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RESUMO

As infeccbes respiratorias causadas por virus sdo uma das causas mais
frequentes deste tipo de infeccdo. Apresentam graus variaveis de sintomas e
aspectos das doencas. Os virus que atingem este sistema sdo altamente
contagiosos e de dificil tratamento, sendo a cavidade nasal sua principal porta
de entrada. O uso de plantas medicinais, como a curcumina (CUR) e a
guercetina (QUE), tem se mostrado eficazes para auxiliar no tratamento de
doencas respiratorias, por possuirem atividade anti-inflamatdéria, antioxidante e
antivirais. No entanto, estes compostos baixem baixa solubilidade em agua e
consequentemente baixa biodisponibilidade, o que limita seu uso na prética
clinica. Neste sentido, o uso da nanotecnologia pode auxiliar, uma vez permite a
encapsulacdo de compostos hidrofébicos em formulacbes aquosas, se
mostrando uma tecnologia promissora para o desenvolvimento de novas
terapias que possam auxiliar na prevencgao antiviral. Desta forma, este trabalho
tem como objetivo o desenvolvimento de nanocarreadores lipidicos (NL)
contendo CUR e QUE visando a administracdo pela via intranasal. Os NL foram
desenvolvidos pela técnica de homogeneizacao a alta pressao, e caracterizados
guanto ao seu tamanho médio, indice de polidispersao, potencial zeta, teor,
liberacdo in vitro, permeacao/retencdo dos ativos em mucosa nasal suina (ex
Vivo) e quanto a sua capacidade antiviral (in vitro), frente ao virus causador de
hepatite em murinos (MHV-3), um (-coronavirus, utilizado como modelo de
particula viral para SARS-COV-2. Os NL apresentaram tamanho médio de 400
nm, boa capacidade de retencdo na mucosa nasal suina, indicando uma
liberacdo local e atividade virucida = 90,00% contra MHV-3. Desta forma, os
nanocarreadores desenvolvidos apresentaram caracteristicas promissoras para
o desenvolvimento de uma terapia antiviral adjuvante inovadora e eficaz, frente

aos virus que atingem o sistema respiratorio.

Palavras-chave: Nanocarreadores lipidicos, SARS-COV-2, antiviral, compostos

naturais, flavonoide.

Este trabalho se enquadra nos Indicadores Brasileiros para os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel: Objetivo 3 - Boa Saude e Bem-Estar e Objetivo 9

- Industria, Inovacéao e Infraestrutura.



ABSTRACT

Respiratory infections caused by viruses are one of the most frequent causes of
this type of infection. They present variable degrees of symptoms and aspects of
the diseases. Viruses that affect this system are highly contagious and difficult to
treat, with the nasal cavity being their main gateway. The use of medicinal plants,
such as curcumin (CUR) and quercetin (QUE), has been shown to be effective in
helping to treat respiratory diseases, as they have anti-inflammatory, antioxidant
and antiviral activity. However, these compounds have low water solubility and
consequently low bioavailability, which limits their use in clinical practice. In this
sense, the use of nanotechnology can help, since it allows the encapsulation of
hydrophobic compounds in aqueous formulations, proving to be a promising
technology for the development of new therapies that can help in antiviral
prevention. Thus, this work aims to develop lipid nanocarriers (NL) containing
CUR and QUE for intranasal administration. The NL were developed using the
high pressure homogenization technique, and characterized as to their average
size, polydispersion index, zeta potential, content, in vitro release,
permeation/retention of the actives in porcine nasal mucosa (ex vivo) and their
antiviral capacity (in vitro), against the virus that causes hepatitis in murines
(MHV-3), a B-coronavirus, used as a viral particle model for SARS-COV-2. The
NL showed an average size of 400 nm, good retention capacity in the porcine
nasal mucosa, indicating local release and virucidal activity = 90.00% against
MHV-3. In this way, the developed nanocarriers showed promising
characteristics for the development of an innovative and effective adjuvant

antiviral therapy against viruses that reach the respiratory system.

Keywords: Lipid nanocarriers, SARS-COV-2, antiviral, natural compounds,

flavonoid.
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1. INTRODUCAO

As doencas respiratérias em humanos causadas por Vvirus sao
frequentemente associadas a surtos e epidemias, e possuem impacto
significativo na morbidade e mortalidade em todo o mundo (CHEN; YANG, 2022).
Apresentam graus variaveis de sintomas e aspectos da doenca, desde sintomas

leves e autolimitados a sintomas sistémicos (JONES et al., 2021).

A transmissdao viral pode ocorrer por meio do contato direto ou indireto com
fébmites e objetos contaminados. Além disso, h& fatores que podem afetar a
transmissdo e disseminagdo viral, como fatores ambientais: o clima, a
temperatura e a umidade; e fatores comportamentais individuais do hospedeiro,
como o estilo de vida e 0 aceso aos bens e servicos essenciais para a saude.
Esses fatores podem influenciar na sazonalidade e surtos deste tipo de infeccao
(MORIYAMA; HUGENTOBLER; IWASAKI, 2020; UMUHOZA et al., 2021).

As abordagens para conter as infecgdes virais consistem no desenvolvimento
de vacinas para controlar a disseminagao e em abordagens terapéuticas, na qual
podem ser utilizados métodos para tratar pessoas ja infectadas, reduzir os danos
causados pelo virus e a suscetibilidade viral do hospedeiro, assim como prevenir
a infeccao viral (WEISS et al., 2020).

Neste contexto, sabe-se que o desenvolvimento de novos medicamentos
pode ser um destes recursos, porém, é uma das abordagens que demora alguns
anos para ser concluida, pois € um processo oneroso composto por diversas
etapas. Neste sentido, ha algumas estratégias que podem ser utilizadas para
facilitar esse processo, como alternativas pode-se citar o reposicionamento de
farmacos ja existentes e a utilizacdo de compostos naturais com propriedades
terapéuticas ja estudadas (MOUNCE et al., 2017; ZHAO et al., 2021).

Ao longo dos anos o estudo sobre plantas medicinais e seus derivados tem
aumentado crescentemente, as plantas sdo fontes de muitos compostos
guimicos bioativos que sao utilizados na medicina desde a antiguidade. Muitas
delas sé&o conhecidas por terem efeito terapéutico em diferentes doencas (BEN-
SHABAT et al., 2020; DAS et al., 2021).
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O acafrdo-da-terra (Curcuma longa spp), uma especiaria amplamente
utilizada na culinaria, € um bom exemplo de planta medicinal utilizada, sendo a
curcumina seu principal composto polifendlico com diferentes atividades ja
descritas na literatura, como exemplo cita-se as suas ac¢des anti-inflamatérias,
antioxidantes (GUPTA; PATCHVA; AGGARWAL, 2013), anticancerigenas
(CALIBASI-KOCAL et al., 2019), antibacteriana (BARROS et al., 2021) e antiviral
(LI etal., 2020). Além dos seus multiplos beneficios os estudos relatam ainda um
bom perfil de seguranca na sua utilizacdo (HEWLINGS; KALMAN, 2017).

Outro composto que também se destaca por suas atividades benéficas a
saude é a quercetina, um flavonoide presente em diferentes vegetais, como por
exemplo a cebola; em frutas como a maca, a uva e as frutas vermelhas; e em
verduras como a couve (CHENG et al., 2019; SINGH; BHARDWAJ; PUROHIT,
2021). Dentre suas atividades, seus efeitos antivirais vem se destacando com
estudos frente influenza A (CHOI et al., 2009; CHOI; SONG; KWON, 2012), virus
da hepatite em murinos, virus da dengue (CHIOW et al., 2016) e mais recente
como uma suplementacdo alimentar para auxiliar na prevencdo da progressao
da infeccdo causada por SARS-COV-2 (SHOHAN et al., 2022).

Estes compostos naturais além de possuirem diferentes acdes terapéuticas
relatadas, apresentam menor toxicidade e sdo bem aceitos pela populacao
(BEN-SHABAT et al., 2020). No entanto, sua utilizacdo pode apresentar
limitacbes devido algumas caracteristicas fisico-quimicas, como a baixa
solubilidade em agua e alto metabolismo intestinal e hepatico (YI et al., 2021;
ZHENG; MCCLEMENTS, 2020).

Para contornar tais limitacbes e melhorar a liberacdo de compostos naturais,
a nanotecnologia vem sendo utlizada, pois através dela podem ser
desenvolvidos diferentes tipos de carreadores como, por exemplo, hidrogéis,
lipossomas, micelas, nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas, carreadores
lipidicos sélidos ou carreadores lipidicos nanoestruturados (JORES et al., 2004,
KHIZAR et al., 2023).

Através da sua utilizacdo pode-se obter beneficios como o aumento da
solubilidade aquosa, aumento da estabilidade da molécula, protecao contra
degradacdo dos ativos e direcionamento ao alvo terapéutico, além da
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possibilidade de combinar moléculas com diferentes graus de hidrofilia ou lipofilia
mantendo um sistema estavel. Ainda, nessa forma, as moléculas sdo menos
reconhecidas pelo patdégeno podendo retardar o processo de desenvolvimento
de resisténcia (BEN-SHABAT et al., 2020; PATRA et al., 2018).

Em relacdo a via de administracao, quando se trata de infec¢des que atingem
0 sistema respiratério, a via nasal pode ser uma boa opcéo de escolha, pois € a
porta de entrada principal para este tipo de virus. Além disso, a administracdo
pela via nasal € indolor e as formula¢des podem ser desenvolvidas visando o
tratamento ou a prevencgao de infecgdes virais. A utilizagcdo dessa via favorece o
desenvolvimento de formulagbes com entrega local, proporcionando reducéo de
efeitos indesejaveis e adversos por ndo ter a absorcdo sistémica
(CHENTHAMARA et al., 2019; TAYEB et al., 2021; VAZ et al., 2020; WONG et
al., 2014).

Neste sentido, este trabalho propfe o desenvolvimento de um produto
nanotecnologico contendo compostos de origem natural como a curcumina e a
guercetina para potencial administracdo pela via intranasal, que podera ser
utilizado como terapia adjuvante para prevencdo de infeccOes respiratérias

virais.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Agentes virais causadores de infec¢cdes respiratorias

As infeccdes respiratérias em humanos sdo causadas em sua grande maioria
por agentes virais e bacterianos, sendo as de origem viral com maior proporcao.
Essas infeccOes vao desde resfriados autolimitados a infecgbes mais graves e
até mesmo sistémicas, afetam os individuos de diferentes faixas etérias e sdo
frequentemente associados a surtos e epidemias, ocasionando importantes
problemas em saude publica (AGCA et al., 2021; CHEN; YANG, 2022; ETEMADI
et al., 2019).

De acordo com dados epidemioldgicos, fatores climéaticos podem influenciar

na sazonalidade de disseminacao destes agentes virais, sendo observado nos
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meses de inverno um aumento no numero de casos de pessoas com sintomas
respiratorios e busca por servicos de saude, associados aos virus do tipo
influenza, coronavirus humano (HCoV) e virus sincicial respiratorio (VSR). Assim
como em outras épocas do ano a frequéncia de ocorréncia deste tipo de infecgédo
pode estar associada a outros agentes virais como 0s rinovirus, 0os adenovirus,
parainfluenza virus (P1V), bocavirus humano e metapneumovirus humano. Os
acompanhamentos epidemioldgicos auxiliam no monitoramento do possivel
agente etiologico causador da infecgéo, direcionando medidas para prevencéo
e controle da disseminagao, bem como o tratamento inicial da sintomatologia dos
pacientes  (GERAGHTY; ALIOTA; BONNAC, 2021; MORIYAMA;
HUGENTOBLER; IWASAKI, 2020; PSCHEIDT et al., 2021)

Dentre estes agentes virais, 0s rinovirus sao a principal causa de resfriado
no mundo, afetam o trato respiratorio superior e causam na grande maioria das
vezes apenas infeccdes leves e limitadas. A doenca aguda tem duracdo de 7
dias, sendo as principais manifestacdes clinicas sdo os espirros, seguido por
rinorreia e obstrucdo nasal. Alguns individuos podem apresentar dor de garganta
branda, cefaleia e mal estar. Devido seus principais sintomas serem
autolimitados, seu tratamento foi negligenciado no passado, mas atualmente os
estudos demonstram que sua infecgcdo ndo esta limitada ao tato respiratério
superior, pois vem sendo detectado com frequéncia no tecido pulmonar
(BOCHKOV; GERN, 2012; JACOBS et al., 2013; TO; YIP; YUEN, 2017).

Outros agentes virais causadores de resfriados sédo o0s bocavirus,
adenovirus, metapneumovirus e PIV, mais comumente encontrados na
primavera e verdo, estdo associados a infecgbes tanto do trato respiratério
superior, quanto do inferior. SGo mais frequentes em criancas pequenas entre 0
e 2 anos, idosos e pacientes imunocomprometidos, 0s quais podem apresentar
caracteristicas clinicas leves e semelhantes no trato respiratorio superior,
ocasionalmente com presenca de febre e diarreia. Quando atingem o trato
respiratorio inferior apresentam sintomas como chiado, crupe, sibilos,
dificuldades respiratérias, assim como também levam ao agravamento de
doencas preexistentes (GUIDO et al., 2016; HAAS et al., 2013; ISON, 2017;
KING; COLBOURN, 2021; LION, 2014; LYNCH; FISHBEIN; ECHAVARRIA,
2011; PAWELCZYK; KOWALSKI, 2017; SCHUSTER; WILLIAMS, 2014).
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Ja o0 VSR, representa a causa mais comum de pneumonia grave em neonatos
e bebés. Sua invasao viral no epitélio respiratério leva a lesao celular pela
resposta imune e como causa necrose dos brénquios e bronquiolos,
ocasionando bronquiolites e pneumonias, sua infeccdo pode ser fatal em bebés
prematuros, assim como em pessoas com historico de doencga pulmonar e em
imunocomprometidos. Em criancas e adultos imunocompetentes causa
infecgbes brandas similares aos outros resfriados. Como o VSR nao produz
imunidade duradoura, deste modo ha ocorréncias de reinfeccbes ao longo da
vida (BORCHERS et al., 2013; BOUKHVALOVA; YIM; BLANCO, 2018;
GONZALEZ et al., 2012).

Os Unicos agentes causadores de gripe, uma das enfermidades respiratérias
mais importante das doencas epidémicas, sédo as influenzas, as quais sofrem
mutacdes de carater antigénico e funcional provocando surtos, epidemias e
pandemias. Existem 3 tipos de influenza A, B e C, as quais apresentam tamanho
aproximado de 100 nm, genoma RNA segmentado de fita simples, polaridade
negativa e carregam RNA polimerase. Sdo capazes de infectar uma ampla
variedade de hospedeiros favorecendo o surgimento de novas cepas virais por
infeccBes na mesma espécie e interespécies. Suas mutacdes levam a populacdo
a se tornar suscetivel a novas infec¢des, assim sendo importante a atualizagédo
vacinal. Seus principais sintomas sao a febre subita e alta, dores de cabeca,
tosse seca, coriza e congestao nasal, causa dores musculares e mal estar geral.
Sua recuperacao é mais lenta podendo durar até semanas, ocasiona sintomas
gastrointestinais e em casos mais graves leva a danos no tecido pulmonar
podendo causar pneumonias, além de facilitar a infeccdo de bactérias,
acarretando em pneumonias bacterianas (CUNHA, 2010; GAITONDE; MOORE;
MORGAN, 2019; WEBSTER; GOVORKOVA, 2014).

Atualmente, além das influenzas, os coronavirus sdo 0s agentes virais de
maior importancia nas infec¢cbes respiratorias. Desta forma, estes serdo
abordados de forma mais completa, direcionando este trabalho ao seu

tratamento.
2.2.Coronavirus

2.2.1. Classificagéao e estrutura

15



Os CoVs pertencem a familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae,
de acordo com suas estruturas gendmicas os membros desta subfamilia podem
ser classificados em quatro géneros os Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, ainda, dentro do género (3 existem
qguatro linhagens reconhecidas, A, B, C e D. Dentre 0s géneros, 0S
alfacoronavirus e betacoronavirus causam infeccdo apenas em mamiferos e os
gamacoronavirus e deltacoronavirus em aves e alguns mamiferos (CUI; LI; SHI,
2019; Ll et al., 2020; YADAV et al., 2021).

Sao virus envelopados com tamanho aproximado entre 100 nm a 160 nm de
didametro, na figura 1 estéo ilustradas as principais caracteristicas da particula
viral de CoVs. Apresentam genoma RNA fita simples sentido positivo com
tamanho entre 27-32 kb, possuem projecdes de glicoproteinas na superficie
externa, além de proteinas de membrana, proteinas de envelope e
nucleocapsideo, que sao fatores importantes no processo estrutural e funcional
do virus (AGCA ET AL., 2021; YADAV ET AL., 2021).

Figura 1: Particula viral de CoV, adaptado de CUI e colaboradores, (2019).
Apresenta glicoproteinas de membrana (S), envelope (E), membrana (M),
nucleocapsideo (N) e genoma de RNA de fita simples de sentido positivo
(ssRNA).

Os genomas carregam um numero variavel de conjuntos de estruturas de
leitura aberta (ORF) responsaveis pela codificacdo das proteinas ndo estruturais

e de estruturas funcionais, embora a quantidade e a localizacdo de ORFs
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acessorias presentes variem, os CoV compartilham varias proteinas néo
estruturais como a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), a protease
principal do coronavirus (3CLpro) e a protease semelhante a papaina (PLpro),
codificadas pelo genoma viral. Além disso, possuem sequéncia lider 5' comum e
uma sequéncia terminal 3' junto com mRNAs subgenémicos. Uma diferenca
importante esta na entrada do CoV nas células do hospedeiro, onde ocorre uma
ligacdo especifica da proteina spike (S) aos receptores de entrada celular, tais
como a aminopeptidase N humana (APN), a enzima conversora de angiotensina
2 (ECAZ2) e dipeptidil peptidase 4 (DPP4). A expressao e a distribuicéo tecidual
dos receptores de entrada influenciam consequentemente o tropismo e a
patogenicidade viral (CUI; LI; SHI, 2019; KAUR et al., 2021; V’KOVSKI et al.,
2021; YADAV et al., 2021).

O tamanho do seu genoma relativamente grande para virus, além da
guantidade de proteinas nao estruturais e funcionais, podem estar relacionados
a sua capacidade de mutacdes, fatores esses que facilitam o aumento da
diversidade de cepas e gendtipos de cada espécie (WOO et al.,, 2009).
Inicialmente acreditava-se que sua capacidade de infeccéo era limitada ao seu
hospedeiro natural, posteriormente foi observado que algumas espécies
sofreram mutac¢des com adaptacao a diferentes nichos ecolégicos e a diferentes
hospedeiros, levando ao aumento de possibilidades de surtos ndo s entre os
animais, mas surtos zoonoéticos (MALIK, 2020; WOO et al., 2009).

2.2.2. Patogénese

Os virus do tipo CoV causam uma grande variedade de doencas tanto em
humanos quanto em animais, possuindo maior tropismo por células epiteliais dos
sistemas respiratorio e entérico. Por este motivo grande parte das manifestacdes
clinicas estdo associadas a problemas respiratorios e gastrointestinais. No
entanto também podem afetar outros sistemas importantes como o hepatico e
nervoso central (CHEN; LIU; GUO, 2020; LEE, 2015; MALIK, 2020).

Os surtos de CoV em animais afetam principalmente a industria
agropecudria, gerando grandes perdas e prejuizos econdmicos. A diarreia

epidémica suina (PED) é um exemplo, uma vez que foi responsavel por grandes
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prejuizos econdmicos. Teve seu primeiro surto na Europa no ano de 1970,
posteriormente em 2013 afetando os Estados Unidos, Canadad e México,
posteriormente tornando-se global (LEE, 2015). Mais recente o surto de
coronavirus da sindrome da diarreia aguda suina (SADS-CoV), uma mutacéo de
um CoV originario de morcegos, que surgiu na China foi considerada uma das
doencas virais mais devastadoras de suinos (ZHOU et al.,, 2018). Em aves
também ocasionam doencas importantes como a bronquite infecciosa aviaria,
uma doenga com altas taxas de perdas dos animais que afeta economicamente
0s produtores de aves em todo o mundo (TIZARD, 2020). Em bovinos, um B-
CoV é responsavel por causar infeccdes respiratorias e gastrointestinais,
afetando principalmente os bezerros recém nascidos, sendo na maioria das
vezes letal (SZCZEPANSKI et al., 2019; TIZARD, 2020).

Os CoVs também séo responsaveis por causarem infeccdes em animais
domésticos como céaes e gatos. Em caes, um a-COV é responséavel por causar
infeccdes entéricas e um B-COV, causador de infeccOes respiratérias leve a
autolimitada. Ja os CoV felinos, sdo muito contagiosos e endémicos, sendo dois
sorotipos mais responsaveis por afeta-los. Estes infectam principalmente os
enterocitos e, de acordo com o sorotipo pode causar uma diarreia leve e

transitoria ou uma grave peritonite (TIZARD, 2020).

Em humanos os CoV representam um grupo importante de virus com
diferentes graus de patogenicidade e uma alta taxa de evolu¢do, sendo os
animais, representantes importantes no seu ciclo evolutivo. Os animais podem
servir de vetores, hospedeiros intermediarios e até mesmo reservatérios virais
de CoVs e, desta forma, podem facilitar ou permitir a transmisséo de virus de

diferentes hospedeiros naturais para os humanos (CUI; LI; SHI, 2019).

O periodo de incubacdo e de apresentacdo dos sintomas pode variar
aproximadamente de 2 a 11 dias. Dentre os HCoV identificados até o momento,
4 sdo os responsaveis por um terco dos resfriados comuns de inverno, sendo
eles: HCOV-229E, HCOV-NL63, HCoV-OC43 e o HKUL1 os quais apresentam
infeccBes respiratorias do trato respiratério superior de grau leve. Os principais
sintomas sao: congestdo nasal, rinorreia, febre leve e dor de cabeca. Em casos
raros, ocasionam infeccdo no trato respiratorio inferior que podem desencadear
pneumonias, bronquites e/ou infec¢ao grave.
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Os outros 3 tipos de HCoV: SARS-COV, MERS-COV e SARS-COV-2, estdo
associados a graves epidemias e, por este motivo, serdo discutidos de forma
mais detalhada (HALAJI et al., 2020; UPPALAPATI et al., 2022).

2.2.3. SARS E MERS

SARS-COV é um [B-COV, provavelmente originario de morcegos e tendo
como hospedeiro intermediario as civetas e 0s cdes-guaxinins, que foram
responsaveis por transmitirem inicialmente o virus aos humanos. Surgiu pela
primeira vez em 2002 em Guangdong na China, foi responsavel pela primeira
epidemia em humanos causada por CoV. Inicialmente se propagou através do
contato humano com os vetores, posteriormente através da transmisséo entre
humanos (HALAJI et al., 2020).

Os individuos infectados geralmente apresentam sintomas como febre,
tosse, dor de cabeca e dor de garganta, desconforto toracico e dificuldade
respiratéria, porém em casos mais graves desenvolvem a sindrome respiratoria
aguda grave, que apresenta alto indices de letalidade (CHEN; LIU; GUO, 2020;
CUI; LI; SHI, 2019).

Sua disseminacgao atingiu diversos paises até a metade do ano de 2003,
infectando cerca de 8000 mil pessoas e ocasionou cerca de 800 mortes (HALAJI
et al., 2020; UPPALAPATI et al., 2022). Apo0s a descoberta do vetor inicial de
transmissao, foram abatidas cerca de 10 mil civetas para tentar conter a
propagacdo do virus, visto que estes animais eram presentes em grandes
mercados de alimentos da China. Depois disso os relatos de infec¢cdes causadas
por SARS-CoV, foram esporadicos no ano de 2004 (GRAHAM; DONALDSON;
BARIC, 2013; UPPALAPATI et al., 2022).

O MERS-COV também & um [B-CoV e seu nome foi atribuido por sindrome
respiratoria do oriente médio. Surgiu pela primeira vez em setembro de 2012 na
Arabia Saudita, causando pneumonia atipica grave, sindrome respiratéria aguda
grave, insuficiéncia renal e muitas vezes letal. Causou um numero menor de
infeccdes que o SARS-CoV cerca de 2500 casos, sendo a maioria relatada em

paises do Oriente Médio e alguns distribuidos pela Asia, Africa e Europa. No
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entanto, apresentou um indice de letalidade de aproximadamente 34% maior nos
casos identificados (HALAJI et al., 2020; HELMY et al., 2020).

Semelhante ao SARS, o0 MERS também é um CoV provavelmente originario
de morcegos, mas desta vez o hospedeiro identificado como intermediario,
responsavel pela transmissdo para humanos foram os dromedarios, a
transmissdo entre humanos de MERS é muito baixa, mas desde o0 seu
surgimento ao longo dos anos ha relatos de novos casos e mortes sendo na
maioria das vezes relacionados ainda a uma transmisséao direta de dromedarios
(GRAHAM; DONALDSON; BARIC, 2013; UPPALAPATI et al., 2022).

2.2.4. SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 surgiu em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan da China,
causando varios casos de pneumonia até entdo com origem desconhecida, mas
foi posteriormente identificado como sendo um novo CoV o0 agente causador
dessas infec¢Oes (HALAJI et al., 2020; SHARMA; AHMAD FAROUK; LAL, 2021;
UPPALAPATI et al., 2022). Este novo CoV, com alta capacidade de transmisséao,
responsavel por graves infeccGes do sistema respiratério, se espalhou
rapidamente de forma mundial, sendo determinado em marco de 2020, pela
OMS como pandemia COVID-19 causada por SARS-CoV-2, a primeira
pandemia causada por um CoV (ALMUBAID; AL-MUBAID, 2021; SHARMA;
AHMAD FAROUK; LAL, 2021).

O SARS-CoV-2 demonstra o sério potencial dos CoV para se adaptar e
melhorar sua capacidade de transmisséo de humano para humano (ALMUBAID;
AL-MUBAID, 2021; UPPALAPATI et al., 2022). O evento de transmissao inicial
se assemelha aos anteriores relatados, sendo possivel se tratar de outra
zoonose, porém ainda sem a identificacdo de hospedeiros intermediérios ou de
como ocorreu a primeira transmissdo aos humanos (HALAJI et al., 2020;
HOLMES et al., 2021).

Ele é um B-CoV linhagem B, compartilha em torno de 76% - 79% de
identidade de sequéncia do genoma com SARS-CoV, em torno de 50% com
MERS-CoV e em torno de 97% de semelhanca com o CoV RaTG13 do morcego.

O seu rapido sequenciamento, assim como o grande volume de sequenciamento
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gue vem sendo realizado durante a pandemia contribui para identificacdo de
mutacdes (HU et al., 2021; KADAM et al., 2021).

Ele apresenta as proteinas estruturais comuns dos CoVs, sendo as
glicoproteinas spike (S), responsaveis pela sua entrada nas células do
hospedeiro através da ligacdo ao receptor-alvo. Possui mais afinidade que
outros CoV pelo receptor da enzima conversora angiotensina 2 (ECA2). Este
receptor é expresso em varios tipos de tecidos, como intestino delgado, coracao
e pulmdo. Ainda a expressado deste receptor € maior nas células alveolares do
tipo 1, no epitélio brénquico superior e no epitélio nasal, sendo estes os alvos
primarios para a replicacdo do SARS-CoV-2 (HU et al., 2021; SOY et al., 2020).

Sua replicagéo celular desencadeia respostas imunes inatas e adaptativas,
além disso, o processo de saida das particulas virais do meio intracelular pode
ocasionar a destruicdo da célula do hospedeiro, aumentando a resposta
inflamatdria no local. Em casos mais graves quando ha uma alta carga viral,
devido a intensa resposta inflamatéria imunoldgica, desencadeia uma
tempestade de citocinas, ocasionando graves danos nos pulmdes e afetando
outros 6rgdos (BAHUN et al., 2022; V’KOVSKI et al., 2021).

Esse processo comeca na replicacdo desencadeando mecanismos como a
piroptose e a liberacdo de DNA, ATP, IL-1B e outros fatores. Estes fatores sao
reconhecidos por células vizinhas e macrofagos alveolares, os quais véao
promover a secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdérias, como a IL-6,
IL-8, TNF-a, fazendo com que ocorra atracdo de células de defesas e
aumentando ainda mais a liberacdo destes fatores. Esses sinais atraem as
células T e mais células imunes que, em uma resposta imune defeituosa,
aumentam ainda mais a resposta inflamatéria descontrolada, provocando
extensos danos ao tecido pulmonar, como consequéncia levando ao
desenvolvimento da sindrome do desconforto respiratorio agudo e insuficiéncia
respiratoria grave, que € uma das principais causas de mortes (BAKHIET;
TAURIN, 2021; HU et al., 2021; ZHANG; WANG; CHENG, 2022).

O entendimento da biologia e patologia dos membros da familia do CoV
proporciona melhores resultados no desenvolvimento de terapias contra o

SARS-CoV-2, identificando melhor seus principais alvos de acgdo, sitios de
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atividade viral, proteinas funcionais e ciclo de replicacéo viral (ZHANG; WANG;
CHENG, 2022). Diante disso, alguns compostos naturais foram identificados
através de triagens de literatura por possuirem potencial antiviral para o
desenvolvimento de terapias, visando uma maior efetividade contra o SARS-
COV-2.

2.3.Compostos de origem natural

Os produtos naturais fornecem oportunidades como fontes de medicamentos
devido a disponibilidade de uma diversidade de constituintes quimicos, seja na
utilizacdo dos compostos puros ou de seus extratos vegetais. As plantas
medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade no tratamento de muitas doencas,
o conhecimento histérico sobre as suas utilizacbes tem despertado o crescente
interesse cientifico na identificacdo de seus compostos ativos e sua utilizagdo no
desenvolvimento de novos tratamentos para diversas doengas (ANAND et al.,
2022; DHOUIBI et al., 2020).

A curcumina (CUR) é o principal composto polifendlico lipofilico extraido de
Curcuma longa, planta herbacea perene rizomatosa popularmente conhecida
como acafrdo (HEWLINGS; KALMAN, 2017; PRIYADARSINI, 2014). Vem sendo
utilizada h& muitos anos no continente asiatico por suas propriedades medicinais
e na rotina diaria de mulheres devido as suas atividades antienvelhecimento
(GANESAN; CHOI, 2016). Além disso, utilizada no mundo todo como uma
especiaria culinaria e, por ser um corante natural também, é utilizada nas
indastrias alimentar, cosmética e téxtil (HEWLINGS; KALMAN, 2017; KIM;
CLIFTON, 2018; KOTHA; LUTHRIA, 2019; PRIYADARSINI, 2014).

Ao longo dos anos tem recebido grande interesse na comunidade cientifica
para elucidar melhor suas qualidades e seus potenciais beneficios para a saude
humana com estudos in vitro, in vivo e clinicos (HEWLINGS; KALMAN, 2017).
Seu potencial terapéutico vem sendo descrito como atividade antioxidante
(SAMARGHANDIAN et al., 2017), antifungica (PRAJAPATI et al., 2021), anti-
inflamatoria (DE ALMEIDA et al., 2018), antibacteriana (GUNES et al., 2016; 1ZUlI
et al., 2016), antiviral (YANG; LI; HUANG, 2016).
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As suplementacfes de CUR podem atuar em diferentes alvos moleculares
com capacidade de modular a producdo de citocinas induzidas por algumas
doencas ou patdgenos, destacando seu potencial anti-inflamatério e antioxidante
(PANAHI et al., 2016; ZAHEDIPOUR et al., 2020). Além disso, a sua agao
antiviral esta associada ao seu potencial de interferir em diferentes etapas do
processo patogénico viral, como inibir a entrada do virus nas células, inibir a
encapsulacdo do virus e a protease viral, inibir a replicacdo do virus, além de
modular diversas vias de sinalizacdo (MRITYUNJAYA et al., 2020).

Outro composto natural com grande importancia para area medicinal é a
guercetina (QUE), um flavonoide, encontrado em varios vegetais, graos e frutas
como cha verde, macas, frutas vermelhas, vinho tinto, cebola e que apresenta
inUmeros beneficios a saude como: acéo anticancerigena (HASHEMZAEI et al.,
2017), anti-inflamatoria (HOU et al., 2019), antioxidante (KOTTAKIS et al., 2022),
antimicrobiana (WANG et al., 2018), antiviral (KIM; KIM; SONG, 2020).

A QUE pertence a subfamilia dos flavonadis, € o flavonoide mais abundante
na natureza. E uma aglicona, mas nas diferentes plantas encontradas pode estar
conjugada com acucares, formando seus derivados. QUE glicosilada pode
apresentar algumas diferencas da QUE aglicona, como por exemplo o aumento
da solubilidade aquosa e melhora da biodisponibilidade. Deste modo os estudos
podem avaliar as propriedades individuais de QUE e seus glicosideos, bem
como também podem avaliar a atividade sinérgica (LEE et al.,, 2016;
MANJUNATH; THIMMULAPPA, 2021). No entanto, o termo QUE deve ser
utilizado para descrever apenas sua forma aglicona (LI et al., 2016).

A ingestdo de QUE na forma de suplemento alimentar, assim como de outros
produtos naturais pode fornecer nutrientes que auxiliam na profilaxia de algumas
doencas. Uma ingestéo diaria de 500 mg de QUE por exemplo, é relatada como
capaz de promover efeito benéfico na reducéo da pressado arterial (DABEEK;
MARRA, 2019; ZAHEDI et al., 2013). Aléem disso, seus efeitos tém sido
investigados para diminuir a susceptibilidade a infeccdes virais através do
aumento da resposta imunolégica (DAVIS et al., 2008; DI PETRILLO et al.,
2022).
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Os estudos também demonstram o papel importante de QUE em vias de
sinalizacdo inflamatdria, como a diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias,
diminuicdo de interleucinas, diminuicdo na expressdo do fator de necrose
tumoral alfa (KIM; KIM; SONG, 2020; LIN; PIAO; SONG, 2019). Além disso,
podem diminuir as espécies reativas de oxigénio induzido por
lipopolissacarideos (SUL; RA, 2021; TANG et al., 2019), inibir a translocacao
nuclear do NF-kB (SUL; RA, 2021), além de bloguear a ativacdo de MAPK e de
vias de sinalizagdo do NF-kB. Podendo deste modo ser uma molécula potencial
capaz de auxiliar no controle da resposta inflamatéria exagerada gerada por
SARS-COV-2, onde ocorre a liberacéo de varios destes fatores (CHENG et al.,
2019).

No entanto, embora estes compostos apresentem uma ampla gama de
beneficios terapéuticos ou protetivos na sua utilizacdo, possuem algumas
limitagdes que acabam dificultando o seu uso, como a baixa solubilidade em
meio aquoso (KOTHA; LUTHRIA, 2019; KOTTAKIS et al., 2022), baixa absorcéo
gastrointestinal e metabolismo hepatico elevado (KOTHA; LUTHRIA, 2019;
KOTTAKIS et al.,, 2022; TAGDE et al., 2021). Aléem disso, a CUR apresenta
fotossensibilidade (ZHENG; MCCLEMENTS, 2020) e a QUE apresenta
instabilidade quimica em condi¢des fisiologicas (JURASEKOVA et al., 2014;
MANDIC et al., 2019).

Diante do exposto alguns estudos sugerem diferentes melhorias para a sua
utilizacdo, como a administracdo conjunta com outros compostos naturais que
podem melhorar a sua absorgdo, como por exemplo a piperina principal
constituinte ativo da pimenta-do-reino (ROSHDY et al., 2020; SHARMA; AHMAD
FAROUK; LAL, 2021) ou através do desenvolvimento de formulacGes
nanotecnologicas que possam aumentar sua solubilidade aquosa, proteger da
degradaco e da exposicdo ao meio externo (MANDIC et al., 2019; SHI et al.,
2019).
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2.4.Via intranasal

O nariz é uma estrutura complexa, subdivido em parte externa e interna, € o
principal 6rgéo responsavel pelo sentido do olfato, é também a principal via de
acesso do sistema respiratorio. Sendo essas funcfes localizadas na parte
interna, denominada cavidade nasal (MUKHTYAR; MILLS; SCOTT, 2020;
PATEL, 2017).

A cavidade nasal, dividida por um septo cartilaginoso na linha mediana,
apresenta projecdes nas laterais internas que aumentam a area superficial de
contato com 0 meio externo e € recoberta quase em sua totalidade por epitélio
respiratério nasal. E responséavel por filtrar, aquecer e umidificar o ar inalado,
representando a primeira linha de defesa das vias areas respiratérias (BITTER;
SUTER-ZIMMERMANN; SURBER, 2011; PATEL, 2017).

E subdivida em trés regibes principais, conforme observa-se na figura 2,
sendo elas: (1) regido vestibular, localizada na abertura da cavidade nasal,
pequena &rea superficial composta por tecido epitelial escamoso e queratinizado
estratificado, responsavel principalmente pela filtragem do ar através do pelos; (
2) regido olfatoria, localizada na parte superior da cavidade nasal com tamanho
aproximado de 15 cm?, muito vascularizada, onde ficam os neur6nios sensoriais
olfativos, sendo este o Unico local no corpo que o sistema nervoso central entra
em contato direto com a superficie externa do corpo, através da mucosa nasal;
e a (3) regiao respiratéria, maior superficie de contato medindo cerca de 130
cm?, onde estdo localizados os cornetos, as microvilosidades e as células
multiciliadas. Recoberta por epitélio colunar pseudoestratificado, conhecido
como epitélio respiratério nasal, ou ainda mucosa nasal. Essa regido € altamente
vascularizada e conta com uma camada de muco, produzida por células
especializadas, servindo como um eficiente sistema de protecdo (BITTER;
SUTER-ZIMMERMANN; SURBER, 2011; CHUNG et al., 2023; KAKAD et al.,
2022; ZHANG et al., 2016).
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Figura 2: Corte sagital da cavidade nasal, adaptado de “The Nasal Cavity -
Structure - Vasculature - Innervation - TeachMeAnatomy”, [s.d.]. Apresentando
as principais regides da cavidade nasal, area vestibular, olfatéria e respiratoria

Devido a grande vascularizacdo e suas importantes caracteristicas, a via
intranasal tem sido muito estudada como alvo de entrega para terapias. A regiao
olfatdria destaca-se para entrega de terapias que visam a rota nariz ao cérebro
pela localizacdo dos neurbnios olfativos. E a regido respiratoria € o alvo de
entrega de diferentes terapias locais e sistémicas, incluindo a entrega de
vacinas. No entanto, desenvolver estratégias que protejam contra patbgenos na
superficie da mucosa, é uma abordagem promissora para fornecer protecéo
contra doencas infecciosas (AZEGAMI et al., 2018; GRASSIN-DELYLE et al.,

2012).

Uma das principais dificuldades encontradas no desenvolvimento de terapias
para administracéo intranasal € a constante atividade de depuracdo mucociliar,
principal mecanismo de defesa da cavidade nasal. As substancias inaladas do
exterior através da respiracdo sdo aprisionadas no muco e, a atividade das
células multiciliadas fazem o direcionamento do muco para a nasofaringe,
fazendo com que escoem pelo trato digestivo, limpando a cavidade nasal e
eliminando particulas estranhas (GRASSIN-DELYLE et al.,, 2012; LOBAINA
MATO, 2019).

No entanto, algumas particulas virais conseguem superar essa barreira e se
ligar a receptores especificos presentes no epitélio respiratério nasal,
conseguindo desta forma, realizar as etapas posteriores e ter sua replicacéo
intracelular bem sucedida (BENAM; DENNEY; HO, 2019; INVERNIZZI; LLOYD;
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MOLYNEAUX, 2020). Nesse contexto, a formulacdo intranasal ideal deve
apresentar caracteristicas especificas que superem a barreira de protecdo
natural, permanecendo no local de acédo para que fornecam protecao auxiliar

contra particulas virais, além de ndo causar danos, nem irritacdo nessa mucosa.

2.5.Nanotecnologia farmacéutica

O termo “nandmetro” foi proposto pela primeira vez por Richard Zsigmondy,
ganhador do Prémio Nobel de Quimica em 1925. Foi o primeiro a medir o
tamanho das particulas como coldides de ouro usando um microscoépio e utilizou
o0 termo para descrever o tamanho de particula observado. Posteriormente
Richard Feynman, ganhador do Prémio Nobel de Fisica em 1965, introduziu o
conceito de manipulacdo da matéria em nivel atbmico. Em uma palestra na
reunido anual de 1959 da American Physical Society no California Institute of
Technology intitulada, “Ha muito espago no fundo, um convite para entrar em um
novo campo da fisica” (ASIYANBOLA; SOBOYEJO, 2008; HULLA; SAHU,;
HAYES, 2015).

Nesta palestra surgiu entdo a primeira visdo da nanotecnologia, e a partir da
década de 1980, o interesse por manipular e visualizar a matéria em escala
nanométrica vem crescendo rapidamente e se difundindo entre as diferentes
areas cientificas de pesquisa (CONTERA; BERNARDINO DE LA SERNA;
TETLEY, 2020; HULLA; SAHU; HAYES, 2015) .

Hoje, amplamente definida, a nanotecnologia é a ciéncia multidisciplinar que
estuda os materiais em escala nanométrica, com o objetivo de criar, controlar e
fabricar novos materiais, devido as caracteristicas proporcionadas ao tamanho
reduzido. A mudanca de tamanho da matéria para nanoescala, proporciona
alteracdes quimicas e fisicas que abrem uma infinidade de oportunidades em
diversas areas (BHUSHAN, 2010; CONTERA; BERNARDINO DE LA SERNA;
TETLEY, 2020).

A nanotecnologia normalmente é associada a materiais que estejam com
tamanho em torno de 1 nm e 100 nm, porém, o principal requisito € que o material
possua até duas dimensfes na nanoescala. Em nanotecnologia farmacéutica

uma de suas principais aplicagdes € o desenvolvimento de nanocarreadores, 0s
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guais possuem até 1000 nm de tamanho e podem transportar diferentes
substancias ativas (BAYDA et al., 2019; CONTERA; BERNARDINO DE LA
SERNA; TETLEY, 2020; PATRA et al., 2018).

Nanocarreadores séo definidos como uma dispersdo coloidal, capaz de
melhorar o potencial de particulas alterando sua estabilidade, solubilidade e
promover o direcionamento a tecidos especificos (KOU et al., 2018; MITCHELL
et al., 2021). Para o seu desenvolvimento utiliza-se diferentes materiais como
lipideos, fosfolipidios, polimeros sintéticos ou naturais, polissacarideos,
proteinas e peptideos (KOU et al., 2018; MITCHELL et al., 2021; PATRA et al.,
2018).

O tipo de nanocarreador, assim como os materiais utilizados no seu
desenvolvimento, devem ser escolhidos de acordo com as propriedades fisicas
e quimicas desejadas do ativo encapsulado e do local de entrega. Dentre os
mais estudados estao as micelas poliméricas, os lipossomas, as microemulsoes,
as nanoparticulas poliméricas, as nanoparticulas lipidicas sélidas e liquidas e as
nanoemulsdes (BATISTA et al., 2018; PATRA et al., 2018).

Podem ser utilizados por diferentes vias de administracéo, sendo a via de
administracdo um fator importante que dita a farmacocinética, biodistribuicéo,
assim como a utilizacdo e a adesdo de terapias farmacologicas, o
desenvolvimento de nanocarreadores trouxe transformagdes significativas
nessa area. Eles proporcionam melhorias na eficacia de terapias ja existentes,
sugerindo novas alternativas terapéuticas, assim como diminuindo reacdes
adversas, aumentando a qualidade de vida e com isso proporcionando o
aumento a adesao aos tratamentos (CHENTHAMARA et al., 2019; JAIN;
THAREJA, 2019).

O uso de nanocarreadores a base de lipidicos ganha destaque na é&rea
farmacolégica em razdo de sua biocompatibilidade, pois podem utilizar
diferentes lipideos como por exemplo moléculas lipidicas de colesterol e
fosfatidilcolina. Sua classificacéo é realizada de acordo com o lipidio utilizado no
seu desenvolvimento, o que pode proporcionar diferencas na concentracao e
liberacdo da substancia ativa encapsulada (CHENTHAMARA et al., 2019).
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Dentre os nanocarreadores lipidicos encontram-se o0s lipossomas, as
nanoparticulas lipidicas soélidas, os carreadores lipidicos nanoestruturados e as
nanoemulsdes. Os lipossomas séo vesiculas esféricas, compostos por uma ou
mais bicamada fosfolipidica que envolvem o ndcleo aquoso, podem transportar
tanto particulas hidrofébicas quanto hidrofilicas, mas podem apresentar uma
formulacdo com distribuicdo heterogénea de tamanhos e baixa reprodutibilidade
(TANAKA et al., 2020; ZHAO et al., 2015).

As nanoparticulas lipidicas solidas sédo carreadores constituidos de lipideos
sélidos a temperatura ambiente. Uma de suas principais vantagens esta no seu
sistema altamente organizado que levam a um controle da liberagdo do ativo,
mas devido a utilizacdo do lipideo sélido podem apresentar uma capacidade
limitada de carregamento da substancia ativa e expulsdo dos farmacos

incorporados durante o armazenamento (FANG et al., 2008; JORES et al., 2004).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados, por sua vez, contém em sua
composi¢cdo uma mistura de lipideos sélidos e liquidos a temperatura ambiente.
Possuem algumas vantagens em relacdo as nanoparticulas lipidicas sélidas,
como uma maior eficiéncia de incorporacdo e aumento da estabilidade (WEBER;
ZIMMER; PARDEIKE, 2014).

As nanoemulsdes (NEs) séo dispersdes cineticamente estaveis que podem
ser do tipo 6leo em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O), estabilizadas por uma
camada de tensoativos. As NEs sdo os sistemas que permitem maior taxa de
incorporacdo do ativo e, embora seja a que possibilite menor controle de
liberacdo, neste carreador se consegue a adicdo de um alto teor de componentes
oleosos, além da facilidade de preparo em grande escala através de métodos de
alta energia, como a homogeneizacao a alta presséo (HAP) (TAYEB et al., 2021;
VAZ et al., 2020).

No desenvolvimento das NEs sdo utilizados lipideos liquidos, agentes
tensoativos e surfactantes, os quais reduzem a tensao superficial facilitando a
homogeneizacdo da formulacdo, prevenindo a separacdo de fases e assim
garantindo um sistema estavel. A escolha correta destes agentes, bem como o
processo de desenvolvimento escolhido s&o etapas fundamentais que irdo

determinar as caracteristicas da nanoemulsao, visto que quaisquer alteracdes
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nas propriedades fisico-quimicas proporcionam impactos nas propriedades
farmacologicas (DOMINGOS et al., 2009; TAYEB et al., 2021).

As NEs do tipo 6leo em agua (O/A) sao sistemas que requerem energia para
seu desenvolvimento, dentre os métodos com alta energia mais utilizados, temos
0 ultrassom e a homogeneizagcdo a alta pressédo (HAP), estes equipamentos
mecanicos, geram forgas disruptivas para dividir a fase dispersa em particulas
menores. No HAP as misturas de NE passam por uma camara de valvula sob
alta presséao produzindo energia de cisalhamento que fragmenta o nucleo de 6leo
em goticulas em nanoescala. O tempo, a pressao utilizada, assim como a
composicdo da formulacéo prévia afetam o tamanho da particula resultante da
homogeneizacao (TAGDE et al., 2021; TAYEB et al., 2021).

As técnicas de baixa energia, exploram mais o uso de tensoativos como
estabilizantes, nestes métodos sdo utilizadas mudancas de temperatura para
induzir a emulsificagdo espontédnea ou solventes que auxiliam na diminuicdo do
tamanho das particulas. Os métodos de baixa energia mais comumente usados
sdo, temperatura de inversao de fase, inversdo de fase da emulséo,
emulsificacdo espontanea e difusdo de solvente a quente ou a frio, na qual nesta
ultima a NE é produzida pela taxa de difusdo muito rapida do solvente organico
miscivel em &gua na fase aquosa, resultando na formacdo esponténea de
goticulas nanométricas (DORA et al., 2012; NIKOLIC et al., 2018; TAGDE et al.,
2021).

Na etapa posterior os métodos de caracterizacdo das NEs fornecem uma
melhor compreensdo do comportamento e possiveis interagcdes em aplicacdes.
Dentre os métodos de caracterizacdo destacam-se (i) espalhamento de luz
dindmico (DLS), é o método de caracterizagdo mais comum de NEs, o qual tem
por objetivo indicar o tamanho das goticulas e o indice de polidispersao (Pdl) das
particulas; (ii) o Potencial Zeta, utilizado para determinar as cargas presentes na
superficie dos nanocarreadores e serve um indicativo da estabilidade destes
sistemas; (iii) o pH, utilizado para verificar a existéncia de alteracdo de pH em
solugdes; (iv) a avaliagdo morfoldgica, realizada em microscopia a qual oferece
um exame de maior resolucdo da estrutura, morfologia e tamanho dos
nanocarreadores, sendo a microscopia eletrénica de transmisséao (MET) utilizada
para visualizar estruturas menores de 1000 nm; (v) avaliacdo do teor e eficiéncia
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de encapsulacdo, para verificar a quantidade de farmaco total (teor) e
incorporado na fase oleosa (eficiéncia de encapsulacdo) e (vi) avaliagdo do
tempo de liberacdo do farmaco a partir dos nanocarreadores, que verifica o

tempo necessario para liberagédo do ativo a partir dos nanocarreadores.

Ainda existem outras caracterizagbes que podem ser realizadas visando
obter mais dados sobre os nanocarreadores, como medidas de Infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), Varredura diferencial de calorimetria (DSC),
Difracdo de raios-X e avaliacdo da atividade biolégica e toxicolégica dos
nanocarreadores desenvolvidos (CHENTHAMARA et al., 2019; TAYEB et al.,
2021).

A estrutura e composicdo quimica biocompativel das NEs proporcionam
melhorias no campo de entrega de medicamentos, como o desenvolvimento de
vacinas e novas opc¢oes terapéuticas, as quais podem ser administrados pelas
vias parenterais, oral, nasal e pulmonar. Em especial as NEs, sdo carreadores
capazes de superar a barreira do trato gastrointestinal, proteger o ativo da
formulacdo contra a degradacdo enzimatica e ainda liberar de maneira
prolongada (CHENTHAMARA et al., 2019; TAYEB et al., 2021).

Em relacdo a administracao pela via nasal, as NEs sao capazes de realizar
entrega local, agindo a nivel de seios da face, narinas e garganta ou sistémica
através da absorcao pela mucosa. Estudos também tem demonstrado que séo
uma 6tima opc¢ao para entrega de medicamentos que atuam no cérebro, visto
gue por essa via evitam a barreira hematoencefalica e também ndo sofrem
metabolismo de primeira passagem (TAYEB et al., 2021; VAZ et al., 2020;
WONG et al., 2014).

Acrescenta-se também que as NEs podem ser entregues diretamente ao
pulmdo, utilizando métodos de nebulizacdo. Na administracdo pulmonar é
possivel a protecdo dos bronquiolos alveolares com uma liberagdo gradual
sustentada (TAYEB et al., 2021).

2.5.1. Nanocarreadores contendo curcumina e quercetina

Os estudos tem demonstrado que uma das maneiras de proteger 0s

compostos naturais contra degradacdo quimica, aumentar a solubilidade,
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aumentar a biodisponibilidade e ainda direcionar a 6rgaos e alvos especificos é
a sua encapsulacao em nanocarreadores (MOON et al., 2021; SHI et al., 2019).
Deste modo diferentes tipos de nanocarreadores podem ser utilizados para
melhorar as propriedades quimicas, fisicas e terapéuticas de CUR e QUE como

demonstram alguns estudos abaixo.

O estudo de DE ALMEIDA e colaboradores (2018), avaliaram a capacidade
anti-inflamatéria de nanoparticulas poliméricas carregadas com CUR e
realizaram a comparacdo com a CUR livre in vivo em ratos machos no
experimento de edema de pata induzido por carragenina. As nanoparticulas
poliméricas foram desenvolvidas pelo método de disperséo sdlida contendo 300
mg de polivinilpirrolidona (PVP) solubilizado em 75 ml de 4gua e 50 mg de CUR
foi solubilizada em etanol, apos a mistura das duas fases sob agitacao o etanol
foi completamente removido por retaevaporacao e a dispersao foi congelada e
liofilizada, esse método resultou na propor¢cdo de massa entre PVP e CUR de
6:1 (m:m) e nanoparticulas com tamanho médio de 10 nm. O tratamento dos
animais foi realizado 1 h antes da inducédo da resposta inflamatéria em grupos.
Tratamento com solucéo de CUR, tratamento com nanoparticulas de PVP-CUR
e tratamento com indometacina como medicamento anti-inflamatdrio de
referéncia. Como resultado observaram que o tratamento com a dose mais alta
de CUR em solucao 400 mg/kg e as doses de 25 e 50 mg/kg de nanoparticulas
de PVP-CUR reduziram o edema induzido de forma semelhante ao tratamento
controle com indometacina 5 mg/kg. Com esses dados foi possivel demonstrar
uma maior eficacia das nanoparticulas PVP-CUR em comparacdo com a CUR
livre, na qual foi necessaria uma dose 16 vezes maior para obter o mesmo efeito

inibitorio sobre a resposta inflamatéria.

KUMAR e colaboradores (2016), desenvolveram nanoemulsdes lipidicas
carregadas com CUR para avaliar sua biodisponibilidade através do transporte
linfatico, permeabilidade intestinal, estabilidade da formulag&o e citotoxicidade
em células de glioma maligno. A NE selecionada para os estudos posteriores
foi desenvolvida pelo método de emulsificacdo espontanea, com a adicédo de 10
mg/ml de CUR, Labrafac® lipophile como veiculo oleoso, solutol HS 15 e
transcutol HP respectivamente. O tamanho médio observado foi de 67 + 6 nm e

o potencial zeta -37 + 2,5 mV. A NE-CUR desenvolvida apresentou boa
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estabilidade em pH 6,8 e uma liberacao uniforme de CUR nos mesmos ensaios
realizados comparada com a CUR em solucdo. Além disso nos estudos in vitro
e ex vivo, foi avaliada a capacidade de permeacgao em intestino delgado de rato,
a NE-CUR apresentou capacidade de liberacdo e permeacéo de 85,8 + 2,95%
apos 3h e 100,3 + 4,89% apo6s 12h. Enquanto CUR em solucdo apresentou
apenas 28,2 + 1,73% de liberacdo e permeacdo ao final das 12 h. Os
experimentos de citotoxicidade foram realizados comparativamente, células
tratadas com quantidades equivalentes de DMSO ou placebo NE (sem CUR)
foram usados como controles para CUR em solugdo e NE-CUR,
respectivamente. A viabilidade celular foi maior a partir da concentracédo de 10
mM para a NE-CUR. Esse estudou demonstrou a superioridade que a
formulacdo NE-CUR obteve nos ensaios quando comparado com solucao de
CUR, indicando que NE lipidicas podem ser uma alternativa com capacidade de

melhorar a biodisponibilidade e a estabilidade de CUR.

No estudo de ABDEL FADEEL e KAMEL; FADEL, (2020), foram
desenvolvidos nanocarreadores lipidicos (NL) de CUR contendo polietilenoglicol
(PEG) na superficie para direcionar e potencializar o tratamento fotodinamico de
cancer de pele. CUR (10 mg/G) e Tefose® 1500, composto por uma mistura de
PEG-6 estearato e PEG-32 estearato, foram adicionados na fase oleosa. Os NLs
PEGIlados foram obtidos através do método de ultrassonicacdo com sonda a 20
W por 90 s. O NL-CUR-PEG de escolha para os proximos estudos apresentou
tamanho médio de 167,60 nm + 15,12 e uma eficiéncia de encapsulacédo de
40,01% + 2,10 com liberacdo de CUR de 75,02% * 4,61 ap0s 24h e 98,25% +
6,89 apos 48h. A avaliacdo de citoxicidade celular in vitro em células
cancerigenas, foi realizada utilizando uma linha celular de carcinoma
espinocelular humano (A431). O experimento foi realizado com a exposi¢ao das
células a diferentes concentracdes de CUR em suspenséo ou no NL-CUR-PEG,
além da exposicdo ou ndo exposicao a irradiacao UV por 2 min. Finalmente, a
toxicidade sem irradiacdo e a fototoxicidade foram avaliadas pelo ensaio MTT
(grupo controle sem formulacéo foi realizado). Os resultados demonstraram que
a citotoxicidade de CUR foi dependente da concentragcdo. No entanto os NL-
CUR-PEG foram mais eficazes em comparacdo com a suspenséo de CUR em

todas as concentracdes estudadas com irradiacdo ou sem irradiacdo. E ainda
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nas células tratadas com NL-CUR-PEG expostas a irradiacdo o resultado foi

significativamente melhor.

O estudo de TERNULLO e colaboradores (2019), também teve como objetivo
o direcionamento melhorado de CUR. Neste estudo desenvolveram lipossomas
com tamanho médio entre 200 e 300 nm com diferentes cargas de superficie
(anibnica, neutra e catidnica) para o tratamento de doencas de pele. No estudo
de permeacédo cutanea in vitro foi utilizado pele humana saudavel doada apos
procedimento cirdrgicos. O estudo apresentou que a permeacdo de CUR dos
lipossomas foi relativamente baixa, mas que mesmo assim conseguiu se difundir
entre as camadas da pele e ser quantificada. Esse estudo demonstrou que todos
os lipossomas foram capazes de promover uma liberacéo constante de CUR no
local da pele, limitando a absorcédo sistémica. A atividade antibacteriana dos
lipossomas também foi avaliada frente as bactérias S. aureus e S. pyogenes. Os
lipossomas com carga positiva em sua superficie apresentaram melhor resultado
e inibiram o crescimento bacteriano em maior extensao do que a CUR livre (CUR
em solucdo de polietilenoglicol). Este estudo indica que a carga de superficie
positiva dos lipossomas facilitou suas interagcbes com a célula bacteriana
carregada com membrana negativa aumentando assim a atividade
antibacteriana da CUR incorporada. Os lipossomas de CUR desenvolvidos no
estudo apresentaram caracteristicas promissoras que podem ser Uteis no
tratamento de varias doencas de pele cujas patologias envolvem principalmente

infecgéo e inflamacgéo.

JA& o estudo de VAZ e colaboradores (2017), desenvolveram
nanocarreadores lipidicos visando a direcionamento ao cérebro, através da rota
nariz-cérebro para o tratamento de doencas neuroldgicas. Para isso
desenvolveram nanoemulsdes lipidicas com tamanho médio aproximado de 20
nm pelo método de difusdo de solvente a quente associado a temperatura de
inversdo de fases. O estudo avaliou ex vivo a capacidade de permeacdo em
mucosa nasal suina, comparativamente com CUR livre. A capacidade de
permeacao da CUR da NE-CUR em mucosa foi superior a capacidade da CUR
livre, e ainda através de microscopia confocal a laser foi possivel visualizar a
distribuicdo de CUR permeada da NE-CUR na mucosa nasal, enquanto CUR

livre ficou retida na superficie da mucosa. Esse demonstra novas possibilidades
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de direcionamento de CUR através do pequeno tamanho de particula obtido nas
NEs.

Este mesmo grupo de pesquisadores, VAZ e colaboradores (2020), também
desenvolveram nanoemulsdes lipidicas carregadas com CUR e QUE, com o
objetivo de potencializar os efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes a nivel
cerebral. Neste estudo realizaram estudos fisico-quimicos de compatibilidade e
identificacdo simultanea destes compostos. A NE foi obtida pelo método de
homogeneizacédo de alta pressao e apresentou tamanho médio de 110 nm, boa
estabilidade fisica e quimica, demonstrando ser uma alternativa promissora para

a entrega nariz-cérebro da combinacdo de CUR e QUE.

SADEGHI GHADI e colaboradores (2019), desenvolveram e caracterizaram
diferentes nano-vesiculas com hialuronato de sddio contendo CUR e QUE, com
0 objetivo de melhorar a co-entrega de produtos naturais hidrofébicos,
melhorando a entrega de CUR e QUE e sua eficacia farmacoldgica. O
hialuronato de sodio foi adicionado a estrutura dos niossomas para melhorar
suas propriedades fisico-quimicas. No estudo foi observado que o aumento da
concentracdo de hialuronato de sodio nas formulacdes fez com o tamanho de
particula diminuisse e melhorasse o aprisionamento de CUR e QUE. Ao final
deste estudo a formulacdo contendo hialuronato de sddio na concentracao de
(0,1a0,5 % P/V), 2% de CUR e 2,68% de QUE apresentou tamanho médio de
260.37 nm = 6.58 PDI 0.42 + 0.03 potencial zeta -34.97 mV + 1.50 e eficiéncia
de encapsulamento de 98.85% * 0.55 para CUR e 93.13% * 1.22 para QUE.

Este grupo, SADEGHI-GHADI e colaboradores (2020), posteriormente
avaliaram o potencial antifungico de diferentes nano-vesiculas contendo CUR e
QUE para entrega topica visando o aumento dos efeitos antifiungicos. O estudo
também analisou as diferencas de capacidade de permeacdo in vitro em pele
abdominal de ratos. Os grupos de estudo foram: CUR nano-vesiculas (CUR-NV),
QUE nano-vesiculas (QUE-NV), nano-vesiculas vazias (E-NV), CUR-QUE nano-
vesiculas (CUR-QUE-NV), nano-vesiculas CUR-QUE sem hialuronato de sddio
(CUR-QUE-NV-SH) e para o estudo de permeacdo CUR e QUE dissolvidas em
etanol. A CUR e QUE diferiram na permeabilidade da pele. QUE permeou a pele
e foi recuperada na fase receptora, enquanto nenhuma quantidade detectavel de
CUR foi recuperada para CUR-QUE-NV, CUR-QUE-NV-SH e CUR-NV. Tanto a
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CUR quanto a QUE em NV demonstraram acumulo nas camadas da pele. No
entanto a permeacéo cutanea de CUR e QUE dissolvida em etanol foi maior que
a dos farmacos encapsulados nas nano-vesiculas. Essa permeacdo pode ter
ocorrido pois o etanol pode ter danificado as estruturas da pele, extraindo lipidios
intercelular e aumentando a fluidez das bicamadas lipidicas da membrana. No
estudo sobre a atividade antifungica a formulacdo CUR-QUE-NV-SH apresentou
potente acdo antifingica in vitro contra todos os isolados de Céandida. Em
conclusao, os resultados indicaram que a CUR e a QUE co-encapsuladas em
nano-vesiculas sem hialuronato de sédio apresentaram atividade antifingica in

vitro e capacidade para aplicacdo transdérmica.

Recentemente outro grupo de pesquisadores também desenvolveram
nanocarreadores contendo CUR e QUE com a funcionalizacdo de acido
hialurénico (AH) na superficie visando uma melhora no direcionamento dos
ativos para a pele e uma maior efichcia na cicatrizacdo de queimaduras.
HUSSAIN e colaboradores (2022), desenvolveram nanoparticulas poliméricas
(NPs) de quitosana com baixo peso molecular carregadas com CUR e QUE e
funcionalizadas com acido hialurénico na superficie. As NPs apresentaram
tamanho de particula de 177 + 11 nm, potencial zeta +37,0 £ 3,2 mV, e eficiéncia
de encapsulamento de ~84% para QUE e ~64% para CUR. No estudo in vitro
de permeacédo cutdnea foi utilizado amostra de pele de ratos queimada,
previamente excisada e congelada. A pele foi descongelada a temperatura
ambiente e reidratada com o mesmo fluido introduzido no compartimento
receptor por 30 min. A permeacdo de CUR e QUE foi avaliada da formulacao
incorporada em creme. CUR permeou 2414 pg/cm? e QUE 1984 pg/cm? através
do estrato corneo dentro do periodo de 24 h, bem como apresentaram retencao
prolongada na epiderme CUR ~1720 ug/g tecido da pele e QUE ~1560 ug/g
tecido da pele e derme CUR ~980 ug/g tecido da pele e QUE ~880 pg/g de
tecido cutadneo. O estudo in vivo em animais (ratos Wistar) autenticou uma
eficacia superior de cicatrizacdo de feridas de NPs funcionalizados com AH, na
gual a taxa de fechamento de feridas foi mais alta entre todos os grupos testados
com 25% (dia 7), 45% (dia 14), 67% (dia 21) e 98% (dia 28). Como concluséo os

autores relatam que a funcionalizacao de AH de NPs pode ser uma abordagem
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promissora para maximizar a penetracédo de ativos na pele, proporcionando a

regeneracao e cicatrizacdo mais rapida.

A encapsulacao de QUE em nanocarreadores também tem sido demonstrada
como vantajosa quando comparada com sua utilizacao livre. Como mostra o
estudo de ALAQEEL; ALSHEIKH e AL-HARIRI (2022), que desenvolveram
nanoemulsdes lipidicas (NE) carregadas com QUE para tratar disfuncéo
neuronal em modelo experimental de doenca de Alzheimer. A NE-QUE foi
desenvolvida dissolvendo 1 g de QUE em 20 mL de éster de 6leo de palma
(PEO) e 0,3 g de lecitina, para fase aquosa utilizou 10 mL de 4gua desionizada
contendo 1 g de Tween 80 foram adicionados gota a gota na fase oleosa. A
mistura final foi entdo homogeneizada a 12 rpm por 10 min seguido de sonicagao
a 125 W em banho de gelo por 50 min. Para avaliacdo da atividade in vivo foram
utilizados ratos, os quais foram divididos em seis grupos e tratados com (1)
Veiculo sem ativos (2) QUE livre por via oral, (3) Inducdo de Alzheimer AICl3z por
via oral, (4) AICIz oral + QUE livre injec&o intraperitoneal (IP), (5) AlCIz oral + QUE
livre por via oral e (6) AICIz oral + injecdo IP de NE-QUE — A concentragao de
QUE padronizada foi “15 mg/kg de peso corporal/dia”. Ao final do experimento
(30 dias) foram realizadas analises ex vivo do cérebro dos ratos, através da
medicdo do estresse oxidativo cerebral e de marcadores inflamatorios. O
tratamento com NE-QUE apresentou potencial na protecdo contra a disfuncéo
neuronal induzida por AICI3, o grupo tratado com NE-QUE apresentou valores
dos marcadores antioxidantes/anti-inflamatérias cerebrais muito proximos dos
valores apresentados pelos animais do grupo (1). Ainda o grupo tratado com
QUE livre IP ndo apresentou reducdo significativa dos marcadores
antioxidantes/anti-inflamatérias cerebrais induzidos por AICls comparado com o

grupo que teve a doenca induzida e néo teve tratamento.

O estudo de PENALVA e colaboradores (2017), por sua vez desenvolveram
nanoparticulas poliméricas com zeina e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPCD)
carregadas com QUE, para promover a biodisponibilidade oral da QUE e
melhorar sua acdo anti-inflamatéria. As nanoparticulas exibiram um tamanho
médio de cerca de 300 nm quando houve adicdo apenas de Zeina e 360 nm
guando houve adicédo de Zeina e HPCD. O estudo farmacocinético foi avaliado

in vivo em ratos wistar, comparativamente com NP-QUE-zeina, NP-QUE-HPCD-
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zeina, QUE-Suspencao (aquosa), QUE-Solucdo (PEG400:4gua 60:40 v/v) e
QUE-HPCD (solucéo). Todos os animais receberam a quantidade de 25 mg/kg
de QUE por via oral. QUE foi dosada do plasma dos animais por CLAE. Foi
observado que a biodisponibilidade oral relativa de QUE quando incorporada em
NP de zeina mostrou-se ser 35% para NP-QUE-zeina e 57% para NP-QUE-
HPCD-zeina. Pelo contrario, para QUE-sol ou QUE-HPCD, a biodisponibilidade
oral do flavonoide foi de apenas 4% ou 2,5%, respectivamente. Ainda as NP-
QUE-zeina mantiveram liberacdo constante até as 72h, enquanto NP-QUE-zeina
foi até as 48h. Neste estudo as NP-QUE apresentaram melhores resultados de
biodisponibilidade oral que QUE-livre, e ainda a adicdo de HPCD na formulacao
favoreceu a liberacdo mais prolongada de QUE. Indicando que as NP de zeina
em combinacdo com HPCD parecem ser transportadores adequados para a
administracao oral de QUE.

Como pode-se observar a encapsulagéo de CUR e QUE em diferentes tipos
de nanocarreadores tem demonstrado maior eficiéncia de entrega dos ativos.
Além disso as formulacdes contendo os dois ativos tém demonstrado boa
estabilidade fisica e quimica. Indicando que a combinacdo destes compostos
pode ser explorada para verificar se hd um aumento de eficdcia de suas
propriedades quando utilizados juntos. Deste modo, é interessante explorar a co-
encapsulacdo de CUR e QUE para avaliar se ha um sinergismo de acao frente

a capacidade de atividade antiviral destes compostos.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolvimento e caracterizacdo de uma formulacdo lipidica de base
nanotecnoldgica contendo curcumina e quercetina para administracéo intranasal

e avaliacao das propriedades antivirais.

3.2.0bjetivos especificos

e Preparar nanoemulsdes contendo curcumina e quercetina;
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e Caracterizar as nanoemulsdes quanto ao tamanho médio, indice de
polidisperséo, potencial zeta e teor de incorporacdo dos ativos;

e Avaliar o perfil de liberacao in vitro dos diferentes ativos utilizados a partir
dos nanocarreadores;

e Avaliar a capacidade de permeacao e retencdo dos nanocarreadores ex
vivo em mucosa nasal suina;

e Avaliar o potencial antiviral dos nanocarreadores in vitro.
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Abstract: One of the most frequent causes of respiratory infections are viruses.
The viruses that reach the airways can be absorbed by the human body through
the respiratory mucosa and mainly infect the lung cells, causing a variety of
symptoms and diseases in individuals. Many viruses are not yet curable, such as
coronavirus-2 (SARS-CoV-2). Furthermore, the side effect of synthetic antiviral
drugs antiviral and reduced efficacy against resistant variants have reinforced the
search for alternative and effective treatment options, such as plant-derived
antiviral mole-cules. Curcumin (CUR) and quercetin (QUE) are two natural
compounds that have been widely studied for their numerous health benefits,
such as antiviral and anti-inflammatory activity. However, poor oral bioavailability
limits the clinical applications of these natural compounds. In this work,
nanoemulsions (NE) co-encapsulating CUR and QUE designed for intranasal ad-
ministration were developed as promising prophylactic and therapeutic
treatments for viral respiratory infections. The NEs were prepared by high-
pressure homogenization combined with the Phase Inversion Temperature
technique and evaluated for their physical and chemical char-acteristics. In vitro
assays were performed to evaluate the nanoemulsion retention and permea-tion
across the porcine nasal mucosa. In addition, the curcumin and quercetin-loaded
nanoemulsion antiviral activity was tested against a murine B-COV, namely MHV-
3. The results evidenced that CUR and QUE loaded nanoemulsion had a particle
size of 400 nm with good stability and retention in the nasal mucosa. The antiviral
activity of the NEs showed a percentage of inhibi-tion of around 99%, indicating
that the developed NEs have a range of interesting properties as a therapeutic

and/or prophylactic treatment for viral respiratory infections.

Keywords: antiviral, natural compound; curcumin; quercetin; co-encapsulation.
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1 Introduction

In recent years, viral infections represent a global health issue that caused
unexpectedly high mortality due to the spread of COVID-19 pandemic [1,2]. Virus
ability to rapidly spread among individuals leads to outbreaks and epidemics, can
cause significant im-pacts on morbidity and mortality worldwide [2,3]. The severity
of the disease can be variable, depending on different aspects such as the type
and virulence of the invading virus, as well as on individual aspects of the host
[1,2,4]. The main viruses that affect the respiratory system are human rhinovirus
(HRV), influenza, respiratory syncytial virus (RSV), human parainfluenza viruses
(HPV), human adenoviruses (HAdV), and human corona-viruses (HCoV). These
viruses are responsible for causing infections ranging from mild and self-limited
symptoms to severe and even systemic infections [5,6]. Along with these viruses,
coronavirus-2 (SARS-CoV-2) has been turning into a global burden since 2019.
The coronavirus infection also termed COVID-19 is characterized by severe
acute respiratory syndrome resulting in very high morbidity in certain patient

populations [7].

The respiratory epithelium is the main gateway for viral particles. This
epithelium extends from the nasal cavity to the bronchi, allowing contact of the
lungs with the external environment and represent the first and main point of
defense against external pathogens [5,8]. To carry out this protection role, the
airways rely on physical and immunological defenses. The mucus secreting cells
and multi-ciliated cells act together to prevent the persistence of inhaled invading
particles and pathogens and eliminate them. Indeed, the first cells secrete mucus
that traps the invading particles for subsequent elimination. The multi-ciliated
cells have cilia on their apical surface that beat coordinately to eliminate the
inhaled invading particles and the mucus produced in excess. The airway
epithelia are characterized also by the presence of basal cells that act as stem
cells that can differentiate and renew epithelial cells for the maintenance of
homeostasis [9]. In addition, neuroendocrine cells secrete inflammatory
mediators to act against invaders and to trigger immune defenses [10]. However,
respiratory viruses constantly mutate and often develop mechanisms that bypass

these host defenses [5].
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Over the past few decades, advanced scientific research has discovered
many syn-thetic antiviral agents which are effective against a number of viral
infectious diseases. Unfortunately, these synthetic drugs have been reported to
produce countless undesired adverse effects, in addition, to having a high cost.
Furthermore, they may become ineffective on emerging resistant viral strains [7].
The global burden of viral infections and medication costs calls for the urgent
development of affordable and effective new antiviral drugs. The development of
innovative preventive and/or therapeutic strategies contributing to inhibit viral
entry into the respiratory epithelium and its replication and subsequent
complications is essential. In this regard, natural active compounds, such as
guercetin (QUE) and curcumin (CUR), that are widely studied for their multiple
biological activities, could be used to the development of new protective and
therapeutic measures against viral infections [11-13].

CUR, the yellow pigment of spice turmeric, is the major active polyphenolic
com-pound extracted from the roots of the rhizome plant Curcuma longa L.
(Zingiberaceae). CUR has a wide range of in vivo pharmacological activities such
as anti-inflammatory, antioxidant, antithrombotic, antimicrobial, and antitumor
effects [14-23]. CUR is also an effective antiviral agent against many viruses
including dengue virus, human immunodeficiency virus (HIV), Kaposi sarcoma-
associated herpesvirus (KSHV), enterovirus, Zika virus, Chikungunya virus,
vesicular stomatitis virus, human respiratory syncytial virus, influenza A virus,
hemorrhagic septicemia virus, herpes simplex type 2, norovirus, hepatitis C virus,
hepatitis B virus, SARS-CoV-1, and SARS-CoV-2 [24-29].

QUE, one of the most abundant dietary flavonoids, occurs naturally in a wide
range of fruits and vegetables. QUE supplements are used for improving
immunity and maintaining general well-being. In vivo studies demonstrated the
anti-inflammatory, immuno-protective, and antioxidant effects of QUE [30—-34].
QUE has also a broad-spectrum antiviral properties and has shown inhibitory
activity against many viruses including HIV, herpes simplex virus (type 1 and 2),
poliovirus (type 1), parainfluenza (type 3), hepatitis C virus, human respiratory
syncytial virus, Sindbis virus, vaccinia virus, SARS-CoV-1, and SARS-CoV-2
[12,29,35-41]. QUE and CUR have a well-established safety profile, and oral

intake doses up to 1 g/day for three months have resulted in no significant
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adverse effects [35,36]. Both have an excellent safety profile with “Generally
Recognized as Safe” (GRAS) status received from the USA Food and Drug
Administration (FDA) [37-39] and could be used in combination with clinically
used antivirals and drugs that control the symptoms of COVID-19 and other viral

infections.

Along with numerous advantages, some challenges must be overcome during
the drug development process involving natural substances. Pharmacokinetic
ADME (ab-sorption, distribution, metabolism, and elimination) parameters are the
crucial factors that affect the drugability of a plant-derived compounds. QUE and
CUR have low aqueous solubility and poor oral bioavailability, which limits their
clinical applications [13,40]. Fortunately, the advancement of novel drug delivery
systems and nanotechnologies can contribute to enable the use of these plant

metabolites as potential drugs [41-43].

Through pharmaceutical nanotechnology, nanocarriers can be developed to
protect unstable molecules, improve aqueous solubility of poorly soluble
compounds, and even direct molecules to specific targets in the body, providing
increased therapeutic efficacy [41,44,45]. Among the nanocarriers, lipid-based
nanocarriers stand out for their versatility and high biocompatibility and
biodegradability, especially nanoemulsions (NEs), in which liquid lipids are used
at room temperature and are capable of carrying higher concentrations of actives
in their oily core [46,47]. Lipid NEs also provide a slower and more gradual
release of the encapsulated actives, sustaining their concentrations and action at

the administration site [48].

The demonstrated anti-inflammatory, immunomodulatory, antiviral, and
antioxidant activites of QUE and CUR, encouraged us to investigate a
combination of these agents loaded in NEs as an adjuvant therapy for viral
infections. In the present study, we develop lipid NEs containing QUE and CUR
for nasal administration and evaluate the antiviral activity in murine 3-Cov, a
relevant viral model belonging to the SARS-CoV-2 family. It is speculated that the
coadministration of QUE and CUR NEs by intranasal route could be used as a
therapeutic and/or prophylactic treatment for viral respiratory infections. The

synergistic mechanisms can effectively target the infection by interfering with viral
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replication and simultaneously modulating the host's hyperinflammatory

response.
2 Materials and Methods

2.1 Materials

Curcumin (CUR), quercetin (QUE), 12-hydroxystearic acid-polyethylene
glycol copol-ymer (PEG 660-stearate/Solutol HS15®), castor oil (CO), were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Egg lecithin (Lipoid E80®)
was purchased from Lipoid (Steinhausen, Switzerland). Polyethylene glycol 400
(PEG400) was purchased from Synth (S&o Paulo, Brazil). Acetonitrile and
methanol of high-performance liquid chromatog-raphy (HPLC) grade was
purchased from Panreac (Barcelona, Spain), and the water was achieved with a
Milli-Q® ultrapure water system (Millipore, Burlington, MA, USA). Potas-sium
chloride, sodium chloride and methanol analytical grade were obtained from
Synth (S&o Paulo, SP, Brazil). Monobasic sodium phosphate and dibasic sodium
phosphate were purchased from Alphatec (Porto Alegre, RS, Brazil). Calcium

chloride dihydrate was purchased from Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brazil).

2.2 Development of Nanoemulsion containing CUR and QUE

Different types of nanoemulsion (NE) were prepared by the method of high
pressure homogenization (HPH) combined with the Phase Inversion
Temperature Technique as previously described by Vaz et al. [49]. In brief, two
phases were prepared, the oily phase with castor oil, egg lecithin, and the natural
compounds (three oil phases were prepared: 1) CUR; 2) QUE; 3) CUR and QUE),
and the aqueous phase composed by the surfactant PEG 660-stearate dissolved
in ultrapure water (2% w/v), Table 1. The blank formulation (control) was prepared

without the natural compounds in the organic phase.

Table 1. Composition of nanoemulsions NEs

NE NE NE NE
Blank CUR QUE cQt
Oils Phase Castor oil 169 1649 1649 1649
Curcumin - 0.03 g - 0.015¢g
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Quercetin - - 0.03g 0.015¢

Egg lecithin 05¢g 0.5¢g 05g 05¢g
Aqueous Phase Peg-660 stearate 2 % wiV 2 % wiV 2 % wiV 2 % wiV

Water purified gs 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL

1CQ - Curcumin+quercetin

For the preparation of NEs, the oil phase was heated at 68 °C, under magnetic
stirring at 1500 rpm, for 30 minutes. The aqueous phase was heated to 80 °C,
under magnetic stir-ring at 700 rpm, for about 2 minutes. Then, the aqueous
phase was added to the oil phase and kept under magnetic stirring at 1500 rpm,
remaining for 2 min. After this time of agi-tation, the NEs were submitted to a
high-speed homogenizer (Ultra-turrax® T10 basic, IKA) at 14,500 rpm for 2 min,
followed by 18 cycles of 24 s (totaling 7 min and 12 s) in HPH (EmulsiFlex-C3,
Avestin, Ottawa, Canada) at 10,000 psi. The formulations were cooled to room

temperature and stored in a refrigerator at 4-8 °C.

2.3 Measurements of Size and Zeta Potential

The average hydrodynamic diameter, particle size distribution (as
polydispersity in-dex), and zeta potential of the NEs were determined by dynamic
light scattering and laser doppler anemometry, respectively, using a Zetasizer
Nano Series (Malvern Pananalytical, Malvern, UK). The particle size
measurements were performed at 25 °C after appropriate dilution of the samples
in distilled water (1:100, approximately 10 puL of nanoemulsion per mL). Each size
analysis lasted 300 s and was performed with a detection angle of 90°. The
hydrodynamic radius was determined according to Stokes- Einstein’s equation
(Equation (1)):

kBT

=5 1)

" emnD

where B is Boltzmann’s constant (J/K), T is temperature (in K), D is diffusion
coefficient and n indicate viscosity of the medium, water in this case (0.89 cP at
25 °C).

For measurements of zeta potential, the samples were placed in the
electrophoretic cell, where an alternating voltage of £150 mV was applied. The
zeta potential values were calculated as mean electrophoretic mobility values

using Smoluchowski’s equation
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2.4 Determination of CUR and QUE concentrations in NEs

The CUR and QUE content carried in the NEs was determined using a
UV/Vis spectrophotometer. For this, the Perkin Elmer Lambda 45 equipment
(Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA) was used. First, the method was
validated evaluating specificity, linearity, precision, and accuracy are reported in
Supplementary Material. Then, using the calibration curve of the equipment, the

compounds were quantified and detected.

For the analyzes, an aliquot of 30 ul of each NEs was taken and diluted in a
10 ml volumetric flask in methanol, after dilution an aliquot was placed in a quartz
cuvette to be evaluated, for the detection used wavelength of 375 nm for QUE
and 425 nm for CUR. Through the absorbances obtained, the concentrations

were calculated.

2.5 Ex vivo permeation and retention study of CUR and QUE NEs on nasal
mucosa

The permeation tests of the NEs were performed using Franz-diffusion
cells type, as described by Kakad et al. [50] with porcine nasal mucosa, an
interface area of 2.268 cmz, and an internal volume of 12 mL. The porcine nasal
mucosa was obtained from a slaughterhouse accredited by the Ministry of
Agriculture (Frigorifico Castro, Pelotas, RS, Brazil). Freshly excised porcine nasal
mucosa was placed between the donor and receptor compartments. The
receiving compartment was filled with 12 mL containing simulated nasal fluid
(SNF) the receiving fluid was selected to simulate the conditions at the NE
delivery site, for which a combination of salts was used (NaCl 8.766 mg/mL, KCI
2.98 mg/mL, NaH2PO4 0.8998 mg/mL, Na2HPO4 0.4258 mg/mL, CaCl2.2H20
0.5549 mg/mL) ) to form FNS at pH 6.4 and polyethyleneglycol-400 (PEG400) as
a co-solvent to increase the solubility of the compounds and the viscosity of the
receptor fluid at concentrations of 70:30, v/v respectively. And kept at 37 + 1-C in
a thermostatic bath with continuous stirring at 650 rpm for 4 h. In the donor

compartment, 350 pl of the NE was added.

Four hours after the beginning of the experiment, the receptor medium was
collected and filtered through a 0.45 pum membrane (Millipore Corporation,

Billerica, MA, USA) and analyzed by high performance liquid chromatography
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(HPLC) according to the method described by Vaz et al. [51]. HPLC analyses
were performed on a Shimadzu liquid chromatograph fitted with an autosampler
using automatic injection with a 15 pL sample loop, a LC-10 AT quaternary pump,
a DGU degasser, and a CBM20A controller associated with a MP20A Photodiode
Array Detector (Shimadzu, Kyoto, Japan). The HPLC analytical method used a
150 x 4.6 mm C18 column, 5 pum particle size (Zorbax ODS, Agilent
Technologies, Wilmington, DE, USA) in gradient elution with mobile phase
obtained by mixing 1% w/v aqueous phosphoric acid adjusted to pH 2.6 (Eluent
A) and acetonitrile (Eluent B) at a flow rate of 1.0 mL/min, details about the
gradient are reported in Supplementary Material. The detection wavelength was
375 nm for QUE and 425 nm for CUR, LC Solution-Shimadzu software was used

for data acquisition.

At the end of the permeation experiment, the porcine nasal mucosa was
removed from the Franz cells, the excess NE was removed with approximately
60 ml of methanol:SNF (25:75) and gently dried with filter paper for the total
removal of NE not absorbed by the mucosa according to the method described
by Vaz et al. [49]. To evaluate the retention of CUR and QU in the tissue, the
exposed region of the swine nasal mucosa was cut with a scalpel and placed in
a 10 ml volumetric flask with methanol and maintained under magnetic stirring at
650 rpm overnight. After this period, an aliquot of the obtained solution was
filtered through a 0.45 um membrane and analyzed by HPLC as previously

described.

2.6 Antiviral Activity Assay

For the antiviral assays, the Murine hepatitis VR-261 (MHV-3) strain, a -
Cov, was used as a model of viral particles belonging to the SARS-CoV-2 family,
together with mouse fibroblast cell line L929 (CCL-1 NCTC clone 929, strain L,
ATCC, Manassas, VA, USA) derived in 1948 from a C3H/An male mouse. The
analyzes were performed at the Virology Laboratory of the Biotechnology Startup

Nucleo Vitro — Porto Alegre, RS, Brazil and the strains used were from its stock.

2.7 Cell culture
L929 cells were distributed in 96-well plates suitable for monolayer

cultivation, for the number cells/well 2x10* and maintained in culture for 24 hours
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with DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) supplemented with antibiotics
and 5% of bovine fetal serum, in an oven at 37°C and 5% CO?, previously to

antiviral experiments.

2.8 Cell cytotoxicity

The cytotoxicity effect of NEs was evaluated by the sulforhodamine B
(SRB) assay, as previously described with some modifications [52,53]. Briefly,
monolayers of L929 cells distributed in 96-well plates were incubated for 48h at
37 °C with the mixture of formulations diluted in DMEM in dilutions from 10% to
1%. Later, it was fixed with trichloroacetic acid and stained with sulforhodamine
to quantitatively assess the presence of viable cells. Afterward, the plate was
read in a spectrophotometer using a reference wavelength of 560 nm. The control
group was normalized to 100%, and the other groups were compared to it. From
cell viability above 70%, non-cytotoxic concentration was considered for

evaluation in the following studies.

2.9 Antiviral assays

The antiviral activity of NEs determined by the tissue culture infectious
dose reduction assay (TCID). Briefly, a series of dilutions of the initial MHV-3 titer
was performed in DMEM cell culture medium (from 1:10,000 virus dilution to 1:10)
and mixed with safe concentrations of NEs (1% 1:100 ~14 pg/mL NE-CUR or NE-
QUE and ~ 0.65 pg/mL NE-CQ, i.e.). Virus and NEs mixtures were incubated for
1 hour at room temperature. The growth medium was removed from the
previously prepared cell culture plates, and 0.1 ml of virus and NEs mixture was
added to the cell monolayer, then the plates were incubated at 37 °C for 24h. The
untreated virus was included in each plate as a control. NE without actives (NE-
blank) was also used as a viral growth control. Finally, the TClso was calculated
as proposed by Reed and Muench [54], and the percent reduction of virus was

recorded as follows:

) o viral count of untread cells — viral count of treated cells
Viral inhibition (%) = X

viral count of untread cells
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2.10 Surface viral inactivation assay

Viral solution containing 100000 viral particles was distributed on a
previously sterilized aluminum surface measuring 5 cm x 5 cm, with the aim of
simulating surface contamination and mimicking the time of contact with the skin,
and left for 1 hour for fixation. Subsequently, 400 pl of NEs to be tested were
added to the plate. The formulation was in contact with the virus on this surface
for a specified period (1 hour), after which it was removed with filter paper. Then
400 pl of DMEM cell culture medium was applied to this surface to recover viable
viral particles. The residual viral titer was measured using a TCIDso according to
the methodology adapted from Reed and Muench [54], on previously cultured
cells L929 to assess the viability of the virus and its replication potential. The
plates were incubated for 24h at 37 °C with 5% CO2. The control groups of the
study were performed without the addition of NEs and with the addition of NE
without actives. The study was carried out in triplicate with repetition on different
days, with an acceptable experimental deviation of £ 0.5 log10 considering a cell

culture system and virus.
3. Results

3.1. Preparation and characterization of NEs

The proposed method for the development of the formulations led to the
formation of stable NEs capable of encapsulating CUR and QUE efficiently, with
the recovery rate of the actives at the end of the development being always higher
than 85%. The NEs had an average particle size of 400 nm with polydispersity

index lower than 0.3 and a zeta potential close to -30 mV, as shown in Table 2.

Table 2: Average patrticle size, polydispersity index, zeta potential, drug loading

and recovery

Zeta

Formulation Avergge Particle PDI potential Drug Loading Recovered Drug
Size (hm) mv) (mg/mL) Content (%)

NE-Blank 39455+75 0.27+0.01 -349+0.77 - -

NE -CUR 3885+24 0.25+0.04 -285+041 1.36+0.05 90.8 %

NE-QUE 4359+ 35 0.28+0.01 -341+0.10 1.38+0.03 91.8%

CUR0.64+0.02 CUR 84.8%
-CO! + + - +
NE-CQ 396.45+7.5 0.25+0.03 39.7+ 053 QUE 0,66 0.02 QUE 88.4%

1 CQ — Curcumin+quercetin
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3.2 Ex vivo porcine nasal mucosa permeation and retention test

After four hours of experiment, no significant amounts of actives were
found in the receiving medium. The mucous membranes were cleaned and
subjected to an overnight extraction process. After the extraction process of the
compounds retained in the mucosa, the solutions were filtered and analyzed by
HPLC. The values found for retained compounds in the porcine nasal mucosa
were experssed as amount per surface area unit (ug/cm?). In this test, there were
different concentrations of retention found between the formulations shown in
Figure 1, with the average values being: NE-QUE 3.67 pg/cm?, NE-CUR 2.73
ng/cm2 and NE-CQ 1.57 pg/cm? QUE and 1.67 pg/cm? CUR.

5= ® NE-QUE
5 *k ® NE-CUR
2 47
= % — A NE-CQ/QUE
c
g 3= -
: v NE-CQ/CUR
g
O 2=
O L I
E ==
w 17
)
(o4

0 || 1 | | 1

NE-QUE NE-CUR NE-CQ/QUE  NE-CQ/CUR

FIGURE 1. Mass of QUE and CUR retained in porcine nasal mucosa after 4 h of
permeation test in Franz-type diffusion cell. The compounds were extracted with
methanol overnight. =+Statistically significant compared with NE-CQ/QUE at p <
0.05 (Ordinary one-way ANOVA of using graphPad prism 8.0.2)

3.3 Antiviral activity

3.3.1. Cell cytotoxicity
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Cell viablility higher than 70% was found in the NEs CUR, QUE, and CQ
from the dilution of 1.25 %, as seen in Figure 2, corresponding to the
concentration of 17.5 pg/mL of active compound for NE-CUR or NE-QUE and
8.13 pg/mL of both natural compounds for NE-CQ. The blank NE had a cytotoxic
concentration lower than 70% already for dilutions 2.5%, but it was used in the
same dilution of the NEs containing the natural compounds. Thus, in order to use

safe dilutions of NEs, their dilution was fixed to 1% for all the antiviral studies.

B Control

140 Blank
g 120= B QUE
> 100+ CUR
S 80+ B CQ
©
> 60~
S 404

20=

10 5 2.5 1.25 1

Concentrations of NEs (%)

FIGURE 2: Cytotoxicity assay of the tested compounds in L929 cells. The
cytotoxicity of NE-Blank, NE-QUE, NE-CUR and NE-CQ based on the dose—
response was determined using SRB, the control group was normalized to 100%

and the other groups compared to him.

3.3.2. Antiviral assays

The NEs QUE and CQ showed similar viral inhibitory activity, with >
99.00% corresponding to > 2.0 log 10 reduction in the virus titer. NE-CUR, on the
other hand, showed a greater viral inhibitory capacity, providing an viral inhibitory
percentage > 99.68% corresponding to > 2.5 log 10 reduction. Interestingly, NE-

Blank did not show any viral inhibitory activity, Table 3.
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Table 3: Reduction of viral particles

Reduction of Viral Particles

Formulation Viral Particle Reduction (%)

(log10)
Control - -
NE-Blank - -
NE-CUR 25 99.68 %
NE-QUE 20 99.00 %
NE-CQ 20 99.00 %

3.3.3. Surface viral inactivation assay

In this test, the NEs were added directly to the surface contaminated by
the virus and without any contact with the cells. The NEs were removed after 1
hour contact with viral particles. In this surface viral inactivation assay, the NEs
QUE and CQ showed a greater capacity for viral inhibition, corresponding to >
96.83% virucidal activity against MHV-3, corresponding to > 1.5 log 10 reductions
in the virus titer, whereas NE-CUR showed a lower inhibitory activity
corresponding to > 90.00% virucidal activity against MHV-3, corresponding to >

1.0 log 10 reductions in virus titer, Table 4.

Table 4: Viral reduction, surface viral inactivation assay

Formulation Mean viral particles Reduction of viral Viral particle reduction
(log10) particles (log10) (%)
Control 10°%90 - -
NE-Blank 10%° - -
NE-CUR 10?° 10 90.00 %
NE-QUE 10%° 15 96.83 %
NE-CQ 102° 15 96.83 %

4. Discussion

In the present study, we investigated the potential in vitro antiviral effects
of QUE and CUR co-encapsulated in nanoemulsions (NEs) against the MHV-3
strain, a murine betacoronavirus (B-Cov) that was used as a model of viral
particles belonging to the same family of SARS-CoV-2. The current study showed
several novel findings; our results demonstrate that it was possible efficiently co-
encapsulate CUR and QUE in NEs with a good drug loading and final
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concentration of the two natural compounds. The nanoemulsion showed
adequate size for intranasal administration that allows CUR and QUE to be only
retained in the nasal mucosa. Interestingly, no drug permeation was detected for
any of the two natural compounds, indicating that they could be used for local
treatment. But more significantly, the drug-loaded NEs showed a remarkable viral
inhibitory capacity, up to 99%, even if they were employed at a dilution 1:100 of

the initial concentration.

To achieve a higher efficacy, the selection of the components of the
formulation are important since each component can contribute with distinct
mechanisms of action. QUE demonstrated in vitro dose-dependent activity
against herpes simplex virus HSV-1 and HSV-2 and showed inhibitory anti-
cytopathic effects to damages caused by various serotypes of rhinovirus,
echovirus, coxsackievirus, and poliovirus type 1 Sabin [55]. This compound has
also demonstrated potential against the SARS virus due to its ability to interfere
with various stages of the coronavirus entry and replication cycles such as PLpro,
3CLpro, and NTPase/helicase. Molecular docking analysis also found that QUE
binds to spike protein, as well as to viral RdRp, and PLpro enzymes [55]. On the
other hand, studies have suggested that CUR is able to inhibit HCV, Zika, and
chikungunya viral replication during the binding and fusion stages [56,57].
Additionally, CUR affects virus replication machinery by reducing the activity of
integrase of HIV- 1 [58] and affects viral replication as well as adsorption

mechanisms on infectious SARS-CoV-2 in a dose-dependent fashion [59].

Based on these properties described in the literature of QUE and CUR, we
decided to investigate a combination of these agents loaded in NEs as an
adjuvant therapy for viral infections. Some studies were performed using the
compounds in association with the free form. Ujjan et al. [60] assessed the
possible treatment benefits of a combined curcumin and quercetin (CUR-QUE)
oral supplementation for early-stage COVID-19 infection. After one week of
treatment, most of the patients in the CUR-QUE group showed an expedited
clearance of the viral infection, i.e. 18 (72.0%) vs. 6 (24.0%) patients in the control
group tested negative for SARS-CoV-2 in the nasal-oropharyngeal swab reverse
transcription polymerase chain reaction (RT- PCR) analysis. In addition, COVID-

19-associated acute symptoms were also speedily resolved in the CUR-QUE
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treated patients, i.e. 10 (40.0%) vs. 4 (16.0%) patients in the control group. Also,
the CUR-QUE supplementation therapy was well-tolerated by all 25 patients, and
no treatment emergent effects or serious adverse events were reported. Kumar
Verma et al. [61] aimed to identify molecules from medicinal plants that may
inhibit SARS-CoV-2 by acting on the major target proteins such as spike protein,
main protease, angiotensin-converting enzyme-2, furin, and RdRp. The obtained
results by molecular docking, molecular dynamic simulation, binding free energy
calculations, pharmacophore model, and structure-based alignment methods
showed that CUR, gingerol, and QUE may work against COVID-19.

However CUR and QUE own high first-pass metabolism and limited
absorption. They are unstable and metabolized by photo and oxidative
degradation routes. Therefore, many novel drug delivery systems have been
prepared to overcome these drawbacks. Furthermore, co-encapsulation and co-
delivery of bioactive molecules are other strategies to overcome drug delivery
deficiencies or to improve therapeutic efficiencies against resistant pathogens by

the synergistic effects [62].

In our study, we choose to co-encapsulate QUE and CUR in NEs for
intranasal administration. Considering the first location of viral infections occurred
in the upper airways mucosa or lung of most patients, and most oral drugs can’t
attain sufficient anti-viral concentration, the in situ drug administration by a nasal

spray could provide a locally effective dose [63].

During the development and characterization of the NEs, the loading
capacity of QUE was greater than CUR when encapsulated alone. In NE-CQ, the
concentrations of the two compounds were very close, indicating that the loading
capacity of the compounds was influenced by co-encapsulation. Another
important factor to consider in the developed NEs was the size around 400 nm,
which can interfere in the release of QUE and CUR and in the permeation
capacity. Corroborating our suggestion that size influences permeation capacity,
the study of Vaz et al. [64] showed that NE-CUR with a maximum mean size of
40 nm about 10 times lower than those in our study, had a permeation capacity

in porcine nasal mucosa after four hours under the same conditions this study.
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As the purpose of our study is to help treat and prevent viral infection and
avoid possible complications caused by viral respiratory infection, intranasal
administration is preferable. However, due to the constant mucociliary activity of
the respiratory epithelium, the formulation must have a sufficient affinity to diffuse
through the mucosa, remaining available at the site [65]. Studies have explored
the intranasal route for different types of drug delivery due to anatomical and
tissue characteristics of the nasal cavity [66]. For systemic delivery, for the
administration of vaccines [67,68], and for administering therapies to the central
nervous system for the treatment of neurological disorders [50,64,69]. But even
S0, its main use has been to treat local symptoms, mainly those resulting from
allergies, pathogens, and external particles that cause irritation, and inflammation
in the mucosa. For this, formulations containing decongestants, antihistamines

and anti-inflammatories such as glucocorticoids are widely used [67,70].

The strategies used for the development of nasal formulations took into
account the type of drug used and the intended place of delivery based on
pharmacopeias (European [71], USP [72], and Brazilian [73]) do not show
characterization methods for local or systemic nasal formulations regarding the
most indicated particle size. The literature showed that for local administration
they must show predominant nasal deposition. In this sense, our results showed
that QUE and CUR were retained in the nasal mucosa and no permeated,
indicating an excellent behavior in view of a local administration. As CUR and
QUE, can act as mediatiors of the most common mechanisms of inflammation
that are associated with exacerbation of allergic symptoms [74-76], we believe
that their use by the intranasal route and its retention in the mucosa will not be a

problem and may also contribute to the reduction of local inflammation.

Our studies also evaluated the virucidal capacity of the formulations,
verifying whether they inhibit the virus already before the infection. For this, the
virus was pre-treated for one hour with the NEs. As a result, the formulations in
contact with the viral particles inhibited their subsequent entry into the cells
[77,78].

Some studies have already evaluated the antiviral capacity of QUE, as in
the study by Hung et al. [79] that evaluated the ability of Houttuynia cordata
aqueous extract to inhibit the initial stages of Herpes Simplex Virus (HSV-1)

67



infection. The main components of this extract are flavonoids, QUE, and its
glycosides. In this study, the extract showed a potent viral inhibitory activity, and
to determine at which stage of viral infection these compounds act, the pure
components were analyzed by plaque reduction assays with virus pre-treatment

(2 h of contact). QUE at the concentration of 52.9 yg/ml showed > 50% inhibition

of 108 pfu/ml of HSV-1. Proving to be the main compound of this extract

responsible for inhibiting the initial processes of this viral infection.

The study realized by Chiow et al. [80] also evaluated the antiviral activities
of Houttuynia cordata aqueous extract and isolated QUE. In this study, the
antiviral activity was evaluated against the MHV-3 strain, the virus that causes
mouse hepatitis, a B-COV, like SARS-COV and MERS-COV. The minimum
inhibitory concentration of QUE for a 50% reduction of viral load from MHV-3 10°
pfu/mL was 125 pg/mL. The experimental strategy of the study was to investigate
the extact’s prophylactic antiviral effects. The compounds interacted with the
viruses for one hour before their introduction into the cells. Our study with NE-
QUE was performed in the same conditions, with pretreatment of the virus for
one hour. However, in Chiow study, a concentration of 125 yg/mL of quercetin
was necessary to achieve the viral inhibitory activity. The concentration of cellular
cytotoxicity equivalent to 50% (CC50) was 116.52 ug/mL, very close to the
concentration of antiviral activity. In our experiment performed with NE-QUE
using the same virus as a model, viral inhibition was achieved with a
concentration of 14 yg/mL, and the CC50% of NE-QUE was 35 ug/mL. Thus, it
was observed that NE-QUE showed lower cellular cytotoxicity and higher viral
inhibition with a much lower concentration, suggesting a better activity of QUE in
the nanoencapsulated form. According to Chiow study, QUE can inhibit the H*-
ATPase pump of the lysosomal membrane and thus prevent the removal of the
virus coat. This may indicate that QUE has an antiviral potential that should be
explored for its use in antiviral therapies, and even that it could be used against
B-CoVs.

Studies have also evaluated the antiviral potential of CUR. Li et al. [81]
analyzed the antiviral and virucidal effects of CUR against transmissible
gastroenteritis virus (TGEV), an a-COV that infects swine. To evaluate the

antiviral potential the cells were treated with different concentrations of CUR for
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one hour and subsequently infected with TGEV strain WH-1 (0.1 mol). To
evaluate the virucidal potential of CUR, virus was incubated with different
concentrations of CUR for two hours and subsequently titrated. Data were
reported as TCIDso. The greatest reduction in TGEV titers was found in the
virucidal assay, when the virus was pre-incubated with CUR, suggesting that
CUR affects TGEV infection at the time of adsorption/penetration. The study
showed that CUR has direct inactivation effects on TGEV as well as robust
antiviral abilities that primarily interfere with the adsorption stage in the TGEV life
cycle. Corroborating with the information from our study, the pre-treatment of the
virus with NE-CUR showed a greater antiviral capacity than in the surface
virucidal experiment, after the viral particles have adhered to the surface sterile

experimentally analyzed.

The study by Mounce et al. [57] reported similar results when evaluating
CUR against Zika and Chikungunya virus (CHIKV). Direct treatment of the virus
with CUR reduced virus infectivity in a dose-dependent manner. They also
evaluated the possible interference of CUR in viral replication, but through
guantification of viral RNA by RT/PCR. The data suggest that CUR does not
directly interfere with the replication machinery of CHIKV and that the antiviral

activity of CUR probably derives from the inhibition of virus binding to the cells.

Chen et al. [63] has confirmed that the viral interfering capacity of CUR
differs between enveloped and non-enveloped viruses. The study confirmed that
CUR showed inhibitory capacity in viral strains of influenza A, and as a control,
they performed the tests with the strain EV71 a non-enveloped enterovirus. They
observed that the infectivity of EV71 remained unchanged in presence of CUR,
suggesting that CUR exerts a general inhibitory effect on viruses with an
envelope. In our study, we used a -CoV, enveloped virus, and NE-CUR and NE-
CQ showed both antiviral activity, confirming reports already found and

suggesting that their use for this viral type may be promising.

Our data indicate that CUR and QUE can interfere with viral adsorption to
the nasal mucosa, and according to studies reported in the literature, they can
act on different structures of the viral envelope, demonstrating that their co-
encapsulation in NEs can be advantageous in the prevention of viral adsorption
and replication (Figure 3).
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However, additional studies with other viral species are necessary, as well
as in vivo assays, so that we could better understand the viral inhibitory

mechanisms and their potential to prevent and/or treat viral respiratory infections.

1- Genetic material

2- Capsid

3- Nucleocapsid

4- Capsomers

5- Envelope - lipid layer
6- Envelope - proteins

NE-CQ

4 5 - NE-CUR

FIGURE 3: Enveloped viruses and their structures, highlighting possible sites of
action for NE-QUE, NE-CUR and NE-CQ

5. Conclusions

It was possible to develop NEs co-encapsulating QUE and CUR with
adequate particle size for local delivery. The retention test indicated that the
compound might have the capacity to remain in the mucosa providing local
protection at the site of entry of viral particles. The analyses of the antiviral activity
of NE-QUE and NE-CUR demonstrated that the compounds can inhibit the entry
process of viruses into cells and that together in NE-CQ they can provide a
simultaneous protective effect, working together to treat and prevent viral

adsorption and even decrease local inflammatory responses.

Supplementary Materials: The following supporting information can be
downloaded at: www.mdpi.com/xxx/s1, Table 5S1: Chromatographic conditions
for elution of solvents in gradient mode — HPLC; Table 6S2: Data related to the
LOD, LOQ, slope, and interception for curcumin and quercetin

spectrophotometer analysis method.
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Table 5S1: Chromatographic conditions for elution of solvents in gradient mode

— HPLC
Time (min) Eluent A (%) Eluent B (%) Flow rate (mL/min)
10 60 10
5.0 60 10
7.0 50 10
16.0 50 10

*Eluent A: Phosphoric acid 1% w/v in water, pH 2.6; Eluent B: Acetonitrile

Table 6S2: Data related to the LOD, LOQ, slope, and interception for curcumin
and quercetin spectrophotometer analysis method.

Parameters Validation Results
Linearity Callibration range (ug/mL): 0.5-10
y=0.1179x +0.0345 R2=0.9935
Curcumin LOD 0.062 pg/mL
LOQ 0.189 pg/mL
SLOP 0.1179 +0.0060
Intercept - 0.0345 £0.0023
Linearity Callibration range (ug/mL): 0.5-12.5
y=0.0763x —0.0077 R2 = 0.9998
Quercetin LOD 0.143 pg/mL
LOQ 0.433 pg/mL
SLOP 0.0763 + 0.0046
Intercept —0.0077 £ 0.0035
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