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RESUMO

A tuberculose (TB) é causada pelo Mycobacterium tuberculosis com importancia
médica. O tratamento atual da doenca é eficaz, porém apresenta efeitos adversos. A
quitosana (QS) é um biopolimero natural e vem sendo testado como adjuvante para
minimizar os efeitos da toxicidade de diferentes farmacos. Neste trabalho foi estudado o
efeito adjuvante da QS frente as drogas Isoniazida (INH) e Etambutol (EMB), a fim de
minimizar sua acdo toxica e potencializar a atividade antimicobacterina. No presente
estudo foram produzidos nanocompositos de QS/INH (2ug/2ug; 4ug/2ug) e QS/EMB
(4pg/4pg; 8ugl4pg) nas proporgdes de 1:1 e 2:1 e avaliada a concentragdo minima
inibitéria (CMI) dos nanocompositos e dos controles das drogas INH e EMB
isoladamente (INH-4ug; EMB-8ug). Foi utilizado o0 método de microdiluicdo em placas
contra as cepas de referéncia ATCC H37Rv e multidroga resistente (MDR-TB). Ensaios
de citotoxicidade in vitro foram realizados através do método utilizando brometo
(MTT), em células Raw 264.7. Para os compostos estudados foram realizadas andlises
morfoldgicas e fisico-quimicas. Os resultados obtidos da CMI para o composito
QS/EMB 1:1 indicaram uma melhor atividade antimicobacteriana quando comparada
aos demais compostos testados nas cepas H37Rv e MDR. Na citotoxicidade do
QS/EMB 1:1 foi observada uma IC50 maior que o EMB isolado, contudo sem diferenca
estatistica significante (p = 0,25). O QS/EMB 1:1 apresentou um tamanho de 145 nm e
interagBes farmaco-polimero confirmado em estudos fisico-quimicos. Conclui-se que o
QS/EMB 1:1 formou um nanocompdsito promissor contra a Mycobacterium
tuberculosis.

Palavras-Chave: Mycobacterium tuberculosis; Multidroga resistente; Quitosana;
Nanocomposito.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis (MTB) of medical
importance. The current treatment of the disease is effective, but has adverse effects.
Chitosan (CS) is a biopolymer and has been tested as adjutant to minimize the effects of
toxicity of different drugs. In this work, we studied the adjutant effect of CS on the
drugs Isoniazid (INH) and Ethambutol (ETH), in order to minimize its toxic action and
potentiate the antimycobacterin activity. In the present study, conjugates of CS / INH
(2ug / 2pg, 4pg / 2pg) and CS / ETH (4pg / 4ng; 8ug / 4pg) were produced in 1:1 and
2:1 ratios and the minimum inhibitory concentration. Of conjugates and controls of
INH and ETH drugs alone (INH-4pg; ETH-8ug) by the plague microdilution method
against the reference strains ATCC H37Rv and resistant multidrug (MDR-TB).
In vitro cytotoxicity assays were performed by the method using bromide (MTT) in
Raw 264.7 cells. Morphological and physico-chemical analyzes were performed for the
compounds studied. The results obtained from the CMI for the 1:1 CS / ETH composite
indicated a better antimycobacterial activity when compared to the other compounds
tested in the H37Rv and MDR strains. In the 1:1 CS / ETH cytotoxicity a higher 1C50
was observed than the isolated EMB, however with no significant statistical difference
(p = 0.25). 1:1 CS / ETH had a 145 nm size and confirmed drug-polymer interactions
in physico-chemical studies. It is concluded that the 1: 1 CS / ETH formed a
promising nanocomposite for the treatment of TB.

Keywords:  Mycobacterium  tuberculosis;  Multidrug  resistant;  Chitosan;
Nanocomposite.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis (MTB) ou bacilo de Koch, e que ainda esta longe de ser
um problema de saude do passado. De acordo com um relatério atual da Organizacao
Mundial de Saude, o numero anual de mortes por TB supera as perdas por infeccdo pelo
HIV- Human Immunodeficiency Virus (SCHUBERT et al., 2017). Em 2016, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relataram 9,6 milhdes de novos casos de
tuberculose, que resultou em 1,6 milhdes de mortes, tornando-se a principal causa de
morte no mundo das doencas infecciosas (Global tuberculosis report., 2015).

O Brasil é 0 17° pais com maior nimero de casos, dentre 0s 22 paises em
desenvolvimento, que juntos, somam 80% dos casos de TB no mundo (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE., 2016). Em 2016 foram 2.200 casos confirmados de TB em
Pernambuco, e 952 casos confirmados na regido metropolitana do Recife (SITETB -
Sistema de Informacdo do Tratamento Especial da Tuberculose). A OMS prop0s a
erradicacdo da TB até 2050 e, embora seja possivel, constitui um objetivo ambicioso de
abordagem, que exigi tecnologias mais eficazes (COSTA et al., 2016a; WHO, 2014).

O atual tratamento recomendado contra 0s novos casos de TB pulmonar é
composto por uma terapia de pelo menos seis meses com quatro medicamentos
antiturbeculose de primeira linha (Isoniazida (INH), Rifampicina, Etambutol (EMB) e
Pirazinamida), e farmacos de segunda linha, tais como agentes injetaveis
(Estreptomicina, Kanamicina, Amicacina, Capreomicina e Viomicina) que sao
utilizados quando o tratamento com farmacos de primeira linha falham ou na presenga
de casos de tuberculose multirresistente (MDR-TB) (COSTA et al., 2016a). As cepas
resistentes aos farmacos tradicionais da terapia anti-TB, sdo atualmente um grande
desafio para o tratamento da TB em todo o mundo (CHANG; YEW, 2013).

A tuberculose multirresistente (MDR-TB) é uma forma da doenca causada por
bactérias que ndo respondem a, pelo menos, Isoniazida e Rifampicina, 0s dois mais
potentes farmacos de primeira linha das drogas antituberculose. A terapia para 0s casos
de MDR-TB é mais prolongada, com drogas mais caras e mais toxicas (KAUR; SINGH,
2014; WHO, 2014). Alem disso, estes medicamentos antituberculose sdo metabolizados
no figado, podendo induzir a hepatotoxicidade (KAUR; SINGH, 2014; WHO, 2014).

A imunidade celular é um dos principais mecanismos da terapia anti-TB. A

quimioterapia mata a maioria das bactérias durante alguns dias, mas uma subpopulacéo
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em fase estacionaria pode persistir de forma aerdbica dentro dos macréfagos (PARK et
al., 2013a). Durante este tempo o sistema imunoldgico deve proteger o corpo do
paciente, sendo essencial descobrir drogas para serem usadas no tratamento que nao
sejam toxicas para as células que desempenham papel importante na resposta imune
(SINGH et al., 2014).

A utilizacdo de materiais nanoestruturados na tecnologia farmacéutica é
abordada como novas possibilidades para o desenvolvimento de drogas e dispositivos
de libertacdo de farmacos altamente funcionais que possam ser propostas no tratamento
e diagnostico da tuberculose facilitando a sua administragdo, sobretudo para a forma
multidroga resistente (BROOKS; BROOKS, 2014; HOAGLAND et al., 2016; KAUR,;
SINGH, 2014; SOSNIK et al., 2010). O desenvolvimento de nano e microparticulas, séo
utilizadas em aplicacbes médicas, dentre eles, os nanocompoésitos produzidos com
polimeros naturais (CARUSO; MERLO; CAFFO, 2014).

A quitosana (QS) é um biopolimero formado por residuos de 2-amino-2-deoxi-
-D-glucano, obtida da desatilacdo da quitina (ILLUM, 1998). Ela que tem sido
empregada como base para a formacéao de sistemas de liberacdo controlada de farmacos,
em virtude de suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, além de apresentar
adjuvancia aos compostos com 0s quais estad associada (LARANJEIRA; FAVERE,
2009). A QS vem sendo estudada como um biopolimero promissor para a compensacado
de toxicidade de farmacos e a protecdo dos hepatdcitos durante a administracdo de
drogas antituberculose (GARG; RATH; GOYAL, 2015; VAVRIKOVA et al., 2011a).

Nanocompdsitos de quitosana com drogas antituberculose podem ser uma
alternativa eficaz na quimioterapia ndo-toxica da tuberculose, além de potencializar as
acOes antimicobacteriana das drogas, visto que a QS apresenta uma atividade
antibacteriana (EL-ZOWALATY et al, 2015; MARTIN; PALOMINO, 2012;
PALOMINO et al., 2002; SANTHOSH et al., 2006), e por essa razdo é esperado que a
associacao da mesma com os farmacos Isoniazida e Etambutol, possa resultar em uma
diminuicdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) contra a M. tuberculosis e
consequentemente menor toxicidade. Desse modo, esse trabalho avalia o potencial da
quitosana associado as drogas INH e EMB, sugerindo como uma alternativa promissora

para o tratamento da Tuberculose.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Patogénese da tuberculose

A tuberculose é causada pela infeccdo de Mycobacterium tuberculosis (MTB).
A infeccdo de um hospedeiro com M. tuberculosis € iniciada pela inalagdo/absor¢éo de
gotas (aerosséis) contendo um pequeno numero de Bacilos (DUBE; AGRAWAL,;
VYAS, 2012). Os bacilos se propagam do local da infeccdo inicial através dos vasos
linfaticos ou sangue para outras partes do corpo. O pulmao ¢é o 6rgdo mais suscetivel a
infeccdo da TB, conhecida como tuberculose pulmonar, porém o bacilo pode afetar
praticamente todos 0s 6rgdos do corpo humano (tuberculose extrapulmonar) (COSTA et
al., 2016b).

As Micobactérias podem existir como bacilos que se dividem ativamente ou
em estado "latente”, podendo ambos ocorrem dentro do mesmo individuo dependendo
do estagio da doenca (PANDEY; AHMAD, 2011a). Esta condicdo resulta em infeccéo
latente da TB, onde a infeccdo ndo esta ativa e ndo pode ser transmitida. No entanto,
estas células latentes podem ser reativadas quando o sistema imunitario do hospedeiro é
suprimido (por exemplo, por infecgdo por HIV) (ARBEX et al., 2010a). Por outro lado,
em uma pessoa com um sistema imunoldgico fraco o granuloma ndo captura ou contém
as bactérias. Portanto, a M. tuberculosis serd capaz de escapar e se espalhar para outros
alvéolos e 6rgdos que conduzem a TB primaria progressiva (PARUMASIVAM et al.,
2016).

Uma vez que o M. tuberculosis atingem as vias aéreas terminais, as
micobactérias sdo cercadas e fagocitadas por macréfagos alveolares. As bactérias dentro
dos macréfagos sdo entdo expostas a multiplos microbicidas, incluindo espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, pH acido, enzimas lisossomais e peptideos toxicos (SOSNIK
et al., 2010). Além disso, os macréfagos iniciam a producdo de enzimas proteoliticas e
citocinas para degradar estes microrganismos patogénicos, mas alguns bacilos sdo
capazes de sobreviver dentro do macrdéfago por periodos de tempo, evitando todo um
mecanismo bactericida dos macr6fagos (ONYEBUJOH et al., 2005). O langamento de
citocinas atraem, consequentemente, linfocitos T para o sitio infectado. Em uma pessoa
com imunidade celular intacta, os granulomas serdo formados atraves da acumulacéo de
linfocitos T ativados e macrofagos ao redor do M. tuberculosis para conter a infeccdo
(GONZALEZ-JUARRERO; O’SULLIVAN, 2011). Estes granulomas s&o dependentes
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do fator de necrose tumoral (TNF), em criar um microambiente que limita a replicacéo e
propagacédo da M. tuberculosis (PARUMASIVAM et al., 2016).

2.2 Macrofagos

Os macréfagos sdo células de defesa, amplamente distribuidas pelo organismo,
que recebem diferentes nomes de acordo com a sua localiza¢do. Alguns exemplos séo
0s macrofagos no Sistema Nervoso Central que sdo denominados de microglia, temos
também as células de Kuppfer no figado, macréfagos alveolares no pulmao, células
dendriticas na regido subcortical dos linfonodos e células de Langerhans na pele (YUE
et al., 2010). Sdo ceélulas relativamente grandes, que medem entre 25-50 um de
diametro, apresentam nucleo irregular, possuem um ou mais nucléolos, cromatina pouco
condensada, citoesqueleto bem desenvolvido, indmeras projeces citoplasmaticas,
grande numero de lisossomos, complexo de Golgi e mitocondrias (SOSNIK et al.,
2010).

Os macrofagos sdo um dos mais importantes tipos de células do sistema imune
inato e podem assumir formas morfoldgicas diferentes conforme sua localizacdo
(SHIBATA et al., 1997a). Eles podem exercer a fungdo de defesa de maneira indireta,
por meio de atividades antitumorais e microbicidas, da secregdo de citocinas, da
apresentacdo de antigenos, regulando assim o sistema imune ou de forma indireta,
identificando, fagocitando e destruindo efetivamente corpos estranhos. Desta forma, o
macrdéfago tem papel central no inicio da resposta inata adquirida e a efetividade da
resposta contra patégenos depende da sua forma de ativacdo (SHIBATA et al., 1997b).

Os macrdfagos sdo hospedeiros principais de patdgenos intracelulares das
doencas infecciosas cronicas e, assim, alvo terapéutico para a administracdo intracelular
de antibidticos. Agentes antibacterianos sdo administrados a macréfagos para o
tratamento de infec¢Bes intracelulares, tais como a tuberculose, salmonelose e
brucelose. Estas infeccbes sdo causadas por bactérias que “residem” nas células
hospedeiras, o que lhes permitem replicar, sobreviver e causar danos ao hospedeiro. Os
macrofagos fornecem um nicho imune-privilegiado e agem como reservatorios para
estes patogenos intracelulares (SOSNIK et al., 2010). InfeccBes por estes patdgenos,
como a M.tuberculosis ndo apresentam bons resultados terapéuticos, ja que a maioria
das bactérias sobrevivem dentro dos macréfagos e grande maioria das drogas utilizadas
na quimioterapia da tuberculose séo incapazes de atravessar a membrana celular devido
a polaridade ou ao tamanho (GONZALEZ-JUARRERO; O’SULLIVAN, 2011).
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Desta forma, linhagens macrofagos sdo de grande interesse para obtencdo de
informacdes sobre a resposta produzida frente a presenca de agentes patoldgicos no
organismo. Dentre as linhagens imortalizadas de macréfagos disponiveis, se destaca as
RAW 264.7, oriundas de células tumorais peritoneais induzidas por virus em ratos. Estas
células sdo aderentes, apresentam alta taxa de fagocitose e de multiplicacdo. S&o
resistentes e relativamente faceis de cultivar. S&o interessantes para testes de toxicidade,
pois apresentam metabolismo que mimetiza macro6fagos de culturas primarias, porém
ndo sofrem fase de declinio no seu crescimento, por serem imortalizadas (SHIBATA et
al., 1997a).

2.3 Tratamento da Tuberculose

A quimioterapia atualmente disponivel para o tratamento da MTB inclui
farmacos orais de primeira linha como Isoniazida (INH), pirazinamida (PZA),
rifampicina (RIF) e etambutol (EMB); Farmacos de segunda linha como os séo
injetaveis Estreptomicina, Kanamicina, Amicacina, Capreomicina e Viomicina, e outros
farmacos (SARKAR; SURESH, 2011). De acordo com as diretrizes da OMS, o
esquema padrdo para o tratamento da TB inclui a administracdo diaria de INH, RIF,
PZA e EMB por 2 meses para uma diminui¢do dos sintomas clinicos. Apos 0s 2 meses,
a continuacdo dessa quimioterapia € realizada com a administracdo de duas a trés drogas
(INH, RIF ou EMB) intermitentemente por quatro a sete meses para eliminar as
possiveis M. tuberculosis remanescentes e reduzir resisténcia (DYE, 2006; PHAM;
FATTAL; TSAPIS, 2015).

O esguema primario preconizado para a TB pulmonar consiste na ingestdo de
150mg de Rifampicina, 75mg de Isoniazida, 400mg de Pirazinamida e 275mg de
Etambutol, sendo administrada em dois comprimidos para pacientes com 20 a 35 Kg;
trés comprimidos 36 a 50 Kg; e quatro comprimidos para pacientes com mais de 50 Kg,
isso durante os dois primeiros meses. Os Ultimos quatro meses — fase de manutencéo,
consiste na administracdo de uma cépsula de Rifampicina de 300mg com 200mg de
Isoniazida para pacientes com peso entre 20 a 35 Kg; para a faixa de 36 a 50 Kg a
ingestdo de duas capsulas, uma contendo 300mg de Rifampicina e 200mg de Isoniazida
e outra contendo 150mg de Rifampicina e 100mg de Isoniazida; e para pacientes acima
de 50Kg, sdo ingeridas duas capsulas de Rifampicina 300mg e 200mg de Isoniazida
(BRASIL, 2011).
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Todas as combinacgdes de farmacos devem considerar o impacto das interagdes
medicamentosas, propor¢bes de compostos e regimes de dosagem na adsorcao,
metabolismo e excrecdo de cada farmaco individualmente (BOUCHARD; VISKOV;
GARCIA-ECHEVERRIA, 2014; GROSSET; SINGER; BISHAI, 2012). A
administragdo sequencial de farmacos sinérgicos pode evitar o0 mecanismo de resisténcia
bacterina, j& que, a eficacia dos farmacos em conjunto é maior que o efeito dos
farmacos isoladamente. (ARBEX et al., 2010a). Em particular, certas combinac@es entre
farmacos podem realmente mitigar a toxicidade de drogas individuais, muitas vezes
devido a diminuicdo da dosagem e concentracdo necessarias, contudo podem aumentar
0 potencial toxicoldgico para as bactérias, bem como para células e microbiota do
hospedeiro. (GARG; RATH; GOYAL, 2015; VAVRIKOVA et al., 2011b).

Os farmacos de segunda linha sdo usados quando o tratamento com farmacos
de primeira linha falha ou na presenga de casos de tuberculose multirresistente (MDR-
TB). O tratamento atual da MDR-TB requer pelo menos oito meses para a fase inicial
com um regime contendo 2-3 medicamentos injetaveis de segunda linha, e depois mais
trés de terceira linha incluindo fluroguinolona, etambutol e possivelmente etionamida
por até 20 meses (BAGHAEI et al., 2009). Estes medicamentos sdo menos eficazes,
mais toxicos e ndo estdo disponiveis em muitos paises devido a custos elevados
(COSTA et al., 2016b; PARUMASIVAM et al., 2016).

O tratamento atual é geralmente associado a efeitos adversos graves, e uma
falha na administracdo da quimioterapia constitui uma das principais razfes para o
aparecimento de estirpes resistentes (BAGHAEI et al., 2009). Além das limitacOes
acima mencionadas, as vias de administracdo tém também desafios criticos. A via oral é
a mais conveniente e menos onerosa; contudo, a administracdo prolongada de doses
elevadas necessarias dos medicamentos anti-TB atingem o metabolismo hepético de
primeira passagem que podem reduzir a biodisponibilidade do farmaco, comprometendo
a eficicia dos medicamentos anti-TB (ARBEX et al., 2010a). Além disso, também
temos problemas com tolerancia ou resisténcia por M. tuberculosis aos farmacos
administrados (COSTA et al., 2016b).

Outra forma de prevencdo para a TB é uma vacina de forma atenuada da
Mycobacterium bovis, ou bacilos Calmette-Guerin (BCG) que foi isolado de uma vaca
com mastite tuberculosa, desenvolvida em 1908 (BAGHAEI et al., 2009; DESAI et al.,
2016). A vacinagdo com BCG foi realizada com sucesso em criangas de cinco anos e

menos por mais de um século. A vacina é relativamente barata e seguro, & administrado
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como uma Unica injecdo intradérmica, contudo protege apenas na primeira infancia
contra a M.bovis, mas ndo é eficaz para a Mycobacterium tuberculosis (COLANGELI et
al., 2005; GONZALEZ-JUARRERO; O’SULLIVAN, 2011). Além disso, em ensaios
clinicos, a eficacia da BCG demonstrou que a protecdo diminui ao longo do tempo e sé
dura até 10 anos apds a vacinagdo (SUBHEDAR et al., 2017). Uma série de metanalises
revelou ainda que a eficacia da vacinacdo com BCG para a prevencao da tuberculose
pulmonar em adultos depende da localizacdo geogréfica, fatores ambientais e genéticos
(TROWS; SCHERLIES, 2016).

2.4 Etambutol

O etambutol (EMB) (Figura 1) € utilizado em associacdo com outros farmacos
antituberculose de primeira linha, ele inibe a arabinosil transferase, uma enzima que é
responsavel pela biossintese do arabinogalactano, que por sua vez € um componente-
chave da parede celular da micobactéria impossibilitando o seu crescimento. O papel
principal do EMB na linha no tratamento da Tuberculose é prevenir a resisténcia a
rifampicina em caso de resisténcia pré-existente a isoniazida (ELSEVIER LTD., 2008).
Em casos de resisténcia, 0 EMB pode ser administrado por até 20 meses, entretanto
ap6s 10 dias de uso da droga o paciente apresenta sintomas diversos, devido a
toxicidade do uso intermitente da droga (BAGHAEI et al., 2009).

OH
H
N/\/N
H
HO

Figura 1. Estrutura molecular do Etambutol. Fonte: ELSEVIER LTD., 2008.

Em alguns testes de toxicidade in vitro do EMB, em macréfagos infectados
com M. tuberculosis, foi relatado uma dose inibitdria que variou entre 4,32 — 6 mg/mL,
apos 3 dias de incubacdo (AHMAD; NAKPHENG; SRICHANA, 2014). Nos fetos de
ratos que foram tratados com EMB na dose de 500 mg/mL, durante a gestacédo, foi
observado alteracdes morfolégicas no palato, anencefalia e anormalidade na regido
vertebral, principalmente na vértebra cervical. Nesse estudo, foi também testado a
toxidade do EMB em coelhos com a mesma dose do teste anterior, durante a gestacao,

foram observados fetos com monoftalmia (uma malformagdo congénita que consiste na



23

presenca de apenas um olho), e outras malformacGes, especialmente no créanio, o que
dificilmente é compativel com a vida (BOULANGER SCEMAMA; TOUITOU; LE
HOANG, 2013). Na realizacdo de teste para administracdo farmacologica segura em
animais, foi realizado testes em cédes para obtencdo da DL50, produzindo danos no
miocardico e despigmentacéo dos olhos (ELSEVIER LTD., 2008).

A dose oral de EMB para o tratamento da M. tuberculosis é de 275 mg/kg, 2
vezes ao dia e isto produz niveis plasmaticos maximos de 3-5 mg/mL em adultos. As
recomendacdes atuais da dose pediatrica pela OMS sdo baseados em uma revisdo da
experiéncia clinica em criangas com doses de 15 a 30 mg/kg, sendo doses diarias de 20
mg/kg (Intervalo, 15 a 25 mg/kg) e doses intermitentes de 30 mg/kg, 3 vezes por
semana para criancas de todas as idades sdo recomendadas (DYE, 2006; Global
tuberculosis report., 2015; ONYEBUJOH et al., 2005; SARKAR; SURESH, 2011).
Vaérios estudos relataram uma alta toxicidade em humanos, apresentando neuropatia
Optica e hepatotoxicidade ocasional nas concentragcdes acima de 10 mg/mL durante a
administracdo da droga (CHEN; LIN; SHEU, 2015; GUILLET et al., 2010; RASOOL et
al., 2015).

A Neuropatia Optica, incluindo neurite Optica ou neurite retrobulbar em
associacdo com a terapia do EMB, pode ser caracterizada por um ou mais dos seguintes
eventos: diminuicdo da acuidade visual (escotoma) e/ou daltonismo (RASOOL et al.,
2015). Estes efeitos podem estar relacionados com as doses diarias durante o longo
tratamento da Tuberculose, que geralmente é reversivel quando a administracdo do
farmaco € descontinuada. Em casos raros ha perda de 80% da visdo, e em alguns
pacientes a cegueira € irreversivel (CHEN; LIN; SHEU, 2015; CHOI et al., 2006). Ha
outras observacBes sobre as reacdes adversas do uso do EMB em humanos: Dor nas
articulacbes, disfuncdo gastrointestinal, dor abdominal, mal-estar, dor de cabeca,
tonturas, confusdo mental, desorientagdo e possiveis alucinagbes (ELSEVIER LTD.,
2008; JUNIOR; RAMOS; ROBAZZI, 2017). Dentro deste contexto, s&0 necessarios
novos farmacos aperfeicoados para reduzir a duracdo do tratamento da tuberculose,
prevenir a resisténcia e reduzir a lesdo pulmonar (JONSSON et al., 2011).

O EMB possui uma concentragdo minima inibitoria (CIM) de 4 - 2 ug/mL em
cepas de referéncia da M. tuberculosis (H37Rv) in vitro e 16 pg/mL em cepas
resistentes (HEIFETS; ISEMAN; LINDHOLM-LEVY, 1986). O espectro da atividade
antibacteriana do EMB é amplo, sendo eficaz contra o crescimento ativo do género

Mycobacterium, incluindo quase todas as cepas M. tuberculosis e M. kansasii, bem
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como um numero de estirpes da M. avium. Porém ja existe cepas da micobactéria que se
encontram resistentes a droga, com CMIs de 10-50 mg/mL. A resisténcia da M.
tuberculosis em cepas clinicas e de referéncias, pode ser expressa através da mutacao do
gene Met306 resistente ao EMB (BAGHAEI et al., 2009; COLANGELI et al., 2005;
SLAVCHEV; MICHAILOVA; MARKOVA, 2016). A mutagdo no cddon 306
representa apenas 68% das cepas resistentes ao EMB, sugerindo que possa haver outros
mecanismos de resisténcia (MUSTAFA et al., 2015).

2.5 Isoniazida

A isoniazida (INH) é um dos mais importantes farmacos no tratamento da
tuberculose, utilizada desde 1952. Sua estrutura simples, constituida de um anel piridina
e um grupo hidrazina (Figura 2). A INH apresenta uma acéo bactericida sobre os bacilos
semelhante ao EMB, inibindo a formacdo de &cido micélico da parede celular, causando
danos ao DNA e subsequente morte do bacilo, com agéo restrita sobre os bacilos de
crescimento lento (intracelulares) e aqueles de multiplicagdo intermitente
(extracelulares) (BEREZIN; SKORIK, 2015a).
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Figura 2. Estrutura molecular da Isoniazida. Fonte: SQUIBB, et al., 2008.

A INH possui alta atividade contra M. tuberculosis com CMIs que variam de
0,25 - 0,02pg/mL (DIXIT et al., 2012), sendo também utilizada contra M. avium e para
a reducdo tremores causados por esclerose maltipla (COLANGELI et al., 2005).
Contudo, a INH ¢ rapidamente metabolizada pela via hepatica de primeira passagem,
necessitando assim de altas doses, 0o que acarreta no aumento da toxicidade no
organismo (SINGH et al., 2014).

A administracdo da INH é normalmente em associagdo com outra droga do
tratamento da TB, como a Rifampicina, podendo levar a uma hepatite medicamentosa
aguda e fulminante. A INH, quando associada a rifampicina, pode reativar infecgdes

virais inaparentes em portadores assintomaticos e pacientes imunodeprimidos, com
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consequente instalacdo de hepatite viral, especialmente a do tipo B e potencializar o
efeito hepatotoxico da INH (PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015). A caracteristica
histopatoldgica da hepatite medicamentosa por isoniazida pode ser a necrose celular
aguda ou a colestase (SQUIBB; INDEX; INDEX, 2008).

Na profilaxia da tuberculose, a INH quando utilizada como droga unica, €
recomendada a dose de 10 mg/kg ao dia para criancas e até 300 mg/kg para adultos,
devendo ser administrada com o estdmago vazio, pois os alimentos, provocam uma
diminuicdo na absorcéo do medicamento em até 57% (ARBEX et al., 2010a; SARKAR;
SURESH, 2011). Essa é a dose proposta para o tratamento atual da tuberculose no
Brasil em associacdo com outros farmacos (DYE, 2006; Global tuberculosis report.,
2015). Geralmente 20% dos individuos apresentam efeitos colaterais ao uso da
medicacdo, alguns dos sintomas sdo: Nauseas, epigastralgia; Elevacdo transitéria e
assintomatica das enzimas hepéticas (0 aumento pode ser até trés vezes, acima dos
niveis séricos normais, da enzima alanina aminotransferase); Artralgia; Alteracbes de
comportamento (cefaleia, insbnia, euforia, agitacdo, ansiedade e sonoléncia); Psicose
(ha relatos de tentativa de suicidio com o uso da isoniazida), crise convulsiva, confusao
mental e coma; Alteracdes hematologicas ou vasculite e Lupus (os pacientes podem
desenvolver anticorpos antinucleares durante o uso do farmaco) (SQUIBB; INDEX;
INDEX, 2008).

Estudos relatam que apesar das toxidades apresentadas durante 0 uso
prolongado da INH, sua administracdo é segura durante a gravidez e no periodo de
amamentacdo, mas ha risco de hepatite no periodo pés-parto e ictericia ao recém-
nascido (SQUIBB; INDEX; INDEX, 2008). A OMS recomenda o0 uso de piridoxina
(25-50 mg/dia) a toda a gestante em uso de isoniazida (ARBEX et al., 2010b).

2.6 Associacdo de antibidticos com adjuvantes

Os adjuvantes s@o considerados substancias que podem potencializar a acdo de
farmacos melhorando a terapia de varias doencas, dentre elas as infecciosas. Os
medicamentos citotoxicos sdo amplamente utilizados para tratar canceres e doencas
infecciosas, sob certas condigdes clinicas, mudaram o curso natural de algumas dessas
doencgas. Embora efetivos, devido ao seu modo de agéo intrinseco, podem causar efeitos

adversos significativos impedindo a eficacia clinica completa, possivelmente resultando
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em um aumento no risco de recaida ou recorréncia da doenga (BOUCHARD; VISKOV;
GARCIA-ECHEVERRIA, 2014).

Os esforcos destinados a melhorar a qualidade do tratamento dos pacientes
concentraram-se em metodos alternativos para manter a eficacia de farmacos
quimioterapicos e minimizar a toxicidade sistémica. Entre estas abordagens inovadoras,
as conjugacdes de agentes citotdxicos com polimeros ou produtos de fontes naturais
comecaram a ser utilizados ou estudados (CHAUBEY; MISHRA, 2014).

A utilizacdo de adjuvantes associados a antibidticos oferece uma solucdo mais
eficaz, em longo prazo, para os casos de resisténcia da micobactéria, através de uma
nova via de liberacdo de farmaco (ALMATAR et al., 2017). Trés adjuvantes tém tido
destaque nas utilizacbes clinicas, sdo eles: os inibidores antissépticos, os agentes
naturais derivados de planta ou polimeros, e bacteriéfago (BROOKS; BROOKS, 2014).

2.7 Nanosistemas para anti-TB

A nanotecnologia € uma area de ciéncia no que se refere a concep¢do de
estruturas, chamadas nanoparticuladas (NPs). As NPs podem ser usadas para fins
médicos, como nanocarreadores para agentes terapéuticos e de diagndstico, como forma
de encapsulamento, ou adsorcdo de farmacos (PANDEY; AHMAD, 2011b). A
aplicacdo biomédica de nanoparticulas baseado em sistemas de entrega de drogas
oferece uma nova perspectiva para o tratamento da tuberculose (MORAIS, 2011;
SOSNIK et al., 2010). Estudos demonstraram que a administracdo de nano-suspensoes
favorece concentragbes mais elevadas nos tecidos, isto poderia melhorar a
biodisponibilidade e consequentemente uma melhor eficacia do tratamento, sendo
apropriado para doencas infeciosas (CHOUDHARY; KUSUM DEVI, 2015; QI et al.,
2004).

Os estudos em nanotecnologia vém sendo bastante estudado para pesquisas e
desenvolvimentos de materiais em todas as areas técnicas. Um dos segmentos da
nanotecnologia € a utilizacdo de nanocompdsitos com propriedade que vdo desde eletro-
Optica, aplicacdes cosméticas e bactericidas (PAUL; ROBESON, 2008).

Os nanocompdsitos com matriz polimerica séo resultados da combinacéo de
polimeros e materiais inorganicos/organicos em escala do nanométricos que
potencializem e/ou melhorem suas propriedades individuais (FELDMAN, 2016). Os
nanocompositos de polimeros naturais podem oferecer inUmeras vantagens para

administracdo de drogas antituberculose. Os produtos de degradacdo destes polimeros
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podem ser seguros para administragdo por inalacdo, devido a sua capacidade de
aumentar a solubilidade de compostos hidr6fobos, como também a libertagdo sustentada
dos farmacos incorporados, aumentando a superficie de contato das particulas e
protegendo as drogas da degradacdo (CIPOLLA et al., 2014).

O tamanho da particula é uma caracteristica importante para administracao de
farmacos. Para via inalatéria é desejado que a particula se encontrasse no tamanho entre
50 — 200 nm (Figura 3) para maximizar a localizacdo do farmaco apds a administracao.
O tamanho da particula também € uma caracteristica importante no alvo passivo de
macrdfagos, uma vez que afeta o sucesso de internalizagdo dentro dessas células. Neste
contexto, as particulas com didametros de cerca de 500 nm foram considerados ideais

para serem fagocitados pelos macrofagos alveolares (COSTA et al., 2016b).

\ . >5pum
(3 A particula tende a ficar detida

nas vias aéreas superiores

\‘1 -5 um
f - } Profunda deposigdo pulmonar
| <2 pm
= Liberagdo nos alvéolos pulmonares
> SN 500 nm
> Fagocitose por macrofagos alveolares

Figura 3. lustragdo da influéncia do tamanho das particulas na deposi¢do pulmonar e fagocitose
pelos macrofagos alveolares. Fonte Costa et al, 2016.

Dessa maneira, nanoparticulas poliméricas formuladas com quitosana, como
nanoemul¢des, nanofilmes e nanocompdsitos, tém atraido a atencdo dos pesquisadores
devido as suas propriedades terapéuticas e biologicas, como baixa toxicidade e maior
estabilidade durante administracdo, tornando-as materiais interessantes para aplicagoes
em sistemas de liberacdo controlada para carreamento de farmacos direcionados para a
industria farmacéutica (MATHEW; OKSMAN, 2012; POURSHAHAB et al., 2011,
WU etal., 2017).
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2.8 Quitosana

A quitosana (QS) é um polissacéarido catibnico natural, derivado da
desacetilacdo da quitina (Figura 4), que é composto por unidades -1,4- D-glucosamina
ligadas a residuos de N-acetilglucosamina (ILLUM, 1998). Existem varios derivados da
quitosana, os quais podem se diferenciar pelo grau de desacetilacdo, assim como pela
disposicdo dos grupos N-acetil residuais, na cadeia do polimero (AZEVEDO et al.,
2007). Em meio acido os grupos amino da quitosana captam ions hidrogénio do meio,
resultando em uma carga global positiva no polimero. Esta caracteristica permite a sua
interacdo com moléculas carregadas negativamente tais como: gorduras, tecido animais
ou vegetais, membrana celular, entre outras formas (COSTA; MANSUR, 2008;
STAMFORD-ARNAUD, 2012).

Figura 4. Estrutura molecular da Quitosana. Fonte: AZEVEDO et al., 2007.

A QS pode ser utilizada em solugdes, hidrogéis, microparticulas e
nanoparticulas devido & sua versatilidade unica. A QS é amplamente utilizada em
sistemas de libertacdo controlada de proteinas, farmacos, vacinas e enzimas, devido as
suas excelentes caracteristicas mucoadesivas, que prolongam o tempo no local de
absorcdo (HEJAZI; AMIJI, 2003; XIA et al., 2015; XU; DU, 2003). Tendo um amplo
espectro antimicrobiano, a quitina e a quitosana foram estudadas, in vivo e in vitro,
como um biopolimero antimicrobiano contra uma ampla gama de microrganismos como
fungos e bactérias gram positivas e negativas, na forma de compdsitos, filmes e
solugdes (DU et al., 2009; WANG et al., 2017).

Em diversos estudos a quitosana € considerada como bactericida e
bacteriostatica, (HU et al., 2017, MUZAFFAR et al., 2017a). Véarios modelos foram
propostos para acdo antibacteriana da QS entre os quais os modelos mais aceitos sdo: 1.
A penetragdo da QS oligomérica nas células dos microrganismos e inibindo o
crescimento celular (LARANJEIRA; FAVERE, 2009; QI et al., 2004); 2. As interaces

eletrostaticas entre a carga positiva do grupo amino na molécula da QS (em pH <6,3; ao
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valor de pKa da quitosana) e cargas negativas sobre a superficie das células bacterianas.
Essas consequéncias da interacdo eletrostatica promovem alteracdes de permeabilidade
da parede bacteriana: a ligacdo da QS catibnica ao &cido salico presente em
fosfolipidios e subsequentemente a restricdo da passagem de substancias microbianas,
promovendo assim os desequilibrios osmaticos internos, e inibicdo do crescimento de
microrganismos (WU et al., 2017; YILMAZ ATAY; CELIK, 2017).

A QS de baixo peso molecular, em alguns estudos demostrou atividade
antimicrobiana (WANG et al., 2017). Nas bactérias E.coli, 0 grupamento quimico NH2
da QS sob as moléculas da parece celular podem causar uma ruptura levando a saida de
materiais intracelulares das bactérias, acelerando consequentemente a morte celular
bacteriana (MUZAFFAR et al., 2017b).

A quitosana vem sendo extensivamente estudada devido as suas propriedades
peculiares que lhe conferem um aproveitamento bastante versatil, tais como:
regeneracdo de tecidos epiteliais e confeccdo de membranas artificiais (ANGADI,
MANJESHWAR; AMINABHAVI, 2010; COSTA; MANSUR, 2008); absorcdo de
gordura e reducdo do colesterol sérico (AZEVEDO et al., 2007); componente de
cosméticos (SALA et al., 2016; SCHMITT et al., 2010a); antibacteriana
(MOHAMMADI; HASHEMI; MASOUD HOSSEINI, 2016; QI et al., 2004; WU et al.,
2017; YILMAZ ATAY; CELIK, 2017); baixa toxicidade e reducdo da carga de
toxidade de drogas (GARG; RATH; GOYAL, 2015; SANTHOSH et al., 2006;
VAVRIKOVA et al, 2011b); mucoadesividade (BIVAS-BENITA et al., 2004),
anticancerigena (YANG et al., 2008); antifingica (WANG et al., 2017) e antiviral
(NEUTRA; KOZLOWSKI, 2006; XIA et al., 2015).

Além dessas propriedades citadas anteriormente, a de quitosana interage com
os receptores de manose da membrana dos Macrofagos, o que resulta na fagocitose das
particulas de quitosana e seus derivados, fato importante para o tratamento da
tuberculose (PARK et al., 2013a). Dessa forma, nanoparticulas de QS com acdo
antimicrobiana, podem ser utilizados como adjuntos aos antibidticos de amplo espectro
(ZHU et al., 2007).

Nos dltimos anos tém aumentado exponencialmente o nimero de pesquisas
realizadas focando novas aplicacdes da QS, principalmente no que diz respeito ao
mundo nano. Isto se deve ao fato de que os materiais nestas dimensdes (nano)
apresentam  novas propriedades e consequentemente, novas aplicagOes
(MANIVASAGAN; OH, 2016). Estudos realizados com em QS, demostraram que a
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utilizacdo de nanoparticulas de quitosana podem ser utilizadas como uma abordagem
para terapia de doencas pulmonares, como TB (BEREZIN; SKORIK, 2015b; CIPOLLA
etal., 2014; GARG; RATH; GOYAL, 2015).

Um estudo realizado por Pourshahab et al. (2011), foi utilizado NPs de
quitosana e tri-poli fosfato como nanocarreadores para INH conseguindo uma eficiéncia
de carreamento da droga de 17%. Em outro estudo realizado por Garg et al. (2015),
foram desenvolvidas NPs de quitosana para liberacdo controlada de INH e RIF, com
eficiéncia de encapsulacdo de farmaco de 69%. Adicionalmente, estas formulacdes
mostraram uma menor citotoxicidade e redugdo significativa do nimero de bacilos nos
pulmdes, em comparagdo com a droga livre (GARG; RATH; GOYAL, 2015). Estes
achados sugerem que a quitosana é uma plataforma potencial para o tratamento
pulmonar da TB e desenvolvimento de sistemas de administracdo de farmacos
intracelulares (KUSONWIRIYAWONG et al., 2013a; PARK et al., 2013a).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia na utilizacdo da quitosana (QS) como adjuvante aos
antibioticos antituberculose de primeira linha (Isoniazida e Etambutol), nas formas de
nanocompositos através de estudos de atividades bioldgicas in vitro contra a
Mycobacterium tuberculosis.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Desenvolver nanocompdsitos de quitosana associada as drogas Isoniazida/
Etambutol;

3.2.2 Avaliar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos nanocompositos de
quitosana associada as drogas Isoniazida e Etambutol contra a cepa de referéncia ATCC
(H37Rv) e a cepa clinica multidroga resistente (MDR) de Mycobacterium tuberculosis;
3.2.3 Determinar a atividade citotoxica (IC50) e o efeito citoprotetor da QS em
macréfagos com a droga isolada e 0s nanocompdsitos;

3.2.4 Caracterizar os nanocompdsitos de quitosana associada as drogas lIsoniazida/
Etambutol por meio de Microscopia Eletronica de Varredura, Espalhamento de Luz
Dinamico, Ressonancia Magnética Nuclear, Infravermelho, Analise Termogravimétrica,

Fotoluminescéncia e Microscopia de Confocal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A quitosana de baixo peso molecular (50 a 190 Da; 75-85% desatilada) foi
adquirida da Sigma-Aldrich Brasil. As drogas antituberculose Isoniazida e Etambutol
(ambos com grau de pureza de >99%) foram cedidas pelo laboratorio de
Imunoepidemiologia (Departamento de Imunologia) do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhées/Fiocruz (CPgAM/Fiocruz), também adquirida da Sigma-Aldrich Co. Os
demais reagentes sdo de grau analitico, do acervo proprio do nosso Laboratorio de
Tecnologia Biopolimero (Departamento de Histologia e Embriologia) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) e do laboratério BSTR (Dep. De Quimica
Fundamental) da UFPE.

4.2 Purificagéo e Despolimerizagéo da Quitosana

Para a purificacdo foi utilizada uma solucdo de QS de baixo peso molecular a
0,3%, em &cido acético a 1% em agitacdo magnética, durante 1 hora. Essa solucéo foi
filtrada com pré-filtro e em seguida com filtro 3,0 um. Apds as filtragens, a QS
precipitada com NaOH a 40% para ajustar em pH 8. A solucédo foi centrifugada a
10.000 rpm por 20 minutos, seguido por trés lavagens com &gua destilada, etanol
absoluto e éter, entre cada lavagem, a QS foi separada por centrifugacdo a 15.000 rpm
por 20 minutos. O precipitado obtido apds a purificacdo foi posto para secar em estufar
na temperatura de 37 °C.

A QS npurificada e seca foi posteriormente despolimerizada, segundo a
metodologia de Janes et al., 2003, com algumas modifica¢Ges. Para a despolimerizacéo,
a QS purificada foi dissolvida em &cido acético a 1%. Apds total solubilizacdo da QS,
foi adicionada uma solugdo de NaNO; a 0,1M para concentracdo final 10 mg/mL e
mantida por agitacdo por 3 horas, depois a solucgéo foi filtrada no filtro de 0,8 um. O pH
da solucédo foi ajustado com solucdo de NaOH a 40% até atingir pH 8. A solucdo foi
filtrada novamente no filtro de 0,8 um e posteriormente foram realizadas trés lavagens
com agua ultrapura e centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos. O precipitado obtido
foi secado em temperatura ambiente (JANES; ALONSO, 2003).
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4.3 Preparacgdo dos Compdsitos

As solucbes de INH e EMB foram preparados separadamente em &gua
ultrapura para uma concentracdo final de 2046 pg/ml, pH final 7, sob agitacdo por 5
minutos. A solucdo de QS despolimerizada foi dissolvida em acido acético a 1%, pH
final de 4,5 na concentracdo de 2046 pg/ml. Os compdsitos foram preparados nas
propor¢oes quitosana/droga de 1:1 e 2:1 (p/p), e deixados em agitacdo por 24h a 23 °C,
com pH final de 6. Logo em seguida os compaositos foram congelados em temperatura

de - 80 °C e posteriormente liofilizados.

4.4 Atividade Bioldgica

4.4.1 Atividade Antimicobacteriana

Uma solugdo com 4.320 pg/ml de quitosana despolimerizada em &cido acético
a 0,25% com uma agitacdo constante de 500 rpm durante 1 min, e foi utilizado uma
aliquota para adi¢do no primeiro poco da placa, onde contem diluicdo com 100ul do
meio 7H9 ficando na concentracéo final de 1080 pg/ml.

Os compostos EMB, INH, QS/EMB 1:1, QS/EMB 2:1, QS/INH 1:1 e QS/INH
2:1, foram preparadas em uma solucdo mée de 1 mg/ml em PBS, pH 7,2, separadamente
e agitados por 1 min no votex.

O EMB possui uma CMI conhecido na literatura de 2 pg/ml (MARTIN;
PALOMINO, 2012), essa CMI também foi utilizada como base para os compdsitos.
Como séo feitos dilui¢cbes anteriormente com 0 meio, a concentragéo cai 4 vezes, sendo
assim, para atingir uma CMI de 2 pg/ml o primeiro poco da placa iniciou com 8 pg/ml,
tanto para a droga isolada como para os compdsitos QS/EMB 1:1 e QS/EMB 2:1
(4pg/4pg/ml na proporcdo 1:1 e 8ug/4ug/ml na proporcdo 2:1 de cada componente).
Usando 0 mesmo raciocinio anterior, o primeiro iniciou na concentracdo de 4 vezes
maior, ou seja, 32 pg/ml da droga EMB isolada e dos compdsitos QS/EMB 1:1 e
QS/EMB 2:1. Entdo na placa vamos ter 32 pl do da solugdo mée de 1mg/ml + 968 ul do
meio 7H9 (Figura 5).

J& para INH temos uma CMI de 1 pg/ml (VAVRIKOVA et al., 2011), para 0s
compositos QS/INH 1:1 (2ug/2pg/ml) e QS/INH 2:1 (4pg/2pg/ml). Novamente
segundo 0 mesmo protocolo das diluigOes anteriores vamos ter no primeiro posso
24pg/ml da INH isolada e dos compositos QS/INH 1:1 e QS/INH 2:1. Também foram
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utilizados controles de Acido Acético a 0,25%, PBS e agua ultrapura na realizagio do

experimento.

17 2 3 4 | 5 6 7 | 8 9 10 (1112
pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml | ug/ml ug/ml pg/ml
3,37 1,68
3,37 1,68
0,03125 | 0,01562
0,03125 | 0,01562
0,0625 | 0,03125
0,0625 | 0,03125
Figura 5. Esquema para teste das Microdiluicdes em placa de 96 pocos. O nimero de pocos e placas
foram reduzidos na ilustracdo apenas por questdes didaticas.
Legenda:
B Agua [ controle + (indculo)
Quitosana I cControle - (apenas o meio 7H9)
QS/INH ou INH Controles (Ac. Acético a 0,25%, PBS e H,0)

QS/EMB ou EMB

A atividade antimicobacteriana dos compostos isolados e 0s compoésitos nas
cepas de referéncia ATCC H37Rv e cepa clinica multidroga resistente MDR-1576 da
Mycobacterium tuberculosis, foi determinado pelo método de microdiluicdo em
microplacas de 96 poc¢os de acordo com o protocolo descrito por Palominoet al., 2002.
As diluicbes seriadas das drogas isoladas e dos compdsitos na microplaca foram
realizadas da seguinte forma: 100 uL de caldo 7H9-S + 100 uL das drogas diluidas,
variando as concentrages na placa de 1080 - 0,125 pg / mL. Posteriormente, um
volume de 100uL do inoculo da cepa de referéncia ATCC H37Rv e cepa MDR-1576
padronizado na escala de McFarland n° 1 foi adicionado em todos 0S pogos, exceto nos
pocos para controle de esterilidade do meio. As placas foram incubadas a 37 °C de 7 a
10 dias, em atmosfera normal.

Apo6s o periodo de incubagdo, foi adicionado aos pocos 30 uL da solugdo
estéril de Resazurina (Sigma Aldrich) a 0,01% e reincubadas por 24h, a 37 °C, em
atmosfera normal. A mudanca da coloracdo, azul para rosa, indicara o crescimento do
bacilo e, portanto, a auséncia de atividade antituberculose da molécula em uma
determinada concentragdo. A concentragdo minima inibitéria (CMI) foi definida como a
menor concentracdo da droga que impedird a mudanca de coloracéo, ou seja, as que nao

sofreram uma oxirreducao.
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Os testes foram realizados em triplicata e desenvolvido no Laboratério de
Imunoepidemiologia (Departamento de Imunologia) e realizados no Laboratorio Nivel
de Biosseguranca 3 (NB-3) do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/Fundacgéo
Oswaldo Cruz (CPgAM/Fiocruz).

4.4.2 Avaliacao in vitro da Citotoxicidade

A atividade citotoxica dos compostos isolados e compositos foram realizadas
através do método de MTT — brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983) no Departamento de Imunologia do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalh&es. A linhagem celular utilizada foi RAW 264.7, mantidos
em meio de cultura DMEM com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solucdo de
antibidtico (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C
em atmosfera imida enriquecida com 5 % de CO,. As células RAW 264.7 (10° células /
mL) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 48h.

Em seguida as amostras dissolvidas em agua ultrapura para a droga isolada e
para 0s compositos, em acido acético a 0,25% a QS, foram adicionadas aos po¢os com
concentragfes de 1000 — 31,25 pg/mL. A &gua ultrapura e o &cido acético a 0,25%
utilizados para dissolver as amostras foram utilizados isoladamente como controle
negativo. Ap6s 72h de reincubacdo, foram adicionados 25 puL de MTT (5 mg / mL) e
depois de 3h de incubacdo, 0 meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 pL de
DMSO foi adicionado em cada poco. A absorbancia dos resultados foi medida em um
leitor de microplacas no comprimento de onda de 595 nm. Os experimentos foram
realizados em quadruplicada e a concentracdo inibitoria 50% (IC50) foi calculada a
partir da curva concentracdo-resposta de cada composto, utilizando-se o software
GraphPad Prism 5.

Para testar a suposicdo de homogeneidade das variaveis envolvidas no estudo
foi aplicado o teste de Bartlett. Para avaliacdo a diferenca entre as medianas utilizou-se

0s testes estatisticos Kruskal-Wallis e como post hoc Mann-Whitney.

4.4.3 Calculo do indice de seletividade

A partir dos valores de citotoxicidade e CMI, foi calculado o Indice de
Seletividade dos compostos (IS = IC50/CMI), valor utilizado para estimar a janela
terapéutica de farmacos e identificar candidatos a farmacos para estudos adicionais. Os

compostos com maiores valores de 1S foram selecionados para seguimento dos estudos.
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4.5 Caracterizagdes morfoldgica e fisico-quimica

4.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

As caracteristicas morfologicas dos compostos foram examinadas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As amostras foram montadas em bases de
aluminio fitas de carbono e revestidas de ouro por um equipamento de crepitacdo por
240s, e posteriormente foram observadas usando o MEV JSM-5600L V (JEOL, Japdo) a
uma voltagem de aceleracdo de 15 kV. Em todas as medi¢fes com pelo menos, 100

particulas em cinco campos diferentes foram examinadas.

4.5.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

As medidas DLS foram realizadas no Laboratorio de Nanoparticulas no Centro
de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE). As analises foram realizadas em
temperatura ambiente, no equipamento Zetatrac (Microtac), com capacidade de
distingdo de tamanho no intervalo de 0,8 a 6500 nm, diodo de laser com comprimento
de onda de 780 nm e 3 mW de poténcia. As medidas para analise foram obtidas em
solucBes aquosas, as quais as amostras em estado sélido foram suspensas em PBS, pH
7,2.

4.5.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para as anélises de RMN, as amostras de QS, EMB e o composito QS/EMB 1:1
foram utilizados 30 mg da amostra adicionados de 600 puL de D,0, também em tubo de
RMN de 5 mm de diametro. Para aquisicdo do espectro da quitosana, houve adi¢do de 1
gota de &cido cloridrico P.A, para fins de dissolucdo (pH = 6,0). Os sinais do espectro
foram referenciados a partir do sinal atribuido aos hidrogénios da agua (& 4,70 ppm).
Foram obtidos espectros utilizando espectrometro Varian Unity Plus 300, operando a
299,95 MHz, para o nlcleo de *H. As sequéncias de pulsos de RF utilizadas foram a
PRESAT, para o composito, com janela espectral 4,8 kHz, tempo de pressaturacdo igual
a 2 s, tempo de aquisicdo igual a 1,704 s, pulso de RF de 45° 32 repeticdes e
temperatura de 25°C. Os espectros foram processados usando line broadening igual a
0,3 Hz.
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4.5.4 Fotoluminescéncia

As propriedades fotoluminescentes (espectros de excitacdo e emissdo, e tempo
de vida) dos compostos estudados neste trabalho foram realizadas em um
espectrofluorimetro Horiba Jobin Yvon, modelo Fluorolog-3 ISA. O aparelho é
equipado com monocromador duplo de excitagéo e de emisséo, modelo FL-1039/40. Os
dados foram coletados em um angulo de 90°, em relacdo ao feixe de emissdo. A medida
de emissdo foi realizada em amostras sélidas em temperatura/pressdo embiente, foram
excitados em 357 nm, 465 nm e 470 nm respectivamente. As analises foram realizadas
no Laboratério BSTR do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade
Federal de Pernambuco.

4.5.5 Microscopia Confocal de Fluorescéncia (MCF)

Foi utilizado MFC, LEICA modelo TCS-SP5 AOBS, pertencente ao
Laboratdrio Multiusuério de Microscopia, do Dep. de Tecnologia do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhédes. O MFC é equipamento com varios lases com amplitude de 405 nm a
633 nm. Nesse trabalho, as amostras secas foram fixadas com 0leo de imerséo em
laminas e laminula para serem analisadas, foi empregada a linha 405 nm de diodo para
excitar as amostras isoladas e os compositos, e posteriormente analisada em 488 nm,
543 nm e 633 nm. As imagens foram obtidas usando uma objetiva com magnitude de
60x e depois de capturadas editada com o auxilio do software LAS-AF (Leica

Application Suite Advanced Fluorescence).

4.5.6 Espectro Infravermelho com Transmissdo de Fourrier (FTIR)

A caracterizacdo das interacdes quimicas dos compostos isolados e compositos
foram realizadas através do método de Espectro infravermelho com transmissdo de
Fourrier (FTIR). O perfil espectrofotométrico dos compostos isolados e 0s compositos
foram obtidos a partir da técnica do espectrémetro Agilent 630 com comprimento de
onda entre 4000 e 750 cm™. As amostras em estado sélido foram prensadas contra um
cristal de diamante usando uma bracadeira de pressdo anexada ao aparelho seguida de
leitura e registro. Os espectros de FTIR foram adquiridos em menos de 30 segundos e
foram comparadas as amostras de referéncias em sua biblioteca. As analises de FTIR
foram realizadas no Laboratério de Biofisica do Departamento de Biofisica da

Universidade Federal de Pernambuco.
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4.5.7 Analise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) dos compostos isolados e compositos
foram realizadas atraves do equipamento DTG-60H, fabricado pela Shimadzu com os
parametros da analise no intervalo de 10 °C por minuto em atmosfera de nitrogénio. As
amostras contendo 8 - 10 mg de cada composto foram colocadas em recipientes de
aluminio, fluxo de 20 ml/min e aquecidas entre 30 °C a 750 °C, em uma razdo de
aquecimento de 10 °C/min. As analises TGA foram realizadas no Laboratorio Central

do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco.
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5 RESULTADOS

5.1 Atividades Bioldgicas

5.1.1 Atividade antimicobacteriana dos compostos QS, INH e EMB e os compdsitos
QS/INH e QS/EMB

As drogas isoladas INH e EMB apresentaram atividade antimicobacteriana na
cepa de referéncia Hs;Rv de acordo com a concentragdo minima inibitoria (CMI)
estabelecido pela literatura (DAHL, 2004; DIXIT et al., 2012; KUMAR et al., 2005).
Na cepa clinica MDR-1576 testada, as drogas INH e o EMB apresentaram CMI padrao
de resisténcia de acordo com outros autores (SLAVCHEV; MICHAILOVA;
MARKOVA, 2016) (Tabela 1). A QS isolada apresentou uma CMI > 1080 pg/mL tanto
na cepa de referéncia (Hs7Rv) quanto na MDR-1576, representando uma néo atividade
para M. tuberculosis (Tabela 1).

O composito QS/INH 1:1 apresentou CMI de 4 pg/mL, 16 vezes maior que 0
CMI padrdo da droga INH isolada (0,25 pg/mL) na cepa H37Rv, enguanto que na
propor¢do QS/INH 2:1 ndo foi observada atividade. Os compdsitos QS/INH nas duas
proporcdes testadas ndo exibiram atividade antimicobacteriana para a cepa clinica
MDR-1576 (Tabela 1).

Devido aos resultados apresentados dos compdsitos QS/INH ndo terem
apresentado um CMI satisfatorio quando comparado com o controle da INH isolada,
bem como auséncia de atividade, entdo os compdsitos foram excluidos da continuidade
desse estudo, pois o0 objetivo principal desse trabalho foi a diminuicdo do CMI pela
associacdo da Quitosana com as drogas isoladas.

O composito QS/EMB 1:1 apresentou CMI de 1 pug/mL, 50% menor quando
comparado ao CMI do EMB isolado na cepa Hsz;Rv. Na cepa MDR-1576 0 QS/EMB
1:1 apresentou CMI semelhante ao EMB isolado, salientando que o compdsito QS/EMB
1:1, salientando que o compdsito QS/EMB 1:1 possui a metade da quantidade de EMB
na sua composicao para obter o mesmo resultado. O compoésito QS/EMB na proporgao
2:1 n&o obteve resultados na CMI e auséncia de atividade antimicobacteriana contra as
duas cepas testadas. O compdsito QS/EMB 1:1 apresentou o melhor resultado na
avaliacdo antibacteriana e por isso serd dado continuidade na pesquisa de citotoxicidade,

caracterizacgdo fisico-quimica e morfoldgica.
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5.1.2 Atividade citotoxica

A QS apresentou uma toxicidade celular de 419 pg/mL, sendo sua 1C50 57%
maior quando comparado com o EMB isolado e 33% maior que o compoésito QS/EMB
1:1, sugerindo uma baixa toxicidade em macréfagos (Tabela 1).

O EMB e o composito QS/EMB 1:1 apresentaram uma IC50 de 176 e
279ug/mL, respectivamente, onde foi observado um aumento de 35% da IC50 em
relacdo a droga EMB. Na citotoxicidade do QS/EMB 1:1 foi observada uma IC50 maior
quando comparado com EMB isolado, contudo sem diferenca estatistica significante (p
= 0,25) (Figura 6). O indice de seletividade (IS) do compdsito QS/EMB 1:1, foi maior
que os compostos isolados (Tabela 1), ou seja, 0 compdsito QS/EMB 1:1 é mais

seletivo em 68% que o EMB isolado.

Tabela 1. Avaliagdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) e toxicidade celular (IC50) em linhagem
RAW 264.7 dos compostos INH e EMB isolados e associados a quitosana em cepas ATCC (H37Rv) e
cepa clinica MDR - 1576 da M. tuberculosis.

CMI (pg/mL) 1C50 (pg/mL)
Compostos IS¢
:g\%(;a MDR" -1576° RAW 264.7
QS > 1080 >1080 419,3 0,38
INH <0,25 <1 N/D N/D
EMB <2 <16 176,6 88,3
QS/INH 1:1 >4 >8 N/D N/D
QS/INH 2:1 >6 >12 N/D N/D
QS/EMB 1:1 <1 <16 279,3 279,3
QS/EMB 2:1 >12 > 24 N/D N/D

# Cepa padrao de referéncia.

® Cepa clinica resistente a Streptomicina, Isoniazida, Rifampicina e Etambutol.

¢ N° de identificacéo fornecido pelo Laboratério Central de Salide Pdblica de Pernambuco (LACEN).
Y ndice de seletividade (1S), ¢ a razdo entre a IC50 e 0 CMI (NAKAMURA et al., 2006).

N/D - N&o determinado.
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Figura 6. Efeito da citotoxicidade dos compostos ethambutol (EMB), quitosana (QS), o compdsito
(QS/EMB 1:1) e o controle negativo (C-) em macréfagos RAW 264.7. Cada barra representa a média +
erro padréo dos resultados de citotoxicidade, a partir de trés experimentos independentes em comparagéo
com células ndo tratadas (viabilidade 100%).

5.2 Caracterizacdo morfologica e fisico-quimica

5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para analisar a morfologia
dos compostos. A QS despolimerizada apresentou morfologia com superficies
descontinua (Figura 7 — A e B) que sd@o normalmente observadas em materiais amorfos.
Na Eletromicrografia do EMB (Figura 7 — C e D) observam-se particulas com formas de
bastdo, 0 que € comum em substancias cristalinas. O compésito QS/EMB 1:1

apresentou uma superficie com estruturas irregulares (Figura 7 — E, F).
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Figura 7. Eletromicrografia de varredura das particulas de QS (A-B), da droga EMB (C-D) e do
compdsito QS/EMB 1:1 (E-F), nos aumentos de 1.000x — 4.000x respectivamente.

Nos resultados obtidos através do DLS, observar-se que o diametro médio das
particulas em suspensdo do compdsito QS/EMB 1:1 apresentou um tamanho medio de
~143 nm e o indice de polidispersidade (PDI) de 0,037, dessa forma temos uma
estrutura nanoparticulado.
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5.2.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A figura 8 mostra o espectro de RMN de 'H com a formulagdo do
nanocomposito QS/EMB 1:1 em massa (p/p) da quitosana e o farmaco etambutol, no
qual se pode observar os sinais tipicos dos componentes da formulacéo, além de dois
Sinais “novos”, nas regides de 1,80 ppm e 3,30 ppm, respectivamente. Estes sinais
podem estar relacionados com as provaveis interacdes supramoleculares que foram
geradas entre 0 EMB e a QS. Em um teste utilizando esta formulacdo em diferentes
meios, constatou-se que ao usad-lo em um pH é&cido, 1,0 — 3,0, os sinais oriundos da
interacdo desaparecem, restando apenas em seu espectro de RMN, os sinais
relacionados aos componentes individuais. O mesmo comportamento fora observado em
pH basicos, 9,0-10. Em pH, na faixa de 6,5-7,5, a formulacdo manteve-se estavel,
mostrando que a interacdo associada a esta estrutura € pouco resistente a variacfes

bruscas de pH.

A) f

B)

Etambutol

HO/f

3. 34 32 30 2826 24 22
Deslocamento Quimico
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C)

Quitosana
HzO; &g ai b
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Descolacamento Quimico

D)

QS/EMB 1:1

s 1o as a0 o 1.0 as
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Deslocamento Quimico

Figura 8. llustracdo da formulagdo quimica do nanocompdsito QS/EMB 1:1 (A) com 0s espectros de
RMN do Etambutol — EMB (B), da Quitosana de baixo peso molecular despolimerizada — QS (C) e o do
nanocomposito QS/EMB 1:1 (D).

5.2.3 Microscopia Confocal de Fluorescéncia (MCF) e Fotoluminescéncia

Os compostos QS, EMB e QS/EMB 1:1 foram estudados quanto a sua
fotosensibilidade no Microscopio Confocal e no fluorimetro. O espectro de emissdo da
QS (Figura 9 — A; linha azul) fixado em e = 357 nm, apresentou uma banda larga na
regido entre 350 — 650 nm, com o méaximo em 448 nm na regido do azul, que esta
relacionado com os espectros de fluorescéncia descritas na literatura para a QS (CUI et
al., 2011; XUE-YIN et al., 1998). O EMB nédo apresentou fluorescéncia nos espectros
de emiss&o testados.

O nanocomposito QS/EMB 1:1, apresentou um espectro de emissdao da QS
compreendido entre 480 — 750 nm observando um comprimento de onda maximo 589
nm, utilizando Aex = 470 nm (Figura 9 — A; linha vermelha), com uma intensa de
emissdo na regido do vermelho. Os perfis de emissé@o do nanocomposito exibem uma
variagdo entre 0s maximos com um deslocamento no comprimento de onda de AL = 145

nm para QS e AL = 127 nm para EMB, sugerindo uma interagéo entre o QS e 0 EMB.
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Figura 9. A) Perfil de emissdo da QS, do EMB e do nanocompdsito QS/EMB 1:1, excitando em 357 nm,
465 nm e 470 nm respectivamente. B) Imagem de Microscopia Confocal de Fluorescéncia do QS, EMB e
QS/EMB excitando nas mesmas regides do perfil de emissdo. (*) Corresponde a maior absor¢do de
energia, representada no gréfico.

As observacgdes da luminescéncia na Microscopia Confocal (Figura 9 — B) dos
compostos QS e QS/EMB 1:1 corroboraram com a de fotoluminescéncia apresentados
pelas solugbes dos componentes individuais onde entre os materiais isolados, apenas a
QS possui luminescéncia natural. Contudo, verifica-se uma luminescéncia nas cores
vermelho e verdes no nanocomposito QS/EMB 1:1, provavelmente devido a interacdo
fisico-quimica da quitosana com a droga etambutol isolada confirmadas nos resultados

do RMN, j& que a droga ndo possui luminescéncia isolada.

5.2.3 Espectro infravermelho com transmissao de Fourrier (FTIR)

Os espectros de FTIR dos compostos QS, EMB e QS/EMB 1:1 sdo apresentados
na Figura 10. O espectro de infravermelho da QS despolimerizada mostrou bandas
largas de absorcdo a 3362 cm™ correspondendo a OH. Além da banda 1678 cm™ do
grupamento NH com associacdo polimérica das aminas alifaticas da banda observada
em 2903 cm™, que representa a presenca de estiramento de vibracdes alifaticas C-H.
Trés bandas que aparecem em 1712, 1565 e 1454 cm™ sdo atribuidos & amida-1, amida-
Il e amida-111 (Figura 10 - linhas vermelhas e pretas tracejadas), respectivamente de
acordo com a literatura (LUO et al., 2015).



46

— @5
— EMB
—— QS/EMB

% Transmitancia

. Amida Il

4000 I 35|DO I SDIOO I EEIOO l EOIDO I 15IDD l ‘IDIDO
Comprimento de onda (cm™)

Figura 10. Espectro de FTIR da quitosana despolimerizada (QS), etambutol isolado (EMB), e o

nanocomposito QS/EMB respectivamente.

O espectro FTIR do EMB mostrou uma ligacao forte de O-H com alongamento
em 3320 cm™ (Figura 10 - regi&o destacada com linha branca tracejada), devido & sua
natureza cristalina, N-H alongado em 2225 cm™, um alongamento C-N em 1280 cm™,
além de um C-H com vibracdo em 2926 cm™, resultados semelhantes foram
encontrados por Ahmad et al., 2014 em seus estudos. O espectro da formulacéo
QS/EMB 1:1 apresentou o alongamento N-H do EMB em 3265 cm™ e o alongamento
C-O da quitosana em 1609 cm™. O FTIR do nanocompésito mostrou que as ligacdes C-
O e O-H, deslocaram-se para um valor inferior (Figura 10 - regido destacada com linha

branca tracejada), o que indica uma interagdo entre a quitosana e a droga.

5.2.4 Anélise termogravimétrica (TGA)

As analises termigravimétricas dos compostos QS, EMB e QS/EMB 1:1,
revelaram perfis diferentes, caracteristicos das substancias isolados ja referidas na
literatura (Figura 11). O EMB apresentou uma estabilidade até 227 °C, ocorrendo uma
sublimacéo, perdendo sua massa em seguida nessa temperatura (ELSEVIER LTD.,

2008). O perfil da QS, mostrou dois eventos importantes de perda de massa, 0 primeiro
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em 30 °C até 231 °C, podendo ser atribuidas a evaporacdo da agua e inicio da
decomposic¢éo do QS, na temperatura a acima de 231 °C a uma perca de 22 % da massa.
Pode ser aferido também a decomposicdo do QS, acima de 300 °C até 527 °C onde foi

decomposto 19 % da massa (Figura 11).
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Figura 11. Analise termogravimétrica da QS, EMB, e do nanocompésito QS/EMB respectivamente, em
atmosfera de nitrogénio no intervalo de 10°/min.

O nanocompésito QS/EMB 1:1, revelou perfis atribuidos a QS e EMB, nas
primeiras temperatura até 123 °C, na qual, apresentou decomposicdo de 23 % em
massa, esse evento é atribuido ao mesmo perfil da QS, devido a perda de agua e a
decomposicgédo da QS, em 207 °C que acorre 0 inicio da decomposi¢cdo do EMB. As
observagdes anteriores ndo foram visualizadas no perfil termogravimétrico do EMB
isolado, sugerindo que no nanocomposito a droga isolada se decompde juntamente com
a QS, havendo uma massa residual de 19% da massa atribuido aos produtos da
decomposicdo da QS mensionado anteriormente, confirmando novamente uma

interacdo entre os compostos (Figura 11).
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6 DISCUSSAO

A tuberculose continua a ser a principal causa de mortes por doencas infeciosas
em todo o mundo. Um dos principais fatores para esse problema € a terapia sem sucesso
em muitos casos, principalmente devido ao ndo cumprimento total do tratamento, que €
prolongado e muitas vezes associados a efeitos colaterais graves (DHEDA et al., 2017).
A pesquisa e o desenvolvimento de novas formulagfes e farmacos para o tratamento da
TB séo considerados urgentes, visto que ha necessidade de medicamentos mais efetivos
contra a micobactéria, liberacdo do medicamento de forma direta e sustentada, e
possibilitando tratamentos mais acessiveis (GROSSET; SINGER; BISHAI, 2012;
HOAGLAND et al., 2016; SOSNIK et al., 2010).

Os polimeros naturais associados aos antibioticos tradicionais utilizados na
terapia da tuberculose sdo candidatos fortes como materiais para formacdo de
nanocompositos antituberculose, por possuirem propriedades como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixo custo, potencial antibacteriano, ndo téxico e algumas
vantagens tecnologicas em compara¢do com 0s compostos sintéticos atuais. Dessa
forma, podem prevenir o desenvolvimento de resisténcia antimicobacteriana, resistentes
a multiplos farmacos (MDR) e com baixa toxicidade ao paciente (FELDMAN, 2016;
MATHEW; OKSMAN, 2012).

Estudos realizados por Palomino (2002) com M. avium, descreveram que a QS
seria um polimero natural promissor para o tratamento de micobactérias, onde foi
observado um CMI de 540 pg/mL. De acordo com outros pesquisadores (DU et al.,
2009), atividade antibacteriana da QS deve-se a carga positiva da mesma que pode
ligar-se a superficie das células bacterianas, que estdo carregadas negativamente e assim
causar uma perturbacdo nas fungdes normais da membrana, por exemplo, por promover
a fuga de componentes intracelulares ou inibicdo do transporte de nutrientes da célula.
Contudo, em nossos experimentos com a quitosana ndo apresentou acao
antimicobacteriana frente ao M. tuberculosis.

Assim como a QS, a Isoniazida e o Etambutol atuam sobre a parede bacteriana
causando uma alteracdo na permeabilidade da parede celular das micobactérias
(AHMAD; UNGPHAIBOON; SRICHANA, 2014). Por sua vez, a INH possui uma
elevada atividade contra M.tuberculosis, mas € rapidamente consumida por sua
molécula ser extremamente pequena o que permite a sua entrada e saida com facilidade
das células eucaridticas, necessitando assim de concentraces elevadas de uma INH

para se obter um baixo CMI. Na formulacdo dos compositos de QS/INH as



49

concentracdes testadas sdo 84% menores do que utilizadas nos ensaios com a droga
isolada e provavelmente devido a esse fato estes compdsitos ndo apresentaram atividade
antimicobacteriana. Na formulacdo dos compdsitos QS/INH as concentracOes testadas
sdo a metade da quantidade utilizadas nos ensaios com a droga isolada, provavelmente
devido a esse fato somado com a ndo interacdo quimica entre a QS e a INH, estes
compositos ndo apresentaram atividade antimicobacteriana.

Ao analisar os resultados da CMI do compdsito QS/EMB na propor¢do 1:1
percebemos que houve um aumento do potencial antibacteriano do EMB quando
associado a QS, onde o resultado obtido foi menor que a droga isolada. Uma hipdtese
para justificar esse resultado seria que a QS ao se ligar com o EMB, aumente a
disponibilidade de -NH3 (a presenca do ion da aménia), que é responsavel pela
atividade antibacteriana da quitosana (SOTELO-BOYAS et al., 2017), devido a
possiveis interacOes fisico-quimica entre a quitosana e o etambutol demonstrado nos
resultados da ressonéncia magnética nuclear (RMN).

Em ambos compostos, a determinacdo do mecanismo de acao e ensaios frente a
cepas multidroga resistente, foi realizada de forma a garantir a eficacia e seguranca
desses novos protétipos de farmacos antituberculose. O compdsito QS/EMB 1:1 teve
uma acdo antimicobacteriana igual ao farmaco isolado na cepa clinica multidroga
resistente, porém com a droga EMB reduzida pela metade em sua composi¢do. Em vista
dos resultados apresentados, entendemos que o composito QS/EMB na proporc¢édo 1:1
possivelmente possa ser utilizado como uma nova forma de terapia para a TB utilizando
menos droga para obter o mesmo resultado da droga isolada, possibilitando uma
diminuicdo da dose diaria e com isso diminuindo a toxicidade.

A utilizacdo de farmacos antituberculosos menos toxicos para as células do
sistema imune inato podem constituir uma quimioterapia mais eficiente e com menos
efeitos colaterais (SOSNIK et al.,, 2010). A maioria das drogas utilizadas na
quimioterapia da tuberculose é incapaz de atravessar a membrana celular, devido ao
tamanho e as afinidades quimicas. A popularidade das nanoparticulas na terapia da TB
se da pelo fato de que eles podem entrar nos macrofagos alveolares através de
mecanismos de endocitose ou fagocitose, combatendo o bacilo intercelular (PARK et
al., 2013a).

O estudo de citotoxicidade realizado neste presente trabalho verificou que a
quitosana ndo apresenta toxicidade em macrofagos murinos, isso pode ser devido as

interacdes da molécula de QS com o0s receptores de manose da membrana dos
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Macro6fagos, o que resulta na fagocitose da molécula sem causar danos a célula, fato
importante para o tratamento da tuberculose (GONZALEZ-JUARRERO;
O’SULLIVAN, 2011; PARK et al., 2013a; PEI; YEO, 2016). A citotoxicidade do EMB
observada nas celulas testadas foi maior do que a QS isolada e que o composito
QS/EMB 1:1.

Os resultados de citotoxicidade em macrofagos da linhagem RAW 264.7,
estavam de acordo com nossa hipdtese, onde ao associar 0 EMB a QS a toxicidade da
droga diminui, como foi observado nos resultados da IC50 e IS maior no compdsito do
que na droga EMB isolada. O indice de seletividade (IS), que mede 0 quanto um
composto € ativo contra o bacilo sem causar danos a viabilidade celular dos macr6fagos
(NAKAMURA et al., 2006). Em relacdo a IS o maior resultado foi do composito
QS/EMB 1:1, e quanto maior esta razdo da IC50/CMI, mais seletiva é a droga sobre o
bacilo e, consequentemente, menor efeito ela tem sobre a célula testada, ou seja, o
compédsito QS/EMB 1:1 é mais seletivo que os compostos isolados. A interacdo
eletrostatica entre a carga positiva de quitosana e negativa da membrana celular pode ter
potencializado a fagocitose do compdsito pelos macrofagos (PARK et al., 2013a).

Em alguns estudos de toxicidade realizados com QS, verificou-se que ela
diminuia a toxicidade de varios compostos toxicos e drogas antituberculosas como a
isoniazida e rifampicina (BEREZIN; SKORIK, 2015a; GARG; RATH; GOYAL, 2015;
OZCELIK et al., 2014; VAVRIKOVA et al., 2011a). Estratégias alternativas capazes de
reduzir o nimero de medicamentos administrados diariamente e reduzir a toxicidade das
drogas utilizadas seria vantajoso para uma quimioterapia mais eficiente, inclusive para
pacientes com o sistema imune debilitado como é no caso dos portadores do virus do
HIV.

Os macrofagos alveolares sdo as células mais relevantes para infeccdo por M.
tuberculosis, contudo ndo sdo facilmente acessiveis. Aplicagbes de compostos que
podem ser também utilizados como receptores podem induzir a internalizagdo via
endocitose da particula, o que facilitara o fornecimento de agentes terapéuticos
especificos (PARUMASIVAM et al., 2016). A alta afinidade do receptor e a captacao
celular é um passo importante para melhorar a administracdo de farmacos
antituberculoses, ja que o bacilo sobrevive dentro da célula (DUBE; AGRAWAL;
VYAS, 2012), porém a gama do tamanho das particulas a serem administradas como

liberacdo controlada em macrofagos € uma caracteristica importante.
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Sabe-se que para que as particulas sejam fagocitadas pelos macréfagos, as
mesmas precisam estar na escala de < 500 nm, e para serem liberadas diretamente por
via pulmonar devera ter aproximadamente > 5 pum (KUSONWIRIYAWONG et al.,
2013; PARK et al., 2013b; TAO; HAN; DOU, 2012; YUE et al., 2010). Em um estudo
realizado com macréfagos murinos, as células foram incubadas com particulas de
quitosana fluorescentes de diferentes tamanhos (430 nm, 4,8 um ¢ 1,9 um), a extenséo
de captacdo celular foi da ordem de 1,9 um> 430 nm (PEI; YEO, 2016).

Nas andlises morfologicas realizadas no presente trabalho, o composito
QS/EMB 1:1 apresentava uma superficie mais homogénea do que das particulas
isoladas, o que pode facilitar a sua capturada pelos macréfagos nos alvéolos dos
pulmdes, a qual também poderd aumentar a eficiéncia do tratamento contra a
Tuberculose (DUBE; AGRAWAL; VYAS, 2012; GARG; RATH; GOYAL, 2015).
Observar-se que o diametro médio das particulas do compésito QS/EMB 1:1
apresentaram tamanhos médio de 145 nm, e além disso, a distribui¢do do tamanho das
particulas e a morfologia foi bastante homogénea. O indice de polidispersidade (PDI)
fornece informac@es sobre a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos, e em nosso
estudo ficou abaixo de <0.3, indicando a formacdo de um sistema monodisperso
(NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011).

Baseado nos resultados obtidos na caracterizacdo morfoldgica, o baixo PDI e 0
tamanho das particulas do nanocompoésito QS/EMB 1:1, sugere que 0 mesmo possa ser
fagocitado pelos macréfagos alveolares (CIPOLLA et al., 2014; COSTA et al., 2016a;
GARG; RATH; GOYAL, 2015; PARK et al., 2013b). Assim, é possivel que possamos
atingir um aumento e melhor eficacia do tratamento da tuberculose, bem como o
combate intracelular ao bacilo multirresistente  (GONZALEZ-JUARRERO;
O’SULLIVAN, 2011; YUE et al., 2010). Isso torna a administracdo do nanocompasito
QS/EMB 1:1 como uma possivel abordagem para o tratamento de infeccOes
pulmonares.

Os nanocompdsitos e as nanoparticulas estdo sendo cada vez mais aplicadas
em diversas areas, como na nanobiotecnologia como carreador de farmacos de liberacéo
controlada (HULE; POCHAN, 2007; KUMAR; POORNACHANDRA; POMBALA,
2017; YU et al.,, 2009), e no auxilio de biomarcadores visando o diagndstico e
tratamento de diversas doencas (CUI et al., 2011). Os compostos estudados no presente
trabalho foram avaliados quanto a sua fotosensibilidade no Microscopio Confocal e no

fluorimetro afim de ampliar novas possibilidades de uso do compdsito QS/EMB 1:1. A
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QS possui propriedades naturais de fluorescéncia, comumente utilizada como um
biomarcador celular em pesquisas de liberagdo controlada (PARK et al., 2013a;
SCHMITT et al., 2010b; YUE et al., 2010). O EMB até o presente momento nédo foi
estudado sobre suas propriedades de luminescéncia, e em nosso estudo 0 mesmo nao
apresentou fluorescéncia natural, apenas quando esta associada a QS é observado uma
intensa fotosensibilidade, o que também indica uma possivel interacdo quimica entre 0s
compostos.

Os perfis de emissdo de luminescéncia do nanocompdsito QS/EMB 1:1 sdo
promissores na aplicacdo em imagiologia por fluorescéncia, pois de acordo com 0s
resultados é possivel monitorar em tempo real da distribuicdo do compdsito em pHs
fisiolégicos, como por exemplo nos pulmdes (pH 7,4) posto que foi observado pela
analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) que o composito é estavel em pHs na
faixa entre 6,5 a 7,5. O nanocomposito também podera ser utilizado na visualizacdo da
internalizacdo do farmaco em macrofagos. A terapia fotodindmica (PDT) é uma
modalidade ja utilizada na clinica para o tratamento de doencas humanas, incluindo
artrite reumatoide (AMARJI et al., 2013).

Os macréfagos sdo responsaveis pelo aumento da permeabilidade nos tecidos,
observados em locais de inflamacg&o, incluindo articulagfes inflamadas em patologias
como a artrite reumatoide (JIA et al., 2014), sugerindo que sua eliminacdo seletiva pode
ser benéfica também para tratamento de disturbios inflamatérios. Assim, a terapia
fotodindmica podem abrir novas rotas para utilizacdo do nanocompdsito QS/EMB 1:1
no tratamento de uma vasta gama de doencas. A PDT envolve uma terapia nao toxica,
um fotossensibilizador (FS), que no nosso estudo € a QS, em combina¢do com uma luz
visivel inofensiva de comprimento de onda definido, que excita 0 FS a um estado
tripleto de alta energia (SCHMITT et al., 2010b).

Os compostos QS, EMB e o nanocomposito QS/EMB 1:1 também foram
avaliados quanto a espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), que € uma
técnica de inestimavel importancia na analise organica qualitativa, sendo amplamente
utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e transformagdes organicas.
O grupamento NH,, presente no espectro FTIR da QS, tem atraido atengdo crescente
em aplicacbes farmacéuticas e biomédicas por ter sido citado como responsavel pela
atividade antimicrobiana da quitosana (MANIVASAGAN, 2016). Essas propriedades
da QS sdo particularmente adequadas para o desenvolvimento de nanocompoésitos

polimero-farmaco devido a sua disponibilidade para acoplamento com 0s grupos amino
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primarios e grupos hidroxilo de cada subunidade polimérica e a natureza catidnica que
permite a reticulagdo ionica com a droga.

As analises termigravimétricas (TGA), a espectrometria de FTIR e RMN dos
compostos, revelaram perfis diferentes no nanocomposito QS/EMB 1:1 distintos dos
compostos isolados, confirmando as caracteristicas originais das substancias isoladas e
sugerindo uma nova interacdo entre os compostos isolados na formulacdo do

nanocomposito, sugerindo a formag&o de um novo composto.
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7 CONCLUSOES

A quitosana isolada e os compositos QS/INH 1:1 e 2:1, QS/EMB 2:1 néo
apresentaram atividade antimicobacteriana, nas condigdes testadas contra a cepa
de referéncia ATTCC H37Rv e a cepa clinica MDR-1576 da Mycobacterium
tuberculosis.
= O composito QS/EMB 1:1 demostrou que a quitosana associada com a droga
etambutol na propor¢do 1:1, resultou em um aumento do potencial
antimicobacteriano do farmaco contra M. tuberculosis.
= A atividade citotdxica do nanocompdsito QS/EMB 1:1 apresentou baixo
percentual de inibicdo para as linhagens de macréfagos murinos RAW, quando
comparado ao etambutol isolado.
= As caracterizag@es fisico-quimicas do QS/EMB 1:1, confirmaram a formacéo de
um nanocompdsito de matriz polimérica com novas propriedades diferentes de
cada constituinte isolado.

Em vista dos resultados discutidos, o nanocompdsito QS/EMB 1:1 pode ser
utilizado como uma abordagem a ser usada para terapia de doencas pulmonares, como
TB, ampliando também o espectro de eficacia da quimioterapia direta nas células do
sistema imune inato. Assim, devido ao seu papel no sistema imune, com afinidade direta
com as células de defesa do corpo, o presente estudo fornece um excelente recurso para
desenvolvimento futuro de farmacos na terapia ndo toxica da TB e na terapia

fotodinamica.
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Assistente em Administragdo
DINE-PROPESQ-UFPE
UFPE S'APE: 1723458

Avenida Professor Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria, Recife, PE - CEP 50.670-901
Telefone: (81) 2126-8958 - www.ufpe.br/dine
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ANEXO B
= Resumos publicados:

Desenvolvimento de nanocompositos de quitosana com drogas antibacterianas contra
cepas de Mycobacterium tuberculosis.

Maria Eduarda de Farias Albuquerque Gaspar de Oliveira; Yuri José de Albuquerque
Silva; Leonardo de Aquino Linhares; Lilian Maria Lapa Montenegro Pimentel (Co-
orientadora); Rosa Valéria da Silva Amorim (Orientadora).

52° CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIR DE MEDICINA TROPICAL,
Macei6 —AL, Anais 2016 — 8100.

Avaliacdo da atividade antimicobacteriana de prototipo de origem semissintético
promissor para o tratamento da Tuberculose

Yuri José de Albuquerque Silva; Leonardo Aquino. Linhares; Maria Eduarda de Farias
Albuquerque Gaspar de Oliveira; Fabiana Cristina Fulco Santos; Aline dos Santos
Peixoto; Marcela Pereira Salazar; Andreza Souza do Nascimento; Maria Eduarda
Bernardina de Albuquerque Silva; Ilyana Oliveira Coutinho; Jéssica de Andrade Gomes
Silva; Francisco Jaime Bezerra Mendonga Junior; Lilian Maria Montenegro (Co-
orientadora).

52° CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIR DE MEDICINA TROPICAL,
Macei6 —AL, Anais 2016 — 10208.



