 0,5
100,00 1.921.528+10.551 0,5

C.V.: Coeficiente de Variacdo; Média: areas de picos cromatogréaficos (n=3)

A partir destes dados, construiu-se um grafico de area de pico
versus concentracdo de farmaco, e a equagdo da reta foi obtida através
de regressdo linear. O coeficiente de regressdo da reta esta representado
na figura 7.
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Figura 7 - Curva de calibracdo de INH obtida por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Ja para a analise de JVA 001, foram necessarias adaptacdes das
condicdes cromatograficas, devido as diferentes caracteristicas da
molécula como, por exemplo, apolaridade e maxima de absorcdo. Para a
elaboracdo da curva de calibragdo, foram utilizadas solugcbes de JVA
001 diluidas em uma mistura de acetonitrila:tampao fosfato de potassio
monobésico pH=3,5, na propor¢do 65:35. Na tabela 6 encontram-se
demonstradas as areas dos picos obtidas nas diferentes concentracfes de
JVA 001. O tempo de retencdo de JVA nas condigdes empregadas foi de
4,7 minutos.

Tabela 6 - Areas dos picos obtidas por analise de solugbes-padrdo de
JVA 001 por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Concentragédo de JVA P . o
001 (ug/mL) Area do pico £ SEM C.V. (%)

3,12 9.481 + 959 17,5
6,25 14.908 + 756 8,8
12,50 27.561 +1.841 9,5
25,00 46.859 + 2.167 8,0
50,00 88.109 + 583 11
100,00 181.799 + 574 0,5

C.V.: Coeficiente de Variacio; média: Areas de picos cromatogréficos (n=3)
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A partir destes dados, construiu-se um grafico de area de pico
versus concentracdo de farmaco, e a equacdo da reta foi obtida através
de regressdo linear. O coeficiente de regressdo da reta esta representado
na figura 8.
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Figura 8 - Curva de calibragdo de JVA 001 obtida por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Ap6s a analise cromatografica das solucdes-padrdo e a
construcdo das curvas de calibracdo a partir das éareas de pico
correspondentes as concentracfes, as amostras de sobrenadante e pellet
de nanoparticulas foram injetados no cromatografo. As areas de picos
obtidas a partir destas analises foram interpoladas nas curvas de
calibracdo. A eficiéncia de encapsulagdo e o teor de farmaco nas
formulagbes de nanoparticulas contendo INH e JVA 001 foram
determinados, conforme descrito anteriormente.

52 DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE PARTICAO
OLEO/AGUA (LOG P)

Uma das importantes caracteristicas moleculares para agéo e
encapsulacdo de farmacos em nanoparticulas poliméricas consiste no
coeficiente de particdo 6leo/agua, também conhecido como log P. Neste
trabalho, o log P foi determinado empregando-se métodos preditivos e
experimentais. Os solventes empregados foram &gua e diclorometano, ja
gue este Ultimo foi o solvente utilizado na fase organica para suspensdo
do polimero.
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A determinacdo do log P consiste em uma importante etapa dos
estudos de pré-formulacdo, embasando a escolha do polimero e técnica
de obtencdo de nanoparticulas. Os resultados experimentais obtidos
neste trabalho foram comparados com valores preditivos de polaridade,
calculados pelo método descrito por ERTL e SELZER em 2003. Este
método baseia-se em calculos da area superficial de fragmentos
moleculares, estimados através do programa computacional
Molinspiration Cheminformatics® (www.molinspiration.com).
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Figura 9 - Estruturas moleculares e hidrofobicidade (log P) dos
farmacos utilizados no estudo. A: isoniazida (INH) e B: JVA 001

Os resultados de coeficiente de particdo  obtidos
experimentalmente, seguindo a metodologia descrita por METHA et.
al., 2007, foram log P = -0,83 para a isoniazida, enquanto que para o
JVA 001 o valor de log P obtido experimentalmente foi 3,17. Estes
resultados estdo de acordo com os valores preditivos estimados através
de programas de quimioinformatica, que apresentam log P = -0,90 para
a isoniazida e log P = 3,20 para o0 JVA 001.

5.3 OBTENCAO DE NANOPARTICULAS PELA TECNICA DE
DUPLA EMULSAO

A primeira técnica testada foi a de dupla emulsdo com
evaporacdo do solvente, por consistir em técnica descrita na literatura
(PANDEY et al., 2003; SHARMA et al., 2004), amplamente utilizada
para a hanoencapsulacdo de tuberculostaticos. No entanto, nenhuma das
formulagdes testadas com esta técnica apresentou tamanho nanométrico,
como desejavel. Mesmo assim, a eficiéncia de encapsulacdo foi


http://www.molinspiration.com/
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determinada através de espectrofotometria utilizando comprimento de
onda 261nm.

Os valores de eficiéncia de encapsulacdo obtidos apds a
obtencdo de nanoparticulas pela técnica de dupla emulsdo com
evaporacao do solvente estdo representados a seguir na tabela 7.

Tabela 7 - FormulagGes testadas durante a padronizacdo da técnica de
dupla emulsdo (a/o/a) com evaporacdo do solvente para obtencdo de
nanoparticulas poliméricas contendo isoniazida

INHPLGAFarmaco:DCM PvA Diametro  Eficiencia

(mg) (mg) polimero (mL) (FE) Tlfg]')o Encagf’l},agéo

F1 20 100 15 90 1% 12,11 8,19+2,37
F2 40 100 25 90 1% 6,57 5,61+3,14
F3 60 100 35 90 1% 4,15 6,27+2,53
F4 90 100 455 90 1% 4,50 0,80+2,34
F5 120 100 65 90 1% 3,46 2,47+£1,76
F6 20 100 15 9,0 0,5% 7,61 7,83+3,23
F7 40 100 25 9,0 0,5% 3,46 4,98+3,42
F8 60 100 35 9,0 0,5% 7,32 6,81+4,09
F9 90 100 455 90 0,5% 2,08 0,77+2,95
F10 120 100 65 9,0 0,5% 3,81 2,14+3,73
DCM: diclorometano; PVA: alcool polivinilico; FE: fase externa.

Férmula

Ap0s a obtencdo de nanoparticulas poliméricas, tanto placebo
quanto contendo farmaco, foi verificada a formacéo de nanoparticulas
em suspensdo, observadas através de microscopia éptica. A figura 10
apresenta as fotomicrografias obtidas utilizando-se aumentos de 10 e 40
vezes, a partir de suspensdes de nanoparticulas poliméricas contendo os
farmacos JVA 001 e INH, imediatamente ap0s a sua preparagao.
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Figura 10 - Fotos de laminas preparadas com amostras de nanoparticulas
poliméricas brancas (placebo) e contendo os farmacos, INH e JVA 001,
observadas através de microscopia éptica. A: nanoparticulas poliméricas
contendo INH fotografadas em aumento de 10X; B: nanoparticulas
poliméricas contendo JVA 001 fotografadas em aumento de 10X; C:
nanoparticulas poliméricas contendo INH fotografadas em aumento de
40X; D: nanoparticulas poliméricas contendo JVA 001 fotografadas em
aumento de 40X

5.4 OBTENQAO DE NANOPARTICULAS PELAS TECNICAS DE
NANOPRECIPITAQAO E SALTING-OUT

Apbs a verificagdo da baixa eficiéncia de encapsulacdo da
isoniazida em nanoparticulas obtidas pela técnica de dupla emulsdo com
evaporacdo do solvente, testes empregando as técnicas de
nanoprecipitacdo e salting-out foram conduzidos. Além disso, a
influéncia do pH da fase externa também foi avaliada, ja que este fator
poderia estar afetando o grau de ionizagdo do farmaco e,
conseqientemente, a eficiéncia de encapsulagdo das nanoparticulas
contendo isoniazida.
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Os resultados de eficiéncia de encapsulagdo de nanoparticulas
poliméricas contendo isoniazida foram expressos pela média + erro
padrdo da média e estdo representados graficamente na figura 11.
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Figura 11 - Avaliacdo da eficiéncia de encapsulagcdo obtida com as
técnicas de nanoprecipitagdo e salting-out e variacdo do pH da fase
externa. Barras abertas: Nanoprecipitagdo; barras fechadas:
nanoprecipitacdo com salting-out. Os resultados representam a média *
erro padrdo da média de trés experimentos distintos, onde * indicam
diferencas significativas entre os grupos (ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Bonferroni)

A andlise estatistica dos dados apontou diferencas significativas
com relacdo aos valores de eficiéncia de encapsulacdo obtidos
utilizando-se diferentes valores de pH de fase externa e combinacdo das
técnicas de nanoprecipitacdo e salting-out, verificando-se valores
maiores de eficiéncia de encapsulacdo de fArmaco com o uso da técnica
de nanoprecipitacdo em pH=7,0.

Apos a verificacdo do aumento da eficiéncia de encapsulacéo da
isoniazida em nanoparticulas poliméricas obtidas com a utilizacdo da
técnica de nanoprecipitacdo, a eficiéncia de encapsulacdo de JVA 001
foi também avaliada. Nanoparticulas poliméricas contendo JVA 001
foram obtidas utilizando-se a técnica padronizada anteriormente
utilizando-se a isoniazida. A metodologia de gquantificagdo de JVA 001
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utilizada para a determinagdo da eficiéncia de encapsulacdo seguiu as
condicdes cromatograficas previamente descritas.

Os valores experimentais de teor de farmaco e eficiéncia de
encapsulacdo de isoniazida e JVA 001 em nanoparticulas poliméricas,
obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo utilizando pH=7,0 na fase
externa, estdo representados na figura 12.
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Figura 12 - Teor de farmaco e eficiéncia de encapsulacdo de
nanoparticulas poliméricas contendo isoniazida e JVA 001, obtidas pela
técnica de nanoprecipitacdo. Os resultados representam a média + erro
padrdo da média de doze experimentos distintos, onde * indica diferenca
significativa, ap6s analisado pelo teste t de Student.

Estes valores demonstram um aumento significativo na taxa de
eficiéncia de encapsulacdo do JVA 001 em relagcdo a nanoparticulas
contendo isoniazida, obtidas através da mesma técnica de preparacao,
traduzindo-se em valores até 5 vezes maiores no teor de JVA 001
encapsulado.

55 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS
NANOPARTICULAS

Técnicas de microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
emissdo de campo (FEG) e microscopia de forca atbmica (AFM) foram
utilizadas para a obtencdo de imagens amplificadas em até 220.000
vezes. Estas imagens, representadas nas figuras 14, 15 e 16 permitem a
observacdo mais detalhada e individualizada das nanoparticulas, bem
como a avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas e superficiais desses
sistemas.
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5.5.1 Determinacdo do tamanho e potencial zeta das nanoparticulas

A determinacdo do didmetro médio e distribuicdo de tamanho
de nanoparticulas poliméricas é um importante parametro de avaliacdo,
ndo apenas de caracteristicas morfolégicas, quanto para avaliar o
comportamento in vitro ou in vivo de nanoparticulas poliméricas ap6s
sua administracdo. Por tal razdo estes pardmetros devem ser
precisamente caracterizados e avaliados. No presente trabalho, foram
avaliados o didmetro médio de nanoparticulas contendo isoniazida e
JVA 001, bem como nanoparticulas brancas (placebo). A figura 13
resume graficamente os valores de tamanho de particula e carga
superficial.
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Figura 13 - Avaliacdo do tamanho e carga superficial de nanoparticulas
poliméricas brancas e nanoparticulas contendo os farmacos INH ou JVA
001. A. Tamanho e B. Carga superficial de nanoparticulas brancas
(NPB), contendo isoniazida (INH-NP) e nanoparticulas poliméricas
contendo JVA 001 (JVA-NP), obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo
em pH=7,0. Os resultados representam a média * erro padrao da média
de trés experimentos distintos, onde * indicam diferencas significativas
em relacdo ao grupo controle (placebo: NPB) ap6s ANOVA seguido
pelo teste de Bonferroni.

Estes resultados revelam que o didmetro médio das
nanoparticulas apresentou-se similar, apesar do leve aumento no
didmetro médio das nanoparticulas contendo isoniazida em relagéo
aquelas contendo JVA 001 e nanoparticulas brancas. A carga
superficial, representada pelo potencial zeta, foi significativamente
maior em nanoparticulas contendo isoniazida ou JVA 001, quando
comparada a nanoparticulas brancas. Estes dados sugerem que a
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presenca de farmaco altera a carga superficial das nanoparticulas de
PLGA.

5.5.2 Microscopia eletronica de varredura

Através de fotomicrografias obtidas pela técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), é possivel observar que as
nanoparticulas  poliméricas obtidas através da técnica de
nanoprecipitacdo apresentam formato esférico, superficie lisa e
dimensodes submicronicas, ou seja, menores entre 100 nme 1 pm.

Fotomicrografias de nanoparticulas contendo os farmacos, INH
e JVA 001, foram obtidas através da técnica de microscopia eletronica
de varredura e estdo representadas na figura 14.

16.\ X10,000° 1um

Figura 14 - Fotomlcrograflas de nanopartlculas pollmerlcas contendo
farmacos, JVA 001 e INH, obtidas pela técnica de microscopia
eletrénica de varredura (MEV). A, C: Nanoparticulas poliméricas
contendo JVA 001; B, D: Nanoparticulas poliméricas contendo INH

Estas fotomicrografias permitem uma melhor anélise
morfol6gica das nanoparticulas carreadoras, ja& que oferecem uma
amplificacdo de imagem de até 18.000 vezes, onde é possivel observar,



Resultados 51

em primeiro plano, nanoparticulas de maior tamanho e ao fundo, no
segundo plano da imagem, particulas nanométricas de menor didmetro
médio. As imagens foram obtidas empregando-se uma aceleracdo
eletrénica de 5kV, como mostram as figuras 14A e 14B e 10kV, como
observado nas figuras 14C e 14D.

No entanto, amplificagdes na ordem de 100.000 vezes
utilizando esta técnica de microscopia resultaram na degradacdo das
nanoparticulas, inviabilizando as imagens. Este fato foi atribuido ao
aumento exagerado na aceleracdo eletrbnica necessaria, superior a
15kV, sugerindo a utilizacdo técnicas alternativas para a obtencdo de
imagens, buscando maior poder de amplificacdo para uma melhor
caracterizacdo da superficie das nanoparticulas.

5.5.3 Microscopia eletrénica de varredura por emissao de campo

Outra técnica empregada para a avaliagdo morfoldgica e de
superficie das nanoparticulas foi a Microscopia Eletrénica de Varredura
por Emissdo de Campo, conhecida como FEG (Field Emission Gun).
Fotomicrografias obtidas por FEG estdo representadas a seguir na figura
15.

A observacdo das fotomicrografias obtidas pela técnica de FEG,
representadas na figura 15, mostra o poder de amplificagdo de imagem
proporcionado por esta técnica, mantendo-se a integridade das amostras
ja que utiliza uma menor aceleracdo eletrénica (5 kV). Na figura 15F,
por exemplo, é possivel observar o halo, indicado pela seta, formado
devido a degradacdo hidrolitica do polimero durante o preparo da
amostra, ja que as nanoparticulas foram suspensas em agua antes da
obtencdo das imagens. Aumentos de até 220.000 vezes possibilitam uma
visualizacdo detalhada e individualizada das nanoparticulas, permitindo
até mesmo a determinacdo da espessura da parede polimérica.
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Figura 15 - Fotomicrografias de nanoparticulas poliméricas brancas e
contendo farmacos, INH e JVA 001, obtidas através da técnica de
microscopia eletrbnica por emissdo de campo (FEG). A, B:
Nanoparticulas poliméricas brancas. C, D: Nanoparticulas poliméricas
contendo INH. E, F: Nanoparticulas poliméricas contendo JVA 001
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5.5.4 Microscopia de forca atémica

Outra técnica que permite a visualizagdo de nanoparticulas
poliméricas é a microscopia de forgca atdbmica, conhecida por AFM. A
técnica de microscopia de forca atdmica tem sido bem empregada na
caracterizacdo morfolégica de nanoparticulas poliméricas por permitir a
geracdo de imagens tridimensionais de alta resolucdo, além do
detalhamento da superficie em nivel atdmico. Fotomicrografias de
nanoparticulas poliméricas contendo os farmacos utilizados neste
trabalho foram obtidas através da técnica de microscopia de forga
atémica, como observa-se na figura 16.
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Figura 16 - Fotomicrografias de nanoparticulas poliméricas contendo
farmacos, obtidas através da técnica de Microscopia de Forga Atdmica.
A, C: JVA 001; B, D: isoniazida

A microscopia de forca atbmica faz parte de um grupo de
varredura por sonda, na qual o movimento desta sobre a amostra €
realizado pelo sistema de varredura de ponta (“scanner”). Tal ponta ¢
constituida por material piezoelétrico que expande e contrai
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proporcionalmente, conforme a tensdo aplicada. O modo de operagédo
utilizado neste trabalho foi 0 modo de contato, no qual a ponta
permanece em “contato direto” com a amostra durante a medida. Este
modo de operacdo possibilita a varredura em altas velocidades e a
obtencdo de resolucdo atbmica na topografia das imagens e a
investigacdo da amostra em um meio liquido.

56 ~ ANALISE = TERMICA  POR  CALORIMETRIA
EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A aplicacdo de técnicas termoanaliticas tem se tornado um
importante instrumento para a caracterizacdo de farmacos, bem como
para a avaliagdo da interagdo farmaco-excipiente em estudos de pré-
formulacdo e controle de qualidade. Dentre essas técnicas, destaca-se a
calorimetria exploratoria diferencial, mais conhecida por DSC, utilizada
neste trabalho para a verificagdo de interagdes fisico-quimicas entre o
farmaco e a matriz polimérica, além da distincdo entre as diferentes
formas cristalinas dos farmacos INH e JVA 001.

Métodos termoanaliticos como a calorimetria exploratdria diferencial
(DSC), encontram grande utilidade para a analise de diversos polimeros
e tém sido amplamente empregados na investigacao de interacGes fisico-
guimicas entre os polimeros e farmacos em sistemas poliméricos
nanoestruturados carreadores de farmaco. Deste modo, informagdes
Uteis podem ser obtidas com relacdo a morfologia de polimeros
cristalinos ou amorfos e sobre o estado de dispersao sélida ou molecular
do farmaco associado a estes sistemas poliméricos (MAGENHEIM et
al., 1991).

Analises utilizando curvas DSC tém sido utilizadas também para o
estudo das interacBes intermoleculares entre farmacos e adjuvantes,
sendo de grande utilidade em estudos de pré-formulacdo, na medida em
gue podem ser obtidas informagdes sobre potenciais incompatibilidades
fisicas ou quimicas entre o farmaco e os adjuvantes. Também é possivel
investigar reacfes quimicas, como polimerizacdo, despolimerizacdo e
degradacéo.

A figura 17 apresenta as curvas DSC obtidas a partir da analise
calorimétrica exploratdria diferencial de amostras de PLGA, cristais de
farmaco, INH e JVA 001, bem como nanoparticulas poliméricas brancas
e contendo os farmacos INH e JVA 001. As curvas DSC foram obtidas
em atmosfera inerte de nitrogénio, sob fluxo de 100 mL.min™" e razéo de
aguecimento de 10 °C.min™.
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Figura 17 - Andlise calorimétrica exploratéria diferencial (DSC) de
amostras de PLGA, farmacos livres e nanoencapsulados. INH-PLGA-
NP: nanoparticulas poliméricas contendo INH; INH: cristais de
isoniazida; PLGA-NP Branca: nanoparticulas poliméricas brancas
(placebo); PLGA: Acido poli-Latico-co-Gliclico; JVA-PLGA-NP:
nanoparticulas poliméricas contendo JVA 001; JVA: cristais de JVA
001

A curva DSC obtida a partir da analise de amostras de PLGA é
caracteristica de estruturas poliméricas amorfas e mostra um evento
térmico iniciado a 40 °C, correspondente & temperatura de transicio
vitrea (Ty) deste material. Tal evento se repete em todas as amostras
contendo PLGA, como observa-se nas curvas DSC obtidas a partir de
nanoparticulas brancas e contendo INH e JVA 001.

A curva DSC obtida a partir da analise de amostras de
isoniazidaINH demonstra um nitido evento endotérmico em 173,13°C
(AH = 194,90 J.g™), referente & fusdo dos cristais de farmaco. J& no caso
do JVA 001, observa-se um deslocamento deste evento térmico para
125,28 °C, em relacgdo a INH, o que foi atribuido a mudanca
conformacional da molécula e de sua estrutura cristalina.

Com relacdo as nanoparticulas poliméricas contendo INH,
observa-se um evento térmico inicial acerca de 40 °C, que corresponde
exatamente & Ty do PLGA. Além deste, é possivel observar um sutil
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evento na faixa de temperatura compreendida entre 170 e 190 °C,
culminando em 183,41 °C. Este deslocamento em relacdo a curva DSC
da INH é indicativo de interacdo fisico-quimica entre o farmaco e a
matriz polimérica. Ja no caso do JVA 001, a curva DSC demonstra 3
eventos térmicos: o primeiro deles, relacionado ao PLGA, assim como
ocorre com as nanoparticulas contendo INH; o segundo, préximo a 125
°C, referente a presenca de JVA 001 e um terceiro evento endotérmico,
atribuido a formacdo de uma nova estrutura cristalina composta pelo
farmaco e a matriz polimérica, indicativo de possivel interacdo quimica
entre JVA 001 e PLGA.

5.7 DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X

A andlise de amostras de cristais de farmaco foi realizada
através de difracdo de raios-X, com o objetivo de verificar diferengas na
estrutura cristalina do analogo obtido a partir da derivatizacdo da
molécula de isoniazida, bem como evidenciar diferencas nas estruturas
cristalinas dos dois farmacos. A figura 18 apresenta o difratograma
obtido a partir da analise de cristais de isoniazida.

v v .
T
- . - - P -

Figura 18 - Espectro de difracdo de raios-X obtidos a partir de cristais
de farmacos. A: isoniazida; B: JVA 001

Reflexdes intensas observadas em 15,6°, 16,8°, 19,6°, 25,2° e
27,3° utilizando 20 sdo caracteristicas da cristalinidade da isoniazida. O
padrdo cristalografico observado no difratograma 7A obtido através da
andlise experimental de amostras de cristais isoniazida é compativel
com o padrdo cristalografico descrito pelo Cambridge Structral
Database System (ICDD, 1980) onde esta estrutura molecular apresenta-
se como um sistema cristalino ortorrdmbico, com pardmetros
cristalograficos caracteristicos.
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Com a finalidade de verificar alteragdes na estrutura cristalina
da isoniazida, provenientes da conjugacdo do grupamento citral a
molécula, foram realizadas analises para a obtencdo do espectro de
difragdo de raios-X em cristais de JVA 001.

Alteracbes no perfil espectral evidenciam modificacbes na
estrutura cristalina da molécula, atribuidas ao processo de derivatizacdo
molecular, o que reflete na estrutura cristalina do farmaco conforme
observa-se na figura 18B. Comparando-se 0s espectros apresentados na
figura 18 constata-se que a isoniazida apresenta 6 picos principais de
difragdo, 0 que caracteriza sua forma cristalina, enquanto que o JVA 001
apresenta em seu espectro um ndmero maior de picos de difracdo, além
do surgimento de uma intensa reflexdo a 42,9 °, evidenciando uma nova
estrutura cristalina assumida pelo analogo derivado da isoniazida.

5.8 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

A compreensdo do comportamento fisico-quimico de
nanoparticulas poliméricas é objeto de inUmeras pesquisas, sendo que as
principais dificuldades encontradas para a caracterizagdo fisico-quimica
decorrem do tamanho reduzido destas particulas. Através de estudos de
estabilidade em condi¢bes de armazenamento, pode-se assegurar a
qualidade e a integridade das nanoparticulas apds periodos e condigdes
de armazenamento pré-definidas, garantindo a conservagéo da qualidade
original das particulas no momento do tratamento in vitro (HOLZER et.
al., 2009).

Neste estudo de estabilidade objetivou avaliar a integridade das
nanoparticulas poliméricas brancas (placebo) e contendo os farmacos,
isoniazida e JVA 001. Parametros como tamanho, carga superficial e pH
em suspensdo foram avaliados em diferentes periodos de tempo no
decorrer de dois meses. Durante o periodo de estudo, as nanoparticulas
poliméricas foram acondicionadas sob condi¢bes de armazenamento
pré-estabelecidas (-20 °C). Foram monitorados parametros fisico-
guimicos monitorados que poderiam estar relacionados a ocorréncia de
degradacdo fisico-quimica, ap6s 15, 30 e 60 dias de armazenamento. Os
resultados do estudo de estabilidade foram expressos na figura 19.
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Figura 19 - Estudo de estabilidade de nanoparticulas poliméricas
brancas e contendo farmacos, INH e JVA 001, sob condigdes de
armazenamento, durante 60 dias. A: Avaliacdo da eficiéncia de
encapsulacdo; B: Avaliacdo do tamanho; C: Avaliacdo do potencial zeta;
D: Avaliacdo do pH em suspensao
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Como observa-se na figura 19, o pH das suspensbes de
nanoparticulas manteve-se constante ao longo do tempo, demonstrando
a estabilidade fisico-quimica destas formulagdes. Além disso, as
eficiéncias de encapsulacdo das nanoparticulas contendo os farmacos
mantiveram-se inalteradas até o final do estudo, tanto para INH quanto
para JVA 001, assegurando que as concentragdes de farmacos
nanoencapsulados adicionadas as culturas de células nos testes de
avaliacdo da atividade antimicobacteriana mantiveram-se precisas.

Com relacdo ao potencial zeta, representado na figura 19C,
observou-se uma reducdo em mddulo nos valores de carga superficial
em amostras de nanoparticulas contendo isoniazida e JVA 001, ao longo
do periodo de estudo.

5.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA
DE FARMACOS NANOENCAPSULADOS

A viabilidade bacteriana de cepa de M. tuberculosis H37Rv foi
determinada utilizando o método do MTT, conforme descrito
anteriormente. A figura 20 apresenta uma imagem da placa, mostrando a
correspondéncia de cor relacionada ao crescimento ou morte bacteriana.
As concentragcBes de farmacos adicionadas em cada poco estdo
representadas esquematicamente nas figuras 5 e 6

INH JVAQO1

Morte bacteriana

‘ Crescimento

Figura 20 - Exemplo de placa apresentando resultados do ensaio de
MTT. A cor roxa indica viabilidade celular, enquanto que a cor amarela
corresponde a morte bacteriana.
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A partir de metodologia padronizada, adaptada de MSHANA et
al., 1998, determinou-se a viabilidade celular de culturas de M.
tuberculosis, ap6s tratamento com diferentes concentracdes de farmacos
livres ou nanoencapsulados. A figura 21 demonstra os resultados
obtidos através deste modelo, apds tratamento das culturas bacterianas
utilizando-se  diferentes concentragdes de farmacos livres e
nanoencapsulados.
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Figura 21 -Avaliacio da atividade antimicobacteriana de isoniazida e
JVA 001. A: Grupos tratados com isoniazida livre versus JVA 001 livre;
B: Grupos tratados com nanoparticulas contendo isoniazida e JVA 001.
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A atividade antimicobacteriana foi determinada através da redugdo in
vitro do MTT pelo M. tuberculosis H37Rv apds tratamento com
farmaco livre e nanoencapsulado, em diferentes concentracdes. Os
resultados representam a média + erro padrdo da média de 3
experimentos independentes, com leituras em triplicata, onde * indica
diferenca significativa entre 0s grupos apds a andlise estatistica
empregando teste t de Student.

Como pode ser observado na figura 21A, o tratamento das
culturas bacterianas com diferentes concentracdes de JVA 001
apresentou um perfil de atividade inibitéria similar ao da isoniazida
livre, determinado através do modelo experimental in vitro padronizado
no presente estudo.

Ja na figura 21B observa-se que nanoparticulas contendo JVA
001 apresentaram uma atividade antimicobacteriana superior a de
nanoparticulas poliméricas contendo INH. Constata-se uma tendéncia da
inibicdo do crescimento de M. tuberculosis H37Rv em concentragdes
menores de JVA 001 encapsulado, quando comparado a mesma
concentracdo de INH encapsulada. Quando encapsulado, o analogo da
isoniazida, JVA 001, exerce seu efeito inibitério em concentracfes a
partir de 1 uM, enquanto que nanoparticulas poliméricas contendo INH
inibem o crescimento micobacteriano em concentracdes a partir de 3
UM,

A concentracdo minima necessaria para inibir o crescimento de
M. tuberculosis H37Rv foi determinada através do método do MTT
apos 2, 5 e 7 dias pds-tratamento, com os farmacos INH e JVA 001
livres e nanoencapsulados, e foi avaliada comparativamente conforme
mostra a figura 22.

A figura 22A demonstra a diminuicdo na atividade
antimicobacteriana de nanoparticulas contendo isoniazida, verificada
diretamente em culturas de M. tuberculosis, em relacdo ao farmaco
livre. Por outro lado, o tratamento das culturas com JVA 001 ndo
apresentam qualquer perda em sua eficacia quando este ¢ administrado
em sua forma nanoencapsulada. A figura 22B mostra o perfil inibitorio
de crescimento micobacteriano de JVA 001 nanoencapsulado, idéntico
ao do farmaco livre.
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Figura 22 - Avaliagdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) do
crescimento de M. tuberculosis H37Rv. As determinacdes de MIC
foram realizadas através do método do MTT, apds 2, 5 e 7 dias pds-
tratamento com os farmacos isoniazida e JVA 001, livres e
nanoencapsulados. A: Isoniazida livre versus nanoencapsulada B: JVA
001 livre versus nanoencapsulado. Estes resultados representam a média
+ erro padrdo da média de 3 experimentos independentes, com leituras
em triplicata, onde * indica diferenca significativa entre os grupos apés
a analise estatistica empregando teste t de Student.
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5.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA
EM MACROFAGOS INFECTADOS

Além dos ensaios de viabilidade bacteriana pelo método do
MTT, através dos quais pode-se avaliar a acdo direta dos farmacos livres
e nanoencapsulados sobre a viabilidade do bacilo, avaliou-se também a
viabilidade antimicobacteriana em macrofagos infectados, utilizando-se
0 método do MTT com adaptacdes.

Apos infeccdo com o M. tuberculosis H37Rv, os macrofagos
infectados foram tratados e cultivados por 2, 4 e 6 dias. Apds este
periodo as células foram lisadas e as bactérias intracelulares liberadas a
partir da lise foram semeadas em placas de Petri contendo meio 7H10.
As colbnias bacterianas foram contadas na placa apos 28 dias de
incubagdo, conforme descrito anteriormente. Para fins ilustrativos,
imagens de culturas de macrofagos infectados pelo M. tuberculosis
H37R estdo representadas na figura 23.

A : | B

g
o

Figura 23 - Macrdéfagos em cultura infectados com M. tuberculosis
corados com Kinyoun. A. MOI 3; B. MOI 30. As células foram
incubadas por 24 horas, infectadas durante 4 horas, lavadas, e
observadas em aumento de 40X.

Estes macrofagos infectados foram postos em placas de Petri ¢,
apos realizada a lise celular, as bactérias liberadas para o meio de
cultura, plagueadas e incubadas, como mostra a figura 24.
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Figura 24 - Ensaio de morte intracelular de M. tuberculosis H37Rv em
macrofagos ap6s exposicédo a diferentes tratamentos.
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A figura 24A mostra 0 grupo controle negativo, com
macréfagos sem tratamento, apds 6 dias de incubacdo. J& na figura 24B
observa-se 0 grupo controle positivo, contendo macréfagos infectados
com M. tuberculosis H73Rv, sem tratamento, ap6s 6 dias de incubagéo.
A figura 24C apresenta o grupo tratado com INH [100pg/mL] em
cultura de  macréfagos infectados pelo H37Rv, ap6s 6 dias de
incubagdo. A figura 24D mostra o grupo tratado com JVA [100pg/mL]
composto por macréfagos infectados apds 6 dias de incubacdo. A figura
24E mostra o grupo tratado com nanoparticulas contendo INH
[100ug/mL e a figura 24 F mostra o grupo tratado com nanoparticulas
contendo JVA [100ug/mL], apds 6 dias de incubacéo.

Os resultados obtidos a partir do modelo experimental de
infeccdo de macrofagos por M. tuberculosis H37Rv em cultura, apés o
tratamento com diferentes concentracbes de farmacos livres e
encapsulados, estdo representados graficamente na figura 25.
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Figura 25 - Avaliagio da atividade antimicobacteriana de
nanoparticulas contendo JVAOOL 6 dias pos-tratamento com diferentes
concentracdes de JVA 001 nanoencapsulado. As determinacgdes foram
realizadas através do método do MTT, em macroéfagos murinos (M®D)
infectados com M. tuberculosis H37Rv. Os resultados representam a
média + erro padrdo da média de 3 experimentos independentes, com
leituras em ftriplicata, onde * indica diferengas significativas entre 0s
grupos, ap6s a analise estatistica dos dados por ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni.



Resultados 66

Os dados apresentados na figura 25 demonstram a diminuigéo
na viabilidade intracelular de M. tuberculosis, 6 dias apds o tratamento
Gnico com 100 pg/mL de JVA 001 nanoencapsulado quando comparado
aos demais grupos tratados, caracterizando o efeito inibitério dose-
dependente efetivamente maior quando comparado ao farmaco livre.

A partir do mesmo modelo experimental, foram obtidos
resultados que permitiram avaliar a atividade inibitdria intracelular em
culturas de macrofagos infectados pelo M. tuberculosis H37Rv apos 2, 4
e 7 dias pods-tratamento com o farmaco nanoencapsulado, na
concentragdo mais efetiva [100 pg/mL], determinada em experimentos
anteriores ja demonstrados. Estes resultados estdo representados na
figura 26.
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Figura 26 - Avaliagdo da atividade antimicobacteriana de

nanoparticulas contendo 100 pg/mL de JVA 001, ap6s 2, 4 e 6 dias de
tratamento. As determinacGes foram realizadas através do modelo de
macrofagos murinos (M®) infectados com M. tuberculosis H37Rv. Os
resultados representam a média + erro padrdo da média de 3
experimentos independentes, com leituras em triplicata, onde * indica
diferencas significativas entre 0s grupos, apds a analise estatistica dos
dados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni.

Um efeito inibitério tempo-dependente foi observado apés o
tratamento das culturas de células infectadas pelo M. tuberculosis com o
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farmaco eleito, JVA 001, livre e encapsulado. Tal efeito inibitério foi
mais pronunciado em grupos tratados com JVA 001 nanoencapsulado,
na concentragdo de 100 pg/mL, apresentando-s mais efetivo e
prolongado em relacdo aos grupos tratados com o farmaco livre. Além
disso, a inibicdo do crescimento micobacteriano persistiu durante todo o
periodo de estudo, mostrando-se mais acentuada no sexto dia de estudo.

Por outro lado, 0s grupos tratados com a mesma concentragdo
de farmaco livre apresentaram uma recuperacdo do crescimento
bacteriano, que pode ser observada ap6s 4 dias do inicio do tratamento.



6. DISCUSSAO
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Embora potencialmente curativo, o tratamento farmacolégico
da tuberculose apresenta diversas limitacdes relacionadas a falta de
adesdo do paciente, atribuidas principalmente aos longos regimes
terapéuticos (6 a 9 meses), ocorréncia de toxicidade e a manifestacdo de
inimeros efeitos adversos em pacientes tratados (GELPERINA et al.,
2005). Estas limitagBes tém sido relacionadas ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana as diferentes classes de antimicrobianos,
motivando a investigacdo e a descoberta de novas moléculas ativas
contra o M. tuberculosis, bem como o estudo e a criacdo de novos
esquemas terapéuticos que aumentem a eficacia do tratamento.

O Ministério da Saude do Brasil prop6s recentemente um novo
esquema terapéutico para o tratamento da tuberculose, vigente a partir
de 2009. Dentre as alteragdes, destacam-se a introdugdo de um quarto
farmaco, o etambutol, durante os dois primeiros meses de tratamento, e
a associacdo dos quatro farmacos - isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e etambutol — formulados em um Unico comprimido,
formando a dose fixa combinada (VRANJAC, 2010).

A isoniazida possui uma das mais simples e eficazes estruturas
guimicas ja sintetizadas, apresentando excelente atividade inibitéria
contra o M. tuberculosis. Por esta razdo, permanece como farmaco de
primeira escolha na terapia farmacoldgica da tuberculose (VILCHEZE
& JACOBS, 2007).

Por tratar-se de um tradicional tuberculostatico, a isoniazida foi
eleita como estrutura lider do presente estudo. Inicialmente, estudos de
pré-formulacdo foram conduzidos para encapsular esta molécula em
sistemas poliméricos nanoparticulados, visando o0 aumento da
permeabilidade intracelular do farmaco. Estes sistemas foram formados
a partir de um polimero bem descrito na literatura, o PLGA, e utilizado
neste tipo de formulacdo ha mais de uma década.

A escolha do polimero baseou-se na versatilidade deste co-
polimero, composto por mondmeros hidrofilicos e hidrofébicos, além do
fato de ser um polimero aprovado para 0 uso em humanos pelo FDA.
Considerando as diferentes proporcfes de acido latico e glicolico
disponiveis, este polimero permite o controle de importantes
caracteristicas dos sistemas de liberacdo formados, tais como tempo de
liberacdo, capacidade de incorporacdo tanto de farmacos polares como
apolares e funcionalizacéo de superficie.

Véarios métodos tém sido descritos para a obtencdo de
nanoparticulas de PLGA encapsulando farmacos, como estratégias
terapéuticas promissoras para o tratamento da tuberculose. A maioria
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deles pode ser inserida no grupo de técnicas envolvendo a polimerizacdo
in situ de monémeros ou co-polimeros pré-formados, como é o caso do
PLGA.

Dentre 0os métodos de obtencdo de nanoparticulas, podemos
citar a dupla emulsdo com evaporacao do solvente, a hanoprecipitacao e
salting-out. A selecdo da técnica que melhor se adapta a obtengdo de
nanoparticulas, resultando em elevado teor de farmaco encapsulado e
caracteristicas morfoldgicas ideais, baseou-se, sobretudo, nas
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco combinada a escolha do
polimero (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

O maior desafio para a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos é
a perda do farmaco para a fase aquosa da emulsdo, durante a formacédo
das nanoparticulas. Juntamente com a difusdo para a fase externa, o
material restante pode migrar para a superficie da particula antes que ela
se endureca. Para minimizar esses problemas, as goticulas orgéanicas
contendo polimero devem ser endurecidas em nanoparticulas o mais
rapidamente possivel ap6s a sua formacao (BILATI et al, .2005).

Neste trabalho, trés técnicas descritas na literatura foram
testadas para a nanoencapsulacdo dos farmacos em matrizes poliméricas
compostas de PLGA. Foram elas a dupla emulsdo com evaporacdo do
solvente (PANDEY et al., 2003), salting-out (SONG et al., 2008) e
nanoprecipitacdo (BARICHELLO et al., 1999).

A preparacdo de nanoparticulas de PLGA contendo isoniazida
foi primeiramente testada empregando-se uma técnica que envolve a
formagdo de uma dupla emulsdo, uma vez que é conhecido que
farmacos hidrofilicos podem facilmente se difundir em direcdo a fase
aquosa da preparacdo e conduzir & obtengdo de baixos valores de
eficiéncia de encapsulagdo (PELTONTEN et al., 2004; BILATI et al.,
2005; SONG et al., 2008).

No entanto, o estudo preliminar utilizando diferentes
proporcBes farmaco:polimero através desta técnica resultou em
eficiéncias de encapsulacdo muito baixas, com valores entre 0,77 e
8,14%. Além disso, o didmetro médio de particula obtido com esta
técnica foi avaliado microscopicamente, apresentando valores de
tamanho de particula superiores a 1 micrémetro, como observado na
tabela 7.

No entanto, estes resultados iniciais foram importantes e
possibilitaram a comparacdo entre as eficiéncias de encapsulacdo
obtidas com diferentes proporcdes de farmaco:polimero, mostrando uma
tendéncia de aumento nos valores de eficiéncia de encapsulagdo na
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proporcdo 1:5, empregada nas formulagGes F1 e F6. Desta forma, tal
propor¢do foi selecionada como base para o inicio dos estudos de pré-
formulag@o com outras técnicas de obtencdo de nanoparticulas.

Desta forma, compreende-se que os valores de eficiéncia de
encapsulacdo encontrados nas formulacGes apos o ajuste da fase aquosa
a pH 5,0 ndo foram significativamente maiores, provavelmente porque a
hidrofilia do fa&rmaco néo tenha sido afetada pela variagdo do pH.

Estes resultados iniciais levaram a conclusdo de que a técnica
de dupla emulsdo com evaporacdo do solvente ndo se mostrou adequada
para a nanoencapsulacdo desta entidade quimica, a isoniazida. Por esse
motivo, um novo estudo de formulagdo foi conduzido utilizando-se
desta vez outra técnica indicada para encapsulagdo de farmacos
hidrofilicos. Esta técnica foi a nanoprecipitacdo, adaptada da
metodologia descrita por BILATI e colaboradores, em 2005. Este
método de preparacdo foi ainda combinado com outra técnica de
obtencdo descrita na literatura, o salting-out, entretanto ndo apresentou
vantagens em relacdo a nanoprecipitacdo. Desta forma, a técnica de
nanoprecipitacao foi padronizada para utilizagdo nos experimentos com
a molécula de JVA 001 e de avaliacdo da atividade antimicobacteriana,
conforme descrito a seguir.

Nanoparticulas obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo
apresentaram uma eficiéncia de encapsulacdo da isoniazida trés vezes
maior que aquelas obtidas utilizando-se a técnica de dupla emulsdo com
evaporagdo do solvente, partindo-se de um valor méximo de 8,14%,
obtido pela técnica de dupla emulsdo, para um valor maximo de
22,59%, obtido por nanoprecipitacéo.

Além disso, nanoparticulas formadas por esta técnica
apresentaram dimensdes nanomeétricas e o valor de pH mais préximo ao
fisiolégico; enquanto que particulas obtidas pela técnica de dupla
emulsdo apresentaram didmetro médio maior que 1 micrébmetro. A
analise estatistica destes dados indicou que a técnica empregada afetou
significativamente a eficiéncia de encapsulacdo de farmaco no interior
das nanoparticulas. Além disso, estudos na literatura (GOVENDER et
al., 1999; SHARMA et al., 2004) sugerem que, no caso de farmacos
hidrofilicos como a isoniazida, uma fracdo do farmaco adicionado a
formulacdo esteja associada as nanoparticulas poliméricas por adsorcéo,
em decorréncia da alta hidrofilia do farmaco e da superficie hidrofilica
das particulas.

Ap6s a analise comparativa dos resultados obtidos por dupla
emulsdo, nanoprecipitacdo e salting-out, apresentados nas figuras 11 e
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12, a técnica utilizada para a obtencdo das nanoparticulas poliméricas
foi a deposicdo interfacial do polimero ou nanoprecipitacéo,
primeiramente descrita em 1989 por FESSI e colaboradores.

O principio de formagdo das nanoesferas por esta técnica tem
sido explicado pela turbuléncia interfacial gerada durante o
deslocamento do solvente, permitindo que gotas submicrométricas
sejam formadas e estabilizadas por uma camada de polimero que se
deposita na interface entre a fase interna, contendo o farmaco, e a fase
externa da emulsdo, fornecendo uma barreira mecéanica para a
coalescéncia (BILATI et al., 2005).

A utilizacdo desta técnica mostrou inUmeras vantagens, tais
como rapidez e facilidade de preparagdo, ndo sendo necessarios longos
periodos de agitacdo ou sonicacdo das amostras, nem tampouco a
utilizacdo de altas temperaturas, o que poderia resultar em degradacdo
dos farmacos. Além disso, a nanoprecipitacdo foi capaz de produzir
particulas de tamanhos bastante reduzidos, com baixos indices de
polidispersdo (BILATI et al., 2005).

A nanoprecipitacdo pode ser utilizada para a encapsulacdo de
substancias hidrofoébicas e hidrofilicas. Porém, a eficiéncia de
encapsulacdo de substancias hidrofilicas é geralmente baixa, devido a
migracdo destas para a fase aquosa (SONG et al., 2008). Vérios estudos
tém sido realizados com o intuito de melhorar a eficiéncia de
encapsulacdo de farmacos hidrofilicos. A variacdo de pardmetros como
0 pH da fase aquosa e a adicdo de novos excipientes as formulages vem
sendo explorada com sucesso na melhoria da encapsulacdo destes
farmacos (GOVENDER et al., 1999; BARICHELLO et al., 1999).

No entanto, com o0 aumento da hidrofobicidade molecular
obtida através da conjugagdo do grupamento citral a molécula de
isoniazida, obteve-se aumento de cerca de 200% na eficiéncia de
encapsulacdo, o que equivale a um aumento de aproximadamente 7
vezes no teor de farmaco encapsulado. Este aumento foi atribuido ao
modo de associa¢do do farmaco a matriz polimérica, e a diminuicdo da
afinidade do farmaco pela fase aquosa da emulsdo.

Trabalhos na literatura demonstram a empregabilidade de
ferramentas, como por exemplo, DSC e difracdo de raios X em estudos
de pré-formulacdo. No caso das nanoparticulas, esta técnica é utilizada
para a verificacio da presenca e intensidade de interagdes
intermoleculares entre o farmaco e a matriz poliméricas (GUTERRES et
al., 1995).
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Diferencas na forma cristalina do analogo sintetizado foram
detectadas através da andlise dos difratogramas de raios-X apresentados
na figura 18, nos quais a isoniazida apresenta 6 picos principais de
difracdo, o que caracteriza sua cristalina ortorrémibica. J4 o JVA 001
apresenta em seu espectro um ndmero maior de picos de difracdo, além
do surgimento de uma intensa reflexdo em 42,9°, evidenciando que a
conjugacdo de um grupamento provocou alteragbes na estrutura
cristalina da molécula.

A técnica de difratometria exploratoria diferencial permite a
rapida avaliacdo de possiveis interacfes entre farmacos e excipientes
através do aparecimento, deslocamento ou desaparecimento de eventos
endotérmicos ou exotérmicos nas curvas DSC de misturas de farmaco-
excipiente (RABEL, 1999).

A analise térmica engloba um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade da amostra é analisada em funcéo do tempo ou temperatura,
enquanto é aquecida ou resfriada, em uma atmosfera especifica, em
propor¢do fixa de mudanga de temperatura ou temperatura constante. A
aplicacdo de métodos térmicos de andlise, em especial a calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), tem sido de fundamental importancia no
estudo de caracterizacdo das matérias-primas e desenvolvimento de
produtos farmacéuticos (GIRON, 1986).

Na é&rea de micro e nanoencapsulacdo, 0s métodos
termoanaliticos vém sendo amplamente utilizados para a analise dos
polimeros, principalmente através da avaliagio do grau de
cristanilidade, bem como para verificar a presenga de interagBes entre o
farmaco e a matriz polimérica (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003;
GRUNENBERG et al., 1996).

Neste trabalho, as curvas DSC do polimero empregado para
preparacdo das nanoparticulas, 0 PLGA, e dos farmacos utilizados na
preparacdo dos sistemas nanoestruturados, isoniazida e JVA 001, foram
obtidas na faixa de temperatura compreendida entre 0 e 230 °C, e
encontram-se demonstradas na figura 17.

A curva DSC obtida para o0 PLGA evidencia a transicao vitrea
(Tg) do polimero na temperatura de 49,3 °C, condizente com a Tg
descrita na literatura (TURK et al., 2009). Além disso, ndo foi
observado evento endotérmico caracteristico de fuséo, sugerindo assim
qgue o polimero ndo apresenta um estado cristalino definido, o que
demonstra sua natureza amorfa.

Observa-se que o polimero apresenta um comportamento
tipicamente amorfo e, & medida que o processo de degradacdo avanca,
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ocorre 0 aparecimento de picos endotérmicos nas curvas DSC dos
farmacos livres e nanoparticulas contendo farmacos. Picos indicam
eventos térmicos relacionados a degradacdo térmica dos cristais de
farmaco (LI & MCCARTHY, 1999).

As curvas DSC referentes a isoniazida pura, JVA 001 e as
nanoparticulas brancas e contendo farmaco estéo representadas na figura
13. A amostra de isoniazida caracterizada termicamente apresentou um
evento endotérmico na faixa de temperatura entre 170,45 — 177,31 °C,
caracteristico do processo de fusdo deste farmaco (Tpic, = 172,51 °C;
AHgys30 = -234,22J/9). J4 no caso do seu derivado hidrofdbico, alteractes
na estrutura cristalina do farmaco refletiram em sue comportamento
térmico, apresentando um evento endotérmico na faixa de temperatura
entre 113,55 — 132,10 °C, relativo ao processo de transicdo cristalina
(Tpico = 124,83 °C; AHyysz0 = -81,88J/0).

Em relacdo a amostra de nanoparticulas contendo isoniazida, é
possivel observar a ocorréncia de um evento endotérmico, ainda que
sutil, na faixa de temperatura entre 169,02 — 189,73 °C, préxima a faixa
de temperatura observada com o farmaco livre. Entretanto o
comportamento térmico de nanoparticulas contendo isoniazida foi muito
semelhante aquele observado na andlise de nanoparticulas brancas
(placebo). Por outro lado, a analise da amostra de nanoparticulas
contendo JVA 001 apresentou um comportamento térmico distinto,
tendo sido observados dois eventos endotérmicos nas temperaturas de
121,42 °C (AHggsso = -4,30 J/g) e 184,95 °C (AHgg = -6,04J/Q).

Conclui-se, portanto, que a presenga de JVA 001 em
nanoparticulas de PLGA deslocou o evento endotérmico ocorrido em
124,83 °C para 121,42 °C, com o surgimento de um novo evento
endotérmico na temperatura de 184,95 °C, sugerindo a presenca de
interacdo entre o farmaco e a matriz polimérica. Cabe salientar que, no
caso de sistemas nanoestruturados poliméricos, a interacdo entre o
farmaco e o sistema é esperada, demonstrando assim que o farmaco
encontra-se encapsulado ou de certa forma ligado a matriz polimérica.

A baixa eficiéncia de encapsulacdo de farmacos hidrofilicos é
um problema conhecido e relatado na literatura (GOVENDER et
al.,1999; BILATI et al., 2005; PELTONEN et al., 2004), sendo que sua
encapsulacdo constitui um grande desafio para os pesquisadores desta
area. Deste modo, atribuiu-se a baixa eficiéncia de encapsula¢do da
isoniazida & sua alta hidrossolubilidade (140 mg/mL) e grande afinidade
pela fase aquosa durante o processo de preparacdo das nanoparticulas,
mais especificamente na etapa de emulsificacdo, onde a isoniazida tende
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a se difundir do interior das particulas para a fase externa da emulséo.
Visando contornar este problema, algumas técnicas foram empregadas
como artificios para aumentar a eficiéncia, como a varia¢do do pH da
fase externa e saturacdo da solugcdo aquosa através da adi¢do de CaCl,
(salting-out). As nanoparticulas obtidas por nanoprecipitacdo com
diferentes valores de pH da fase externa, ajustados para 5,0; 7,0 e 9,0,
apresentaram diferencas significativas relacionadas a eficiéncia de
encapsulacdo da isoniazida. Além disso, associada a nanoprecipitacdo, a
técnica de salting-out foi empregada através da adicdo de 0,1 e 1,0% de
cloreto de célcio visando a saturacdo da solucao aquosa da emulséo.

Estudos mostram que a adicdo de sais eletrolitos a formulagédo
afeta o gradiente osmotico entre a fase interna e a fase externa, e que
isto pode ter um impacto na eficiéncia de encapsulacdo de farmacos
hidrofilicos (UCHIDA et al., 1997; FREYTAG et al., 2000). Além
disso, a adigdo de sais de cloreto alteram as propriedades da fase externa
de uma emulsdo dleo/agua. No entanto, a adicdo de sal a fase externa da
emulsdo tem um impacto maior nas caracteristicas superficiais de
particula, apesar da eficiéncia de encapsulacdo ndo ter sido
marcadamente beneficiada na pratica (PELTONEN et al., 2004).

No presente estudo, resultados obtidos experimentalmente
demonstram que a adicdo de eletrolitos & fase externa da emulsdo ndo
foi efetiva em aumentar a eficiéncia de encapsulacéo da isoniazida em
nanoparticulas de PLGA obtidas pela técnica de nanoprecipitacéo.

Trabalhos demonstram que sistemas constituidos de PLGA
encapsulando a isoniazida apresentam eficiéncia de encapsulacéo entre
11-16% (DUTT et al.,, 2001). Neste trabalho, sistemas carreadores
poliméricos nanoparticulados, contendo isoniazida, apresentaram
eficiéncia de encapsula¢do média de 20%.

Visto 0s baixos valores de encapsulacdo obtidos para
nanoparticulas poliméricas, obtidas através do emprego de trés
diferentes técnicas de preparagdo, partiu-se para uma nova estratégia
visando o aumento da eficiéncia de encapsulacdo, que consistiu na
derivatizacdo molecular da isoniazida. Buscando-se o aumento da
hidrofobicidade molecular, de modo a diminuir a tendéncia de difuséo
do farmaco para a fase aquosa, conjugou-se através de sintese organica,
grupamento citral a molécula de isoniazida, tornando-a mais
hidrofébica.

No ano de 2002, ZHOU e colaboradores demonstraram um
aumento de 220 vezes na hidrofobicidade da isoniazida, obtido através
da conjugacdo da molécula com cétions hidrofébicos provenientes de
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tetralquilamdnio, mostrando uma estratégia alternativa para a
encapsulacdo da isoniazida em microparticulas de PLGA.

A lipofilicidade é uma das mais importantes caracteristicas
fisico-quimicas da molécula, a qual determina significativamente o
comportamento de novas entidades quimicas em um sistema bifasico.
Em termos biolégicos, a lipofilicidade determina a solubilidade de
farmacos em fluidos biolégicos, penetragdo através de membranas, taxa
de absor¢do no trato gastrointestinal, afinidade pelo plasma e proteinas
teciduais e distribuicdo em compartimentos especificos do corpo ou
acumulagéo no organismo (PLISKA et al., 1996).

Além de estar relacionada com a farmacodindmica, a
lipofilicidade afeta também a farmacocinética de potenciais novos
farmacos. Portanto, a determinacdo da lipofilicidade no estagio inicial
do desenvolvimento pode evitar problemas relacionados a baixas
propriedades de ADME - absorcdo, dissolucdo, metabolizacdo e
excrecdo - melhorando desta forma sua eficacia terapéutica
(MRKVICKOVA et al., 2008).

O meétodo experimental para determinacdo da lipofilicidade
baseia-se na particdo da molécula em um sistema composto por duas
fases imisciveis. Além dos métodos experimentais, o log P pode ser
estimado através de programas computacionais baseados em diversos
modelos matematicos. Os modelos matematicos mais frequentemente
utilizados baseiam-se nas subestruturas, o qual prediz o log P
considerando a contribuicdo de cada fragmento da molécula; ou na
molécula como um todo, no qual caracteristicas moleculares como
lipofilicidade potencial, propriedades moleculares como volume, peso
molecular e area de superficie (MRKVICKOVA et al., 2008).

O aumento da hidrofobicidade molecular, caracterizada pelo
coeficiente de particdo 6leo / dgua e representado pelo log P, aumenta
ndo sé a permeabilidade de farmacos através de membranas celulares
lipoproteicas, como também facilita a encapsulacdo de farmacos em
sistemas poliméricos nanoestruturados formados por PLA e PLGA
(WISCHKE et al., 2008).

Neste trabalho, valores obtidos experimentalmente mostraram-
se muito proximos aos valores preditivos estimados por
guimioinformatica. O valor experimental obtido nas analises com JVA
001 foi log P=3,174,condizente com o valor preditivo, log P=3,203.
Estes valores confirmam o aumento de hidrofobicidade, resultante da
conjugacdo de um grupamento hidrofébico a molécula de isoniazida do
novo analogo da isoniazida, JVA 001, em relacdo aos valores tedricos e
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preditivos da molécula de isoniazida, log P= -0,8. Valores negativos de
log P indicam que a molécula é hidrofilica, ou seja, apresenta maior
afinidade pela agua; enquanto que valores positivos de log P indicam
hidrofobicidade molecular.

O JVA 001 apresentou atividade inibitoria equivalente a da
isoniazida in vitro, além de ter proporcionado um aumento na eficiéncia
de encapsulagdo na ordem de 200%. O aumento na encapsulagdo do
novo analogo refletiu em aumento da atividade de nanoparticulas
contendo o JVA 001, consistente com a maior inibi¢do do crescimento
do patdgeno intracelular, observado em cultura de macréfagos
infectados in vitro.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie de
nanoparticulas poliméricas, o qual é influenciado por mudancas na
interface entre o polimero e 0 meio dispersante, em raz&o da dissociacao
de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersao.

As caracteristicas de superficie das particulas também podem
alterar a resposta biologica do farmaco associado. Quando
administrados  intravenosamente,  sistemas de  nanoparticulas
convencionais sdo rapidamente removidos da circulagdo sanguinea pela
acdo de células do sistema fagocitario mononuclear, dificultando a
chegada do farmaco ao sitio de acdo. Diferentes estratégias tém sido
propostas para modificar a distribuicdo in vivo das nanoparticulas,
baseadas principalmente na reducdo da hidrofobicidade da superficie
das particulas através da adsorcéo fisica de um polimero hidrofilico
como o polietilenoglicol.

A determinacdo do potencial zeta também pode ser util na
elucidacdo do mecanismo de associacdo de farmacos as nanoparticulas.
Um exemplo desta abordagem é dado no trabalho de BLANCO &
ALONSO em 1997, onde o potencial zeta de nanoesferas foi
determinado para se inferir sobre o mecanismo pelo qual o farmaco,
sulfato de amicacina, interage com o PLGA.

Desta forma, foi verificado que, quando o farmaco foi
adicionado as nanoparticulas em quantidades crescentes, a reducéo, em
madulo, do potencial zeta foi concordante com o aumento da taxa de
associacdo do farmaco. Naquele trabalho, os autores sugerem que ocorre
uma interagdo eletrostatica entre o farmaco e o polimero.

InformagBes relevantes sobre a estabilidade de nanoparticulas
em suspensdo podem ser obtidas mediante 0 monitoramento do pH em
fungdo do tempo. Por exemplo, a alteragdo do pH pode ser indicio de
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degradacdo do polimero. Em trabalho realizado por CALVO e
colaboradores (1996) foi verificada uma diminuicdo da massa molar da
PLGA em suspensdes de nanoesferas, apos 6 meses de armazenamento,
com conseqliente diminuigdo do pH destas formulagdes.

No entanto, a diminuicdo dos valores de pH de suspensdes
coloidais poliméricas, em um curto periodo de tempo, pode ser atribuida
tanto a ionizacdo de grupos carboxilicos presentes no polimero, quanto a
hidrolise, dependendo da hidrofobicidade do poliéster. Suspensdes de
nanoparticulas preparadas com PLGA apresentaram reducéo dos valores
de pH, em periodo de 3 a 5 meses. Este fato foi atribuido a exposicao de
um maior nimero de grupos acidos carboxilicos terminais, em fungéo
do tempo, promovida pelo relaxamento das cadeias poliméricas.

Neste trabalho, realizou-se o monitoramento do pH nas
suspensBes de nanoparticulas durante o periodo de armazenamento. Nao
foram observadas diferencas significativas na diminuicdo do pH das
suspensdes de nanoparticulas placebo (NPB), nem daquelas contendo os
farmacos isoniazida e JVA 001. Esta estabilidade aumentada em relacéo
a literatura foi atribuida as condicfes de armazenamento, nas quais as
particulas permaneceram congeladas a uma temperatura de — 20 °C.

Diferentes técnicas de microscopia tém sido empregadas para a
caracterizacdo morfoldgica de nanoparticulas poliméricas, afim de
observar a forma e caracteristicas de superficie, como porosidade e
deposicdo de cristais na superficie das particulas. Além disso, particulas
obtidas utilizando a técnica de nanoprecipitagdo apresentaram didmetro
médio submicrénico, ou seja, menor do que 1 um, o que pode ser
observado através da analise das imagens obtidas por microscopia
optica. O didametro médio da particula obtido com a técnica de
nanoprecipitacdo encontrou-se dentro da faixa de tamanho desejavel
para administracdo pela via pulmonar (VERMA et al., 2008).

O emprego da nanotecnologia torna possivel a vetorizacdo de
agentes antimicrobianos e tem sido bem descrito na literatura,
especialmente relacionado a entrega intracelular de agentes
antimicobacterianos a macroéfagos infectados. Muitos microrganismos
sdo capazes de sobreviver dentro de células fagociticas, através de
mecanismos de prote¢do e subversdo da resposta imune do hospedeiro e
de resistir ao tratamento farmacoldgico, devido a baixa penetracdo
destes fArmacos nos macréfagos infectados (HEARN et al., 2009).

InfecgBes por M. tuberculosis e M. avium tém recebido atengdo
especial devido ao aumento da incidéncia, freqlientemente associada a
infeccdo pelo virus HIV. A encapsulacéo de varios antibiéticos tem sido
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bem sucedida, apresentando aumentos na atividade antimicobacteriana
em macrofagos infectados in vitro e em modelos de infec¢do in vivo
(ZHANG et al., 2010).

No caso da tuberculose, a incorporacdo de farmacos em
nanoparticulas visa o aumento da biodisponibilidade intracelular,
através da inducdo da fagocitose por estas células de forma a facilitar a
entrega intracelular de farmacos, caracterizando seu emprego como
carreador (PANDEY et al., 2003, SHARMA et al.,2004, VERMA et al.,
2008).

O pH da fase aquosa afeta o grau de ionizacdo de farmacos e,
logo, sua solubilidade. Um farmaco ionizado tende a permanecer na fase
aquosa, enquanto que sua forma molecular estard mais provavelmente
associada a fase organica contendo o polimero, 0o que favorece a
encapsulacdo de farmacos. Estudos sugerem que o simples ajuste do pH
da fase externa poderia aumentar a eficiéncia de encapsulacdo de
farmacos no interior de nanoparticulas de PLGA (FREYTAG et al.,
2000; PELTONEN et al., 2004).

Vérios estudos tém demonstrado que a variacdo de pardmetros
como o pH da fase aquosa e a adicdo de novos excipientes as
formulagBes podem melhorar significativamente a encapsulagdo de
farmacos hidrofilicos (GOVENDER et al., 1999; BARICHELLO et al.,
1999; LEO et al.,, 2004). Desta forma, a tentativa de aumentar a
eficiéncia de encapsulacdo de farmaco baseou-se no trabalho de FARIA
e colaboradores (2005) que demonstra melhores eficiéncias de
encapsulacdo obtidas através da acidificagdo da fase aquosa, ajustada a
pH 3,0.

Apesar de estudos sugerirem que o controle do pH da fase
aquosa poderia favorecer a encapsulagdo de farmacos, mudancas
significativas nos valores de encapsulacdo de isoniazida ndo foram
observadas no presente estudo. J& que a alteracdo do pH nédo ofereceu
beneficios, os estudos seguintes foram realizados com pH 7,0 devido
simplesmente a maior proximidade das condic6es fisioldgicas.

Neste trabalho, a eficiéncia de encapsulagio média da
isoniazida foi de 21%. A baixa eficiéncia de encapsulagdo de
substancias hidrofilicas ¢é amplamente descrita na literatura
(GOVENDER et al., 1999; BARICHELLO et al., 1999; LEO et al.,
2004), principalmente devido a facilidade de migracéo do farmaco para
a fase externa.

Em 2000, GOVENDER e colaboradores estudaram as
propriedades de incorporagdo do cloridrato de procaina em
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nanoparticulas preparadas por nanoprecipitacdo, e encontraram valores
de eficiéncia que variaram de 6,44 a 10,67 %. Estes baixos valores de
eficiéncia foram atribuidos a ampla area de superficie das particulas
devido a presenca do copolimero que, juntamente com a natureza
hidrossolivel do farmaco, acelera a perda do farmaco para a fase aquosa
durante a nanoprecipitacao.

A avaliacdo da estabilidade quimica dos polimeros formadores
dos coldides, sob diferentes condicdes de armazenamento, € de
fundamental importancia (MAGENHEIM & BENITA, 1991). O
tamanho de particula, potencial zeta, teor de farmaco e o pH sédo
geralmente os parametros fisico-quimicos que podem ser utilizados para
monitoramento da estabilidade de nanoparticulas poliméricas
(SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003). Entretanto, poucos estudos
referentes a estabilidade de nanoparticulas comparando diferentes
farmacos séo encontrados na literatura.

Considerando a importancia do estudo de estabilidade destes
sistemas coloidais, nanoparticulas de PLGA contendo isoniazida e JVA
001 foram armazenadas a temperatura de congelamento (-20 °C) para a
avaliacdo, em tempos pré-determinados, de parametros como teor de
farmaco, pH em suspensdo, tamanho de particula, indice de
polidispersdo e carga superficial, representado pelo potencial zeta.

O diametro médio de particula foi avaliado nas suspensdes de
nanoparticulas brancas e contendo os farmacos, nos tempo zero e apds
15, 30 e 60 dias de preparacdo, mantida a temperatura de -20 °C.

Ap6s 60 dias de armazenamento, todas as formulactes
apresentaram um aumento significativo do tamanho de particula. O
aumento do didmetro médio das nanoparticulas ap6s o0 armazenamento
poderia estar relacionado com a diminui¢cdo do pH das formulagoes,
conforme proposto por CALVO e colaboradores (1995), em estudo que
demonstra que modificagbes no pH provocam uma diminui¢cdo no
potencial zeta em suspensdes de nanoparticulas e, como consequéncia,
diminuicdo das forcas repulsivas entre as particulas favorecendo a
coalescéncia e aumentando o tamanho.

Outro fator que pode estar relacionado ao aumento do tamanho
de particula é a degradacdo do polimero. O processo de degradacédo
diminui o efeito estabilizador da cobertura polimérica, facilitando assim
0S processos de agregacdo e coalescéncia que conseqlientemente
aumentam o tamanho médio das particulas. Através da avaliacdo
macroscopica das formulagdes, durante todo o periodo de
armazenamento, foi possivel observar que apdés os 45 dias todas as
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formulagBes se apresentaram aglomerados e precipitados, 0 que
certamente contribuiu para 0 aumento do tamanho médio das particulas
e do indice de polidispersdo, que sofreu um aumento estatisticamente
significativo apds os 60 dias em todas as formulacdes avaliadas (teste t
de Student, p < 0,05).

A concentragdo total de farmaco nanoencapsulado, isoniazida
ou JVA 001, foi verificada nos tempos zero, 15, 30 e 60 dias, sendo que
as medias dos valores quantificados, expressas como teor de farmaco
(ng/mL), encontram-se na figura 19.

Em relacdo as nanoparticulas de PLGA obtidas neste trabalho, é
possivel concluir através de uma andlise da variancia (p<0,05) que ndo
h& diferenca significativa nas concentracdes totais de isoniazida e JVA
001 nas formulagbes mantidas sob condigdes de congelamento
considerando-se o periodo compreendido entra sua obtencdo (tempo
zero) e 60 dias de armazenamento.

As concentragBes dos farmacos permaneceram constantes no
decorrer do periodo até a conclusdo do estudo. Os dados obtidos no
estudo de estabilidade garantem a qualidade das nanoparticulas
utilizadas nos experimentos in vitro, assegurando a concentracdo de
farmaco administrado as culturas bacterianas durante a avaliacdo de
atividade antimicobacteriana.

InformagBes relevantes sobre a estabilidade dos sistemas
nanoestruturados podem ser obtidas mediante monitoramento do pH em
fungdo do tempo. Neste trabalho, nanoparticulas de PLGA, mantidas em
condicBes de congelamento mantiveram seus valores de pH constantes
ao longo de 60 dias de avaliacdo, conforme observa-se na figura 19.

Os valores de pH ndo apresentaram diferencas significativas ao
longo do estudo, ressaltando a estabilidade das formulagfes apés 2
meses de armazenamento sob as condicdes de armazenamento,
ressaltando que a diminuicdo nestes valores poderiam caracterizar a
liberacdo de &cido latico e glicélico no meio aquoso da suspensdo,
provenientes da degradacdo da matriz polimérica como conseqiiéncia de
processos hidroliticos (CALVO et al., 1995). A diminuicdo do pH
também poderia ser atribuida a ionizacdo ou hidrélise de grupamentos
carboxilicos terminais presentes no PLGA (GUTERRES et al., 1995).

Finalmente, a andlise estatistica dos resultados indicou uma
diminuicéo significativa, em médulo, nos valores de potencial zeta das
suspensdes de nanoparticulas avaliadas durante o estudo de estabilidade,
tanto para as formulagBes contendo isoniazida quanto para aquelas
contendo JVA 001 (ANOVA, p < 0,05). Esta reducédo foi atribuida a
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reducdo dos valores de cargas repulsivas o que provavelmente favoreceu
a coalescéncia e, consegiientemente, 0 aumentando no diametro médio
de particula na etapa final do estudo.

Sendo assim, é possivel concluir que, apesar do aumento no
tamanho médio das particulas ap6s 60 dias de estudo, bem como a
diminuicdo do potencial zeta ocorrida apds 30 dias de armazenamento
ndo interferem de forma significativa no teor de farmaco encapsulado
nas nanoparticulas poliméricas utilizadas nos testes em cultura.

Em relacdo ao modelo experimental utilizado, testes de
viabilidade bacteriana com a cepa de laboratério M. tuberculosis H37Rv
foram conduzidos utilizando-se 0 método do MTT para a avaliacdo da
atividade antimicobacteriana dos farmacos livres e nanoencapsulados. A
viabilidade celular do M. tuberculosis foi avaliada apds o tratamento das
culturas bacterianas com diferentes concentracdes, tanto de farmaco
livre quanto nanoencapsulado, e apresentou-se varidvel e dependente da
concentracdo de fArmaco administrada.

Contudo, estes resultados obtidos a partir de cepas de
laboratorio, corroboram com dados de MIC (concentragdo inibitoria
minima) apresentados na literatura onde o tratamento com os farmacos
livres, tanto isoniazida como JVA 001, inibiu o crescimento
micobacteriano a partir de 1 uM.

J& nos testes com os farmacos nanoencapsulados, foi possivel
observar que enquanto o tratamento com a isoniazida inibiu o
crescimento micobacteriano a partir da concentracdo de 3uM, o JVA
001nanoencapsulado mostrou-se mais eficaz, impedindo a proliferacdo
do bacilo em concentra¢des mais baixas, a partir de 1 uM.

Em relacdo ao tempo de tratamento das culturas de M.
tuberculosis com concentragfes de farmaco que se mostraram mais
efetivas in vitro, tanto o tratamento com JVA 001 quanto com isoniazida
apresentaram inibi¢do de crescimento a partir do 5° dia de tratamento.

Os farmacos nanoencapsulados mostraram-se mais eficazes
neste estudo preliminar, considerando que estes dados precisam ser
melhores avaliados frente a cepas clinicas resistentes e sensiveis aos
farmacos utilizados neste trabalho, isoniazida e JVA 001. Além disso,
estes resultados sdo promissores e sugerem uma melhor avaliacdo
atraveés de estudos in vivo.

No entanto, o conjunto de dados obtidos neste trabalho
confirma a empregabilidade de sistemas de liberagdo nanoestruturados
no tratamento da tuberculose, permitindo sugerir uma melhora
investigacdo destes sistemas visando sua utilizagdo no incremento do
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esquema terapéutico no tratamento da tuberculose, doenca esta
intimamente ligada a situacdo social que acomete principalmente paises
subdesenvolvidos, e em desenvolvimento como é o caso do Brasil.



7. CONCLUSOES
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O acoplamento do grupo citral a molécula de isoniazida resultou
em um analogo hidrofébico, denominado JVA 001, o que possibilitou o
aumento significativo da eficiéncia de encapsulacdo do farmaco em
nanoparticulas de PLGA, com conseqliente aumento de atividade
antimicobacteriana in vitro.

Neste trabalho, nanoparticulas de PLGA contendo JVA 001
apresentam-se como promissores sistemas de liberacdo de farmacos para
posteriores estudos de atividade in vivo e de toxicidade.
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