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RESUMO

O objetivo deste estudo foi desenvolver e avaliar a citotoxicidade, atividade
tripanocida, antibacteriana, antibiofilme e imunomoduladora da CrataBL encapsulada
em lipossomas. Os lipossomas contendo CrataBL (CrataBL-Lipo) foram preparados
pelo método de hidratacdo do filme lipidico seguido de ciclos de congelamento e
descongelamento e sonicag¢do. Eles foram caracterizados quanto ao tamanho de
particula, indice de polidispersao, potencial zeta, pH e taxa de encapsulacdo. A
citotoxicidade de CrataBL e CrataBL-Lipo foi avaliada em linhagens celulares de
fibroblastos L929 e macrofagos J774A.1 e os resultados foram expressos ha
concentracdo capaz de inibir 50% da viabilidade celular (CCso). A atividade
tripanocida de CrataBL e CrataBL-Lipo foi determinada utilizando tripomastigotas
obtidos a partir de cultura celular infectada e os resultados foram expressos na
concentracdo capaz de inibir 50% da viabilidade celular do parasito (ICso). O
mecanismo de inducdo da morte dos tripomastigotas apds o tratamento com
CrataBL-Lipo foi avaliado utilizando a técnica de citometria de fluxo. A atividade
imunomoduladora de CrataBL-Lipo foi avaliada em macréfagos J774A.1 e as
citocinas foram quantificadas utilizando o kit de mouse CBA Th1l/Th2/Thl7. A
atividade antibacteriana de CrataBL e CrataBL-Lipo frente a Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina (MSSA), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
e Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA) foi determinada atraves
do método de microdiluicio em caldo de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) para estabelecer a concentragdo inibitéria minima (CIM).
A atividade antibiofilme de CrataBL e CrataBL-Lipo foi avaliada utilizando o método
de coloracao por cristal violeta em concentracdes subinibitorias (CIM/2 e CIM/4). Os
lipossomas contendo CrataBL apresentaram tamanho de particula de 101,9 + 1,3
nm, indice de polidispersdo de 0,245, potencial zeta de +33,8 + 1,3 mV, pH 7,41 e
eficiéncia de encapsulagdo de 80 + 0,84%. A CrataBL apresentou citotoxicidade
apenas para fibroblastos L929 (CCso = 56,8 pug/ml), enquanto que CrataBL-Lipo ndo
exibiu citotoxicidade nas linhas celulares de macréfagos J774A.1 e de fibroblastos
L929 (CCso> 100 pg/ml). CrataBL nao exibiu atividade tripanocida, porém CrataBL-
Lipo apresentou ICso de 1,1 pg/ml com indice de seletividade maior que 90,9.
CrataBL-Lipo induziu a morte celular do parasito através da apoptose tardia e

necrose. CrataBL-Lipo apresentou atividade imunomoduladora com reducédo da



sintese de IL-10 e TNF-a. CrataBL ndo exibiu atividade antibacteriana (CIM > 0,72
mg/ml), porém CrataBL-Lipo apresentou CIM variando de 0,56 a 0,72 mg/ml frente a
MSSA, MRSA e VRSA. CrataBL apresentou atividade antibiofiilme em concentragdes
subinibitorias inibindo de 38,8% a 55,4% a formacédo de biofilme e reduzindo de
2,5% a 19,8% o biofilme préformado de MSSA, MRSA e VRSA, enquanto que
CrataBL-Lipo apresentou maiores porcentagens de inibicdo da formacéo do biofilme
(45,4% a 75,6%) e reducdo do biofilme préformado (12,1% a 69,2%). Os resultados
obtidos neste estudo sugerem que CrataBL encapsulada em lipossomas é
promissora para infec¢des causadas por Trypanosoma cruzi, MSSA, MRSA e VRSA,

bem como apresenta potencial imunomodulador.

Palavras-chave: Lectina. Trypanosoma cruzi. imunomodulacdo. Staphylococcus
aureus. biofilme.



ABSTRACT

The aim of this study was to develop and evaluate cytotoxicity, trypanocidal,
antibacterial, antibiofilm and immunomodulatory activity of CrataBL encapsulated in
liposomes. CrataBL-containing liposomes (CrataBL-Lipo) were prepared by the lipid
film hydration method followed by freeze-thaw cycles and sonication, and
characterized for particle size, polydispersity index, zeta potential, pH and
encapsulation efficiency. Cytotoxicity of CrataBL and CrataBL-Lipo was evaluated
against L929 fibroblast and J774A.1 macrophages and the results were expressed
as the concentration able to inhibit 50% of cell viability (CCso). Trypanocidal activity of
CrataBL and CrataBL-Lipo was assessed using trypomastigotes obtained from
infected cell culture and the results were expressed as the concentration able to
inhibit 50% of cell viability 50% of the parasite cell viability (ICso). The mechanism of
induction of death of trypomastigotes after the treatment with CrataBL-Lipo was
evaluated by flow cytometry technique. Immunodulation activity of CrataBL-Lipo was
evaluated in J774A.1 macrophages and the cytokines were quantified using the CBA
Th1/Th2/Th1l7 mouse kit. The antibacterial activity of CrataBL and CrataBL-Lipo
against methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and vancomycin-resistant Staphylococcus aureus
(VRSA) was determined by the broth microdilution method according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) to establish the minimum inhibitory
concentration (MIC). The activity of CrataBL and CrataBL-Lipo for inhibition of biofilm
formation and eradication of preformed biofilm was evaluated using the violet crystal
staining method at subinhibitory concentrations (MIC/2 and MIC/4). CrataBL-Lipo
showed particle size of 101.9 £ 1.3 nm, polydispersity index of 0.245, zeta potential
of +33.8 + 1.3 mV, pH 7.41 and encapsulation efficiency of 80 + 0.84%. CrataBL
showed cytotoxicity only against L929 fibroblast cell line (CCso = 56.8 ug/ml),
whereas CrataBL-Lipo did not exhibit cytotoxicity in the J774A.1 macrophages and
L929 fibroblast cell lines (CCso > 100 pg/ml). CrataBL did not exhibit trypanocidal
activity, whereas CrataBL-Lipo showed ICso of 1.1 ug/ml with selectivity index higher
than 90.9. CrataBL-Lipo induced cell death of the parasite through later apoptosis
and necrosis. CrataBL-Lipo presented immunomodulatory activity with reduced
synthesis of IL-10 and TNF-a. CrataBL did not exhibit antibacterial activity, whereas
CrataBL-Lipo presented MIC from 0.56 to 0.72 mg/ml against MSSA, MRSA and



VRSA. CrataBL presented antibiofilm activity at subinhibitory concentrations
inhibiting biofilm formation from 38.8% to 55.4% and reducing the preformed biofilm
from 2.5% to 19.8% of MSSA, MRSA and VRSA, whereas CrataBL-Lipo presented
higher percentage of inhibition of biofilm formation (45.4% to 75.6%) and reduction of
preformed biofilm (12.1% to 69.2%). The results obtained in this study suggest that
CrataBL encapsulated into liposome is promising for infections caused by
Trypanosoma cruzi, MSSA, MRSA and VRSA, as well as it has a potential

immunomodulatory activity.

Keywords: Lectin. Trypanosoma cruzi. immunomodulation. Staphylococcus aureus.
biofilm.
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1 INTRODUCAO

As infeccoes s&o consideradas uma das principais causas de
morbimortalidade mundialmente. Os protozodrios podem ser agentes etiolégicos de
graves infeccbes como a Doenca de Chagas (DC), infeccdo causada pelo
Trypanosoma cruzi que afeta cerca de 8 a 10 milhdes da populacdo da América com
alto indice de mortes prematuras (RASSI; RASSI; REZENDE, 2012). O tratamento
desta infeccdo possui limitagdes como toxicidade, baixa eficacia dos medicamentos
e a longa duracdo do tratamento, representando também um problema de saude
publica alarmante (URBINA, 2015; MARIN et al., 2017). Para eliminar essa infeccao,
o organismo humano dispde de células e moléculas do sistema imunolégico que
estdo envolvidas no combate dos microrganismos (SICA; MANTOVANI, 2012).
Essas respostas imunologicas podem ser potencializadas pela utilizacdo de
moléculas que auxiliam o sistema imune na defesa frente as células tumorais,
doencas autoimunes, e em especial, frente a infecgbes microbianas (WYNN;
CHAWLA; POLLARD, 2013; ARREOLA et al., 2015).

Além dos protozoarios, as bactérias, em especial Staphylococcus aureus com
perfil de resisténcia, podem causar infecgbes severas no ambiente hospitalar e na
comunidade com impacto na morbidade, mortalidade, tempo de internacédo e
aumento dos gastos com procedimentos diagnésticos e terapéuticos
(AUMEERUDDY; GURIB; MAHOMOODALLYA, 2016; ALISSON et al., 2017). O uso
de antimicrobianos para eliminar esse agente patogénico esta diretamente
relacionado ao aumento da resisténcia. A resisténcia aos antimicrobianos é um dos
maiores obstaculos para o sucesso do tratamento das infeccbes bacterianas uma
vez que ela limita a quantidade de agentes terapéuticos disponiveis para uso na
clinica, sendo considerada um problema de saude publica mundial progressivo
(OTEO; ARACIL, 2015; PROCHNOW et al., 2015).

Associado ao problema da multirresisténcia, S. aureus pode apresentar
fatores de viruléncia, como os biofilmes, que consolidam a infeccéo e dificultam a
terapéutica (RABIN et al., 2015). O biofilme bacteriano € formado por um conjunto
de células bacterianas envolvidas em uma matriz composta por proteinas,

polissacarideos e DNA. O tratamento dos biofilmes bacterianos é um desafio, pois,
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comumente, sdo necesséarias altas doses de antimicrobianos para elimina-los
(BJARNSHOLT et al., 2013; WU et al., 2015).

Com as limitagbes enfrentadas na terapéutica da DC, a necessidade de uma
resposta imunoldgica mais eficaz e o problema da resisténcia bacteriana, novas
moléculas com acdo antimicrobiana e imunomoduladora estdo sendo pesquisadas.
Nesse sentido, os produtos naturais provenientes das plantas apresentam
importancia na terapéutica como possiveis fontes de novos farmacos (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Moléculas naturais como as lectinas vém ganhando destaque na
pesquisa como agentes terapéuticos. Lectinas podem s&o proteinas que podem

reconhecer e ligar-se reversivelmente a carboidratos (KUMAR et al., 2012).

CrataBL € uma lectina extraida de Crataeva tapia (Capparidaceae), conhecida
popularmente como Trapid, uma arvore encontrada no Nordeste do pais na Floresta
Atlantica Tropical Pluvial (PRATISSOLI et al.,, 2007). CrataBL apresenta atividade
antiinflamatoria e antinociceptiva (ARAUJO et al., 2011), inseticida frente a
Nasutitermes corniger, uma espécie de cupim (ARAUJO et al., 2012), antitumoral
para linhagens de células cancerigenas de prostata DU145 e PC3 (FERREIRA et al.,
2013), larvicida frente a Callosobruchus maculatus, uma espécie de carrapicho de
feijdo (NUNES et al., 2015) e terapéutica para doenca pulmonar obstrutiva crbnica
(OLIVA et al., 2015). Devido a essa diversidade de atividades bioldgicas, a CrataBL
€ uma molécula promissora na terapéutica. Entretanto, as lectinas podem apresentar
alguns obstaculos para sua utilizacdo na clinica, como a degradagdo rapida nos
fluidos biologicos e a necessidade de uma frequéncia de doses para manter a sua
concentracdo no nivel terapéutico (CLELAND; DAUGHERTY; 2001, CUNHA et al.,
2016). Esses obstaculos podem ser superados através da encapsulacdo de CrataBL

em nanocarreadores, como os lipossomas.

Lipossomas sao vesiculas formadas por uma ou mais bicamadas lipidicas que
isolam um ou varios compartimentos aquosos internos do meio externo. Esses
nanocarreadores apresentam baixa toxicidade e alta biocompatibilidade com as
membranas celulares (TORCHILIN, 2012; AKBARZADEH et al., 2013; HENRY et al.,
2015). Assim, a encapsulacdo de CrataBL em lipossomas pode ser uma alternativa
para o tratamento de infeccdes causadas por microrganismos patogénicos, em

especial, T. cruzi e S. aureus.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver lipossomas contendo CrataBL e avaliar suas atividades

biolégicas e imunomoduladora.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver lipossomas contendo CrataBL,;

e Realizar caracterizagéo dos lipossomas desenvolvidos;

e Determinar a taxa de encapsulagcao da CrataBL em lipossomas;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro da CrataBL encapsulada em lipossomas;

e Avaliar a atividade tripanocida in vitro da CrataBL encapsulada em
lipossomas;

e Avaliar o mecanismo de inducdo de morte de Trypanosoma cruzi apés
tratamento com CrataBL encapsulada em lipossomas;

e Avaliar in vitro a atividade imunomoduladora da CrataBL encapsulada em
lipossomas em macroéfagos infectados com Trypanosoma cruzi;

e Avaliar in vitro a atividade antibacteriana e antibiofime da CrataBL

encapsulada em lipossomas.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 DOENCAS INFECCIOSAS

Na atualidade, as infec¢cbes séo consideradas uma das principais causas de
morbidade e mortalidade, especialmente nos paises em desenvolvimento
(AUMEERUDDY-ELALFIA, GURIB-FAKIMB, FAWZI-MAHOMOODALLYA, 2016). O
processo infeccioso ocorre quando h& a invaséo e colonizagdo do microrganismo no
hospedeiro, assim como a sua evasao do sistema imunolégico (HEGGENDORNN et
al., 2016).

As infeccBes sdo um problema de salde publica mundial, em especial, as
causadas por protozoarios, como Trypanosoma cruzi ou infec¢des provocadas por
bactérias resistentes, como algumas cepas de Staphylococcus aureus. As infeccdes
causadas por T. cruzi acometem fortemente a populacdo brasileira. Dentre os 20
paises latino-americanos, o territorio brasileiro abriga 20,14% de pessoas infectadas
pelo T. cruzi e estima-se que haja 4,6 milhdes de pessoas infectadas no pais. Os
estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Goias, Maranhao, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parana, Rio Grande
do Norte, Rio Grande do Sul, Sergipe, Sdo Paulo e Tocantins sao considerados
como regides de risco para a transmissao vetorial. Entretanto, sdo as regides Norte
e Nordeste que exibem os maiores indices de prevaléncia para DC (BRASIL, 2009;
MARTINS-MELO et al., 2014; DIAS et al., 2016). Em 2013, houveram 5.992 6bitos
na América Latina, esses o6bitos totalizam 40% do total de mortes esperadas para a
DC. Neste mesmo periodo, as estimativas mostram que para as regidées Norte e
Nordeste ocorreu um aumento de 38,5% de Obitos com tendéncia crescente
(MARTINS-MELO et al., 2012; SILVA et al., 2017).

As estimativas para incidéncia e prevaléncia da DC sao alarmantes e esse
estado grave é similar ao observado para infeccbes por bactérias resistentes. O
Brasil apresenta maior prevaléncia de infeccdes nosocomiais por bactérias
resistentes quando comparado com a Europa e a América do Norte. Em torno 62%
dos pacientes brasileiros internados nos hospitais adquirem infeccdes nosocomiais
causadas por bactérias resistentes. O panorama da resisténcia bacteriana no Brasil
€ alarmante e o surgimento crescente de novas cepas de bactérias multirresistentes

nos hospitais brasileiros esta causando preocupacdo (ALMEIDA; FARIAS, 2014,
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MENEZES; PORTO; PIMENTA, 2016). O cenério epidemiologico atual para essas
doencas é um desafio no que diz respeito as acdes de controle e estabelecimento
de um plano consistente no Sistema Unico de Salude (SUS) para diagndstico,
tratamento e atencdo integral aos cidaddos (DIAS; COURA; YASUDA, 2014;
SOARES et al., 2017).

3.1.1 Doenca de Chagas

DC é causada pelo protozoario T. cruzi através das fezes do triatomineo
hemato6fago infectado com esse protozoario. Os triatomineos, vetores do protozoario
flagelado, sdo amplamente encontrados na América do Sul, América Central, no
México e Sul dos Estados Unidos. A DC também pode ser transmitida através de
transfusdes de sangue, transplantes de érgdos, de mae para filho durante o parto e
através de comida e bebida contaminada (NUNES et al., 2013; CHATELAIN, 2015).

T. cruzi pertence a classe Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Este
protozoario flagelado apresenta diferentes morfologias durante seu ciclo de vida
(Figura 1). Ele possui organizagdo e estrutura comum &s células eucariéticas com
compartimentos celulares particulares como o cinetoplasto, que contém o DNA
mitocondrial, e reservosomos que junto ao flagelo garantem a sobrevivéncia desses

organismos em diferentes hospedeiros (CALDERANO et al., 2017).

Figura 1 — Microscopia eletrdnica de varredura de T. cruzi na forma tripomastigota

(A) e amastigota (B).

Fonte: COSTA (2015).



25

No ciclo de vida de T. cruzi (Figura 2), os insetos hematéfagos vetores do
género Triatoma contaminam-se ao ingerir sangue com o T. cruzi circulante na forma
tripomastigota. No intestino desses insetos, as formas tripomastigotas diferenciam-
se em epimastigotas, proliferando-se, e posteriormente, assumindo a forma
tripomastigota metaciclico. Quando o0s insetos hematofagos alimentam-se o0s
tripomastigotas metaciclicos sdo eliminados com as fezes. Em contato com o
hospedeiro o parasito penetra as células do mamifero e no interior das células
humanas ocorre a diferenciacéo do parasito para a forma amastigota. Estas formas
proliferam-se, e diferenciam-se em tripomastigotas, rompem as células e séao
liberadas na circulagéo sanguinea, infectando os tecidos, principalmente musculos e
ganglios (CARREA; DIAMBRA, 2016; CALDERANO et al., 2017).

Figura 2 — Ciclo de transmisséo do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2017).

Esta infeccdo apresenta duas fases clinicas: aguda e crbnica. A fase aguda é
caracterizada por sintomas nao especificos como febre, adenopatia generalizada e

edema. Em sua fase crbnica, a DC apresenta-se de forma assintomética nos anos
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iniciais e apos algumas décadas ocorre hepatomegalia, esplenomegalia, lesdes no
coracdo e no sistema digestivo que podem ser irreversiveis, comprometendo a
funcéo cardiaca, esofagica e colénica (VERMELHO et al., 2016; SILVA-JUNIOR et
al., 2017).

A DC é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em paises
tropicais, principalmente em desenvolvimento. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), DC é considerada uma doenca negligenciada e um problema
alarmante de saude (BONNEY, 2014). Em torno de 7 a 8 milhdes de pessoas estao
infectadas por T. cruzi em todo o mundo, especialmente na América Latina, onde
essa infeccdo é endémica. Além da América Latina, a DC esta apresentando taxas
crescentes nos Estados Unidos, Canada e Europa (BERN, 2015; BERMUDEZ et al.,
2016). Os aspectos mais relevantes da DC séo a sua capacidade de causar morte
prematura e o dispéndio econdmico com o tratamento (VIOTTI et al., 2014).

Os farmacos utilizados no tratamento da DC s&o benzonidazol e nifurtimox,
porém eles apresentam efeitos adversos graves e podem levar a interrupcado do
tratamento, além de ser ineficaz na fase crénica da doenca (VILLATA et al., 2013;
DA SILVA et al.,, 2017). O benzonidazol provoca disturbios digestivos, erupcoes
cutaneas, dores articulares e musculares, neuropatia periférica e distlrbios
hematopoiéticos, enquanto que o nifurtimox causa nauseas, vémitos, dor abdominal,
polineurite e psicose (PINAZO et al., 2013; MOLINA et al., 2015).

Com a expansdo da DC para outras regides, pela alta prevaléncia desta
patologia e com o abandono da terapia pelos pacientes devido aos efeitos adversos
induzidos pelos farmacos, a comunidade cientifica estd buscando novas moléculas
com potencial tripanocida para tratar pacientes chagasicos e minimizarem este
problema de saude publica mundial (URBINA, 2015; DA SILVA et al., 2017).

3.1.2 Sistema imunoldgico e as respostas imunes frente ao Trypanosoma cruzi

O sistema imunolégico é formado por uma complexa rede de moléculas e
células que reconhecem estruturas moleculares e substancias estranhas ao
organismo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015, IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). As

respostas do sistema imunolégico tém papel fundamental na defesa frente a agentes
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infecciosos, impedindo a ocorréncia de infeccbes disseminadas que estédo

associadas com alto indice de mortalidade (WYNN et al., 2014).

Com a entrada dos microrganismos no corpo, como por exemplo, o T. cruzi,
as respostas imunolégicas séo ativadas, ocorrendo, inicialmente, uma resposta inata
por meio do desencadeamento do processo inflamatério com recrutamento de
neutréfilos, mondcitos, proteinas do sistema complemento, colectinas e pentraxinas
a partir da liberacdo de quimiocinas, como CXC IL-8 e CC eotaxina. As células
apresentadoras de antigenos (APC’s) identificam a presenca do agente infeccioso
através do reconhecimento dos padrbes moleculares associados aos patdégenos
(PAMPs). Em seguida, os macréfagos secretam IL-12 ativando as células Natural
Killer (NK) que atuardo na eliminacéo das células infectadas pelo protozoario. Além
de eliminar as células infectadas, as células NK sintetizam e liberam citocinas pro-
inflamatérias como IL-1, IL-12, IFN-y e TNF-a intensificando a resposta inflamatéria
(Figura 3) (BASSO, 2013; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A sintese e liberacdo de INF-y também promove o estimulo para producéo do
oxido nitrico (NO). O NO é produzido nos macrofagos pela enzima o6xido nitrico
sintetase induzida (iNOS) a partir do aminoacido L-arginina. O NO sintetizado
difunde-se por toda a extenséo celular e penetra no T. cruzi fagocitado, eliminando-o
(STUEHR; MARLETTA, 1987; BOGDAN, 2015). Os microrganismos podem
sobrepor esses mecanismos iniciais de defesa e adentrar a corrente sanguinea
desencadeando uma cascata de reacdo que ativa as proteinas do sistema
complemento, responsaveis pela opsoniza¢cado dos microrganismos para a fagocitose
e lise direta dos microrganismos patogénicos (TRAVIS, 2009; LITMAN; RUDENSKY,
2010).

O combate aos microrganismos pelo sistema imune adaptativo acontece
através de uma resposta imunoldgica celular através das células Thl CD4+ e células
TCD8+ que reconhecem antigenos especificos do parasito (BASSO, 2013). A
citocina IL-12 estimula a diferenciacao dos linfocitos T CD4+ auxiliares no subgrupo
de células efetoras Thl. Estas células reconhecem os antigenos dos
microrganismos patogénicos endocitados pelas células dendriticas e macrofagos,

estimulando a destruicdo do microrganismo patogénico. A ativacdo de macréfagos
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por células Thl & mediada pela liberacdo de INF-y (Figura 3) (LITTMAN et al.,
2010a; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O sistema imune adaptativo também promove uma resposta através das
células Th2 que estdo envolvidas na resposta mediada por anticorpos. As células
efetoras T CD4+ Th2 reconhecem antigenos produzidos pelo parasito e produzem
IL-4, IL-5 e IL-13, estimulando a sintese de imunoglobulinas pelas células B (Figura
3) (ANNUNZIATO; ROMAGNANI, 2009; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Esses
anticorpos bloqueiam a capacidade do T. cruzi infectar as células e marcam os
microrganismos para fagocitose pelos macréfagos ou para morte celular mediada
por células T citotoxicas, que destroem as células infectadas pelo microrganismo
inacessiveis aos anticorpos e a destruicdo fagocitica (LITMAN; RUDENSKY, 2010;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Devido as funcbes desenvolvidas pelo sistema
imune no combate a instalacédo e proliferacdo de microrganismos como o T. cruzi, a
deficiéncia imunoldgica esta fortemente associada com aumento de susceptibilidade
as infecgdes (LITMAN; RAST; FUGMANN, 2010; BROWN; CLARKE, 2016).

As respostas imunolégicas ao T. cruzi apresentam alta complexidade e
envolvem mecanismos efetores e reguladores. A resposta imune desenvolvida pelas
células Thl é responsavel pelos mecanismos efetores através da producdo de
citocinas pré-inflamatérias e respostas mediadas pela imunidade celular, enquanto
gue as células Th2 desencadeiam uma resposta imune com perfil regulador através
da sintese de citocinas anti-inflamatorias e envolvimento com resposta mediada pela
imunidade humoral (DUTRA et al., 2014; RASSI JR; MARIN-NETO; RASSI, 2017).

Estudos vém mostrando que a resposta imunoldgica inicial desencadeada
pela entrada do parasito € caracterizada pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, IL-12, IFN-y, TNF-a. Essas citocinas promovem 0 processo
inflamataorio, ativacdo de macréfagos e resposta Thl para eliminagdo do T. cruzi. Em
contrapartida, ocorre a sintese de citocinas anti-inflamatérias e regulatorias, como
IL-4 e IL-10 que regulam a resposta celular e reduzem o processo inflamatorio
diminuindo os danos teciduais causados pela tentativa de eliminagcdo do parasito
(BASSO, 2013; DUTRA et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2015).

Pesquisas demonstraram os perfis de citocinas na fase aguda e na fase

cronica da DC. Na fase aguda, as citocinas Thl pro-inflamatorias, como TNF e INF-y
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sdo encontradas em niveis elevados. Esse perfil decorre devido a intensa resposta
inflamatoéria e grande sintese de anticorpos para controle da parasitemia e do
parasitismo tecidual (PEREZ — MOLINA; MOLINA, 2017; RASSI JR; MARIN-NETO;
RASSI, 2017). Além disso, estas citocinas estdo associadas ao dano cardiaco na
fase cronica da DC, uma vez que é encontrada uma correlacdo positiva entre o grau
de dano cardiaco e os niveis de TNF-a e IFN-y (LORENA et al.,, 2010;
VASCONCELOS et al., 2015). Na fase crbnica, as citocinas Th2 regulatorias, em
especial a IL-10, sdo encontradas em niveis elevados, estando associadas a um
perfil regulatério e anti-inflamatoério. A elevacdo da IL-10 no sangue reduz as
respostas efetoras que visam eliminar o parasito e, consequentemente, diminui o
dano tecidual (DUTRA et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2015).

Figura 3 — Respostas imunoldgicas frente a infec¢cdo causada pelo T. cruzi.
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Fonte: ANDRADE (2013).

Essas respostas imunoldgicas podem ser moduladas através da
potencializagdo de componentes do sistema imune por meio da ativagao e inibicao
de células e mediadores, principalmente, pelo estimulo ou supressédo da producao
de citocinas que desempenham papel fundamental na imunidade inata e adquirida

(KASPER; REDER, 2014). Dentre as moléculas imunomoduladoras, destacam-se os
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produtos de origem vegetal, microbiana, os farmacos de origem natural e sintética,
além das proteinas, como as lectinas. Sendo assim, varios estudos tém sido
realizados objetivando a busca de moléculas que possam modular o sistema
imunolégico na sua resposta frente as células tumorais, doencas autoimunes, e em
especial, frente a infec¢cdes microbianas (KASPER; REDER, 2014; ARREOLA et al.,
2015).

3.1.3 Staphylococcus aureus

As bactérias sdo organismos pertencentes ao Filo Monera e podem ser
capazes de invadir, replicar-se, colonizar e causar danos aos tecidos humanos.
Estes procariotos unicelulares apresentam um nucleoide formado por uma fita
simples de DNA circular e parede celular rigida composta, em maior parte, por
peptideoglicano. Elas podem apresentar fimbrias, e capsula, fatores que aumentam
a viruléncia e a capacidade infectante da bactéria (MADIGAN et al., 2016). Dentre as
principais bactérias causadoras de infecgbes hospitalares destacam-se as

pertencentes ao género Staphylococcus, em especial S. aureus.

Staphylococcus aureus € um coco gram-positivo, microaerdfilo, com
aproximadamente 1 a 2 um de diametro que forma arranjos semelhantes a "cachos
de uva" e é produtor de catalase, coagulase, DNAse e hemolisinas, podendo ser
classificada como uma bactéria intracelular facultativa (Figura 4) (BONESSO;
MARQUES; CUNHA, 2011; STEFANI; TENOVER, 2013). Apesar desta bactéria
integrar a microbiota normal de alguns individuos, ela pode causar infeccdes leves,
moderadas a graves como furdnculos, pneumonia, meningite, endocardite e
septicemia em pessoas sadias ou imunocomprometidas (TONG et al., 2015) S.
aureus é frequentemente associado a infecgdes nosocomiais principalmente as de
ordem cutanea, respiratoria e da corrente sanguinea, sendo um fator de risco para
pacientes em unidades de terapia intensiva hospitalar (UTIs) (ACEVEDO, 2015;
FASIHI et al., 2017).
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Figura 4 — Microscopia eletrénica de varredura de Staphylococcus aureus.

Fonte: BIOQUEEL (2017).

Com a descoberta da penicilina, um antibiético da classe dos beta-lactamicos,
houve intensiva utilizacdo deste medicamento para combater S. aureus, e,
consequentemente, eliminar o processo infeccioso. Com o0 extenso uso da penicilina,
em poucos anos, foi observado que algumas cepas de S. aureus apresentavam
enzimas denominadas de penicilinases que inativam a penicilina, impedindo sua
acao antibacteriana. Essas cepas foram denominadas de S. aureus resistentes a
penicilina. Com as cepas resistentes a penicilina, a meticilina, medicamento
semissintético pertencente ao grupo dos beta-lactdmicos, comecgou a ser utilizada
como antimicrobiano para combater infecgdes por S. aureus. Entretanto, com o uso
intensivo deste antimicrobiano as cepas foram adquirindo resisténcia, sendo
denominadas de Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA) (DZIDIC;
SUSKOVIC; KOS, 2008; MONTAZERI et al., 2015).

A resisténcia de MRSA ¢é caracterizada pela produc¢éo da proteina ligadora de
penicilina (PBP) adicional, denominada de PBPZ2a, que tem baixa afinidade de
ligacdo aos antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos. Essa proteina €
sintetizada a partir da expressdo do gene mecA que € carreado por um elemento
genético movel chamado de Cassete Cromossémico Estafilococico (SCCmec)
(GELATTI, 2009; CERVANTES-GARCIA; GARCIA-GONZALEZ; SALAZAR-
SCHETTINO, 2014). Além da produgcdo de PBP2a, MRSA vem desenvolvendo
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outras estratégias de resisténcia aos agentes antimicrobianos, como, a producao
das bombas de efluxo (JOHARI et al., 2012).

O aumento da incidéncia de MRSA representa um grave problema uma vez
gue infec¢des causadas por essas cepasapresentam taxas elevadas de morbidade e
mortalidade, internacdo prolongada e tratamento com eficacia limitada
(STRYJEWSKI; COREY, 2014; OYEDEMI et al., 2017). MRSA esta amplamente
associado as infeccfes no ambiente hospitalar (HA-MRSA), mas ja foram descritas
cepas associadas a comunidade (CA-MRSA). Infecces provenientes de cepas CA-
MRSA estdo cada vez mais frequentes em todo o mundo causando grande
preocupacdo para os profissionais de saude (PURRELLO et al., 2014; BEKTAS et
al., 2016).

Para o tratamento das infeccbes por MRSA, os antimicrobianos de escolha
séo linezolida, daptomicina, tigeciclina, vancomicina (HOWDEN, 2010; MORAN et
al., 2013). Nos ultimos anos, com o aumento da incidéncia de infeccfes causadas
por MRSA, a vancomicina esta sendo utilizada com muita frequéncia, de tal maneira
gue, estdo surgindo de forma exponencial cepas de Staphylococcus aureus
resisténcia a vancomicina (VRSA) (SUJATHA; PRAHARAJ, 2012). Em 2002, foi
isolada a primeira cepa de VRSA nos Estados Unidos da América. Nos anos
seguintes também foram reportadas cepas de VRSA na india, Ird, Coreia do Sul,
China, Reino Unido e no Brasil. O operon que confere resisténcia a vancomicina € o
vanA, adquirido pelas cepas de S. aureus a partir de Enterococcus faecalis por
transferéncia horizontal. Este operon é composto por genes vanA, vanH, vanX,
vanS, vanR, vanY e vanZ. Estes genes permitem a incorporacdo de D-Ala-D-Lac
modificada no peptideoglicano produzindo uma parede celular ndo suscetivel a
vancomicina (FRIAES et al., 2014). A crescente prevaléncia de VRSA representa um
problema, pois cepas resistentes dessa bactéria estdo associadas a infeccdes
persistentes e com falha na antibioticoterapia (MCGUINNESS; MALACHOWA,;
DELEO, 2017).

Na ultima década, as infeccbes causadas por cepas de S. aureus com perfil
de resisténcia estdo aumentando no ambiente hospitalar. Além disso, MRSA e
VRSA estdo sendo causa de infeccBes comunitarias e estes processos infecciosos

estdo progredindo de forma crescente em todo o mundo (BEKTAS et al., 2016;
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CHEN et al.,, 2017). Assim, o problema das infec¢cbes causadas por cepas
bacterianas de S. aureus estimula as pesquisas em busca de novas moléculas ou
novas estratégias terapéuticas com potencial antimicrobiano (MULAUDZI et al.,
2011; BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al., 2013).

3.1.3.1 Biofilmes

Biofilmes bacterianos sdo um aglomerado séssil composto por uma mesma
espécie ou por espécies diferentes de bactérias imersas numa matriz polimérica
extracelular que pode ser composta por exopolissacarideos (EPS), proteinas,
lipideos e DNA aderidos a uma superficie biética ou abidtica (Figura 5) (CORTES;
CONSUEGRA; SINISTERRA, 2011; NUNEZ et al., 2013). As bactérias formadoras
de biofilme possuem proteinas de ancoragem que permitem o movimento através do
liqguido e a fixacdo a uma superficie apropriada. A capacidade dos microrganismos
produzirem biofilme é alarmante, pois estima-se que entre 65 e 80% de todas as
infeccbes estdo associadas a formacdo do biofiime (ACKER, DIJCK, COENYE,
2014; ORDONEZ et al., 2016; GORDYA et al., 2017).

Figura 5 — Microscopia eletronica de varredura de biofilme bacteriano de

Staphylococcus aureus.

Fonte: DOSLER; MATARACI (2013).
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A formacao do biofilme bacteriano € um processo extremamente regulado que
acontece em consequéncia de mudancas ambientais e envolve mecanismos
complexos guiados por processos quimicos, fisicos e biolégicos. O processo de
formacdo do biofilme apresenta uma série de fases sequenciais: a) adesao inicial
das células bacterianas a superficie; b) producdo de exopolissacarideos; c)
desenvolvimento da estrutura do biofilme com formacdo das microcol6nias
bacterianas; d) expansdo e maturacdo do biofilme e e) dispersdo das células
bacterianas e colonizacdo de novas superficies (Figura 6) (NUNEZ et al., 2013;
ORDONEZ et al., 2016).

Figura 6 — Etapas do processo de formacao do biofilme bacteriano.

a Adesdo inicial P Produgdo dos € Formacdo das 9 Expanséo e e Dispersédo
EPS microcol6nias maturacéao do biofilme

Fonte: CHATTERJEE; OTTO (2013).

O biofilme proporciona uma colonizagdo com maior estabilidade estrutural e
longevidade destes microrganismos, assim como promove uma barreira protetora
entre as bactérias e o0 ambiente. Desta forma, o biofilme atua como um importante
fator de viruléncia e sobrevivéncia desses agentes patogénicos, contribuindo de
forma significativa para a falha da terapia antimicrobiana (ABE et al., 2014,
GABRILSKA; RUMBAUGH, 2015). As bactérias nos biofilmes podem ser até 1000
vezes resistentes aos antimicrobianos. Essa resisténcia dificulta o tratamento e a
erradicacao do biofilme (HOBLEY et al., 2015).

A resisténcia dos biofilmes aos farmacos é atribuida principalmente a

dificuldade de penetracdo dos antimicrobianos nos biofilmes, exigindo muitas vezes
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altas doses de medicamento para um tratamento eficaz. Contudo, o uso de altas
doses de destes farmacos pode levar a efeitos adversos prejudiciais para a saude
do paciente (HOBLEY et al., 2015; ORDONEZ et al., 2016). Com o problema da
falha terapéutica, as infec¢cdes microbianas causadas por biofilmes bacterianos
estdo sendo consolidadas como uma das principais causas de morte em todo o
mundo (WU et al., 2015; LEE, RAMASAMY, 2016). Este problema causa impacto
negativo nos setores médico, causando hospitalizacdo, sofrimento do paciente e
reducao da qualidade de vida (CIOFU et al., 2015).

Cepas de Staphylococcus aureus, incluidos as que apresentam perfil de
resisténcia, produzem biofilmes associados a infeccbes com elevada
morbimortalidade. Nesse cenario, a busca por novos agentes antimicrobianos para o
tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias resistentes e formadoras de biofilme
se torna necessaria (DOSLER, MATARACI, 2013).

3.2 LECTINAS
3.2.1 Classificacao

Lectinas sdo proteinas que apresentam a capacidade de se ligar aos
carboidratos de forma especifica e reversivel, sem promover alteracdes na estrutura
covalente do ligante. Essas proteinas possuem um ou mais dominios ndo-cataliticos
reconhecedores de carboidratos (DIAS et al., 2015). O dominio de reconhecimento
de carboidratos interage através de ligacGes fracas, do tipo Van der Waals e
ligacbes de hidrogénio, com os carboidratos simples como 0os monossacarideos e
dissacarideos, e complexos como os polissacarideos, glicoproteinas e glicolipideos,
de modo a identificar as variacdes entre as cadeias dos aguUcares e promover o

reconhecimento entre elas para formar as ligacées (PROCOPIO et al., 2017).

hY

As lectinas podem ser classificadas quanto a origem, a estrutura e a
especificidade de ligacdo a um determinado carboidrato. Quanto a origem, as
lectinas podem ser vegetais, animais, fungicas e bacterianas (KUMAR et al., 2012).
Quanto a estrutura € possivel classificd-las em a) merolectinas, lectinas que
apesentam um uUnico dominio de ligagdo aos carboidratos e a incapacidade de
aglutinagcao celular ou de precipitagdo de glicoconjugados, b) hololectinas, estas

exibem dois dominios idénticos ou mais de dois dominios homologos para ligacao
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com os carboidratos, sendo capazes de aglutinar e/ou precipitar glicoconjugados, c)
guimerolectinas, lectinas formadas pela fuséo proteica de duas cadeias diferentes,
onde uma cadeia expfe atividade catalitica ou alguma atividade biolégica diferente
da habilidade de ligacdo aos carboidratos, e d) superlectinas, essas proteinas
possuem no minimo dois dominios de ligacdo a carboidratos néo idénticos, exibindo
a capacidade de identificar carboidratos diferentes (Figura 7) (IORDACHE et al.,
2015). As lectinas também podem ser classificadas com base no tipo de
monossacarideo ligante, podendo ser lectinas ligadoras de manose, lectinas
ligadoras de galactose/N-acetilgalactosamina, lectinas ligadoras de N-
acetilglucosamina, lectinas ligadoras de fucose e lectinas ligadoras de acido N-
acetilneuraminico (KUMAR et al., 2012).

Figura 7 — Classificacdo das lectinas quanto a estrutura.

Merolectina Hololectina

Haveina ConA

Quimerolectina Superlectina

Fonte: SILVA (2012).
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As lectinas sdo amplamente encontradas na membrana e/ou no interior de
células, podendo ser facilmente extraidas dos microrganismos, plantas e animais.
Estas moléculas participam de muitos processos bioldégicos como reconhecimento
célula-célula, interacdes da matriz extracelular, fertilizacdo gamética, crescimento
celular, sinalizacao celular, adesao e migracao celular, apoptose, imunomodulacéo,
interacdo parasito-hospedeiro, indugcdo mitogénica e homeostase (YAMANAKA et
al., 2009; GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

3.2.2 Atividades biolégicas

As lectinas estdo descritas na literatura como ferramentas de interesse
terapéutico nas diversas pesquisas, pois podem apresentar diversas atividades
biolégicas, como antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitario, anti-
inflamatadria, antitumoral, imunomoduladora e como biomarcador (SINGH; SARATHI,
2012; HASHIM et al., 2017). Elas podem inibir o crescimento de microrganismos
e/ou serem agentes bactericidas e podem ser capazes de reconhecer seletivamente
microrganismos que causam doencas, por isso, estdo sendo estudadas como
agentes antimicrobianos (SILVA et al., 2013). As lectinas podem interagir com
carboidratos, lipopolissacarideos e peptideoglicano presente na parede celular
bacteriana, aglutinando e inibindo o crescimento celular através da alteracdo da
permeabilidade celular, reducdo da absorcdo de nutriente, formacdo de poros e
extravasamento do conteldo extracelular, e/ou através da interagcdo com receptores
de membrana que promovem respostas intracelulares (MUKHERJEE et al., 2014;
PROCOPIO et al., 2017). Nesse sentido, a comunidade cientifica vem intensificando
as pesquisas que visam analisar a atividade antibacteriana de lectinas (QU et al.,
2015; PROCOPIO et al., 2017; SULCA et al., 2017).

Além de exibirem propriedade antibacteriana, elas podem apresentar
atividade antibiofiime (BOSE et al.,, 2016). Os biofilmes séo fatores de viruléncia
importantes para o0 sucesso da infeccdo bacteriana e o reconhecimento dos
carboidratos presentes na superficie celular das bactérias impede a adesdo as
células do hospedeiro e as superficies, inviabilizando a formacdo do biofilme

bacteriano (MUKHERJEE et al., 2014). Pesquisas recentes estdo enfatizando a
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capacidade dessas moléculas de impedir a formacao dos biofilmes e de erradicar os
biofilmes préformados (BOSE et al., 2016; PROCOPIO et al., 2017).

As lectinas também sado estudadas pelo seu potencial antiparasitario. Esta
propriedade deve-se ao fato dessas moléculas interagirem com os carboidratos de
alguns parasitos provocando interferéncia nos processos quimicos e biolégicos que
podem levar a morte desses microrganismos. Dentre os diversos parasitos como
Entamoeba histolytica, Plasmodium falciparum, Leishmania braziliensis, as lectinas
demonstraram a capacidade de inibir e/ou eliminar o T. cruzi (ACOSTA-SERRANO;
COLE; ENGLUND, 2000; FERNANDES et al., 2010).

Diversas lectinas também exibem atividade imunomoduladora uma vez que
essas proteinas podem interagir com moléculas presentes em células do sistema
imunolégico promovendo a transducdo de sinais para a producdo de citocinas,
espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico e outras moléculas envolvidas na defesa
do hospedeiro (SOUZA et al.,, 2013; SINGH et al.,, 2017). Alguns estudos estao
evidenciando a capacidade das lectinas de modular o sistema imunologico através
da inducdo da producdo de citocinas pertencentes aos perfis de respostas
imunoldgicas inflamatérias como Thl (IFN-y, TNF-a e IL-6) e Thl7 (IL-17A), e
também, a habilidade para estimular a producdo de IL-10, uma citocina anti-
inflamatéria com papel regulador e estimular a diferenciacéo e ativacao de linfocitos
T CD8*" e CD4* (BRITO et al., 2017; PATRIOTA et al., 2017). Assim, as lectinas séo
importantes moduladores da resposta imunolégica, pois reconhecem os carboidratos
presentes nas superficies celulares de agentes patogénicos e promovem a ativacao
da defesa imunoldgica inata e adaptativa (VAZQUEZ et al., 2014).

3.2.3 CrataBL

CrataBL é uma lectina extraida de Crataeva tapia (Capparidaceae),
conhecida popularmente como Trapia, uma arvore amplamente distribuida no Brasil,
encontrada no Nordeste do pais, em especial na Floresta Atlantica Tropical Pluvial
(PRATISSOLI et al., 2007). Esta arvore é utilizada amplamente devido a resisténcia
de sua madeira a putrefacdo, por isso ela tem sido utilizada na construcéo civil

brasileira e constru¢cdo de canoa de madeira. A casca desta planta também é



39

utilizada como alimento, combustivel, forragem e remédios na regido semiarida do
Nordeste do Brasil (ARAUJO et al., 2012).

Essa lectina pode apresentar duas isoformas distintas, possuindo diferencas
nas posi¢cdes dos aminoacidos 31 (Prolina/Leucina), 92 (Serina/Leucina), 93
(Isoleucina/Treonina), 95 (Arginina/Glicina) e 97 (Leucina/Serina) (Figura 8). CrataBL
liga-se a carboidratos especificos como a (glicose, a galactose e o0s
glicosaminoglicanos (FERREIRA et al., 2013; ZHANG et al., 2013). Esta lectina
apresenta ponto isoelétrico de 10,5, peso molecular de 21 kDa, podendo formar
dimeros com um peso molecular de 40 kDa, superficie eletrostatica com campos
positivos e fluorescéncia intrinseca devido a presenca e organizacdo dos
aminoécidos triptofano e tirosina (ARAUJO et al., 2012; DA ROCHA et al., 2013;
LIRA et al., 2018).

Figura 8 — Estrutura tridimensional de um monémero da CrataBL.

Fonte: FERREIRA et al. (2013).

As atividades bioldgicas da CrataBL foram descritas, dentre elas a atividade
anti-inflamatéria e antinociceptiva (ARAUJO et al., 2011). Esta lectina também
apresentou potencial como agente inseticida frente a Nasutitermes corniger
(ARAUJO et al., 2012) e atividade antidiabética com reducdo das complicacdes
renais e hepaticas promovidas por esta patologia (DA ROCHA et al., 2013). Em
outros estudos, a CrataBL inibiu a proliferacdo das linhagens de células tumorais de

prostata (DU145 e PC3), o mecanismo de morte foi apoptose com a liberacdo do
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citocromo ¢ mitocondrial que liga-se a APAF-1 e ativa diretamente a caspase-9 que
ativa a caspase-3 que clivam outros substratos proteicos resultando no processo
apoptotico (FERREIRA et al., 2013). CrataBL também mostrou eficacia no bloqueio

da coagulacéo e da formacéao de trombo arterial (SALU et al., 2014).

Estudos mais recentes com esta proteina mostraram sua atividade larvicida
frente a Callosobruchus maculatus (NUNES et al.,, 2015) e sua atividade na
terapéutica para doenca pulmonar obstrutiva crbnica através da reducdo das
mudangas na mecanica pulmonar, da inflamagédo e na remodelag&o extracelular do
pulmdo (OLIVA et al., 2015). Devido a essa diversidade de atividade biologica, a
CrataBL é uma molécula promissora na terapéutica. Contudo, as lectinas
apresentam caracteristicas que dificultam sua administracdo como a acdo em alvos
nao especificos, a facil degradacao pelos fluidos biol6gicos e a necessidade de uma
frequéncia em suas doses para manter a concentracdo do compostono nivel
terapéutico (CLELAND; DAUGHERTY; MRSNY, 2001, CUNHA et al., 2016). Essas
dificuldades podem ser ultrapassadas utilizando a nanotecnologia farmacéutica

através da encapsulacao de lectinas em nanocarreadores.

3.3 LIPOSSOMAS COMO SISTEMAS DE LIBERA(;AO CONTROLADA DE
ANTIMICROBIANOS

A nanotecnologia farmacéutica € uma area da ciéncia voltada para o design,
construcdo e utilizagdo de estruturas funcionais em escala nanomética e
micrométrica com foco no desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo desses
sistemas tecnoldgicos (BOISSEAU; LOUBATON, 2011). Existe uma variedade de
nanocarreadores para diferentes tipos de aplicacbes, citar dentre elas as
nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e nanocapsulas), nanoparticulas lipidicas,
micelas, lipossomas, dendrimeros, microemulsées e microparticulas. Dentre estes
citados, os lipossomas destacam-se pela ampla possibilidade de aplicacdes e pelas
vantagens apresentadas.

Lipossomas sao vesiculas formadas por uma ou mais bicamadas lipidicas que
isolam um ou varios compartimentos aquosos internos do meio externo e
apresentam a capacidade de encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas
(Figura 9) (AKBARZADEH et al., 2013). Os lipossomas apresentam diversas
vantagens, dentre elas pode-se destacar a liberacdo controlada de farmacos,
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mantendo as concentracfes plasmaticas do farmaco de forma constante dentro da
faixa terapéutica (Figura 10), a vetorizagdo dos farmacos, o aumento da
biodisponibilidade dos farmacos, a protecdo dos principios ativos da degradacéo,
aumento da penetracdo celular de farmacos, alta biocompatibilidade com as
membranas celulares, reducdo do numero de administracdes do farmaco, reducéo
dos efeitos toxicos do farmaco e consequentemente, melhor adesao do paciente a
terapéutica (BOISSEAU; LOUBATON, 2011; SRIRAMAN; TORCHILIN, 2014;
BOZZUTO; MOLINARI, 2015; JANGDE; SINGH, 2016).

Figura 9 — Representacao esquematica do lipossoma.
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Fonte: SANCHEZ-PURRA et al. (2016).

Figura 10 — Farmacocinética de formas farmacéuticas convencionais e de sistemas
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42

Os lipossomas podem ser classificados quanto ao tamanho das vesiculas e
ao numero de lamelas em Vesiculas Multilamelares Grandes (MLV), Vesiculas
Unilamelares Grandes (LUV) e Vesiculas Unilamelares Pequenas (SUV) (Figura 11)
(BOZZUTO; MOLINARI, 2015).

Quanto a composicao quimica eles podem ser convencionais, furtivos e sitio
especificos (AKBARZADEH et al., 2013) (Figura 12).

Figura 11 — Classificacdo dos lipossomas quanto ao tamanho das vesiculas e ao

numero de lamelas.
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Fonte: PATIL; JADHAV (2014).

Os lipossomas convencionais apresentam em sSua COMPOSICA0 O0S
fosfolipideos, o colesterol e um lipideo com carga negativa ou positiva com objetivo
de evitar a agregacdo das vesiculas lipossomais, garantindo a estabilidade da
dispersdo (AKBARZADEH et al.,, 2013; RAGINI, 2015). Estes lipossomas séao
facilmente reconhecidos e capturados pelo sistema fagocitico mononuclear,
resultando em uma curta permanéncia destes nanocarreadores na circulacdo apos o
contato com componentes do sangue. Devido a alta taxa de captura desses
nanocarreadores pelas células do sistema fagocitario, os lipossomas convencionais
sdo eficientes na entrega de farmacos frente a microrganismos intracelulares, em

especial os que sédo fagocitados pelos macréfagos (DARAEE et al., 2016).
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Figura 12 — Classificacdo dos lipossomas quanto a composicao quimica.
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Fonte: APOLINARIO et al. (2017).

Os lipossomas furtivos ou de longa circulacdo sdo compostos por
fosfolipideos, colesterol e componentes hidrofilicos naturais ou sintéticos, como, por
exemplo, fosfatidilinositol e polietilenoglicol (PEG). Estes lipossomas apresentam
menor afinidade pelo sistema fagocitico mononuclear, além de diminuir
estericamente a adsor¢gdo de opsoninas do plasma nas superficies de lipossomas
(TORCHILIN, 2005; AKBARZADEH et al.,, 2013). A insercdo do polimero na
superficie lipossomal permite um maior tempo de circulagdo na corrente sanguinea,
devido a diminuicdo da associacdo com as opsoninas do plasma, dificultando o
reconhecimento e captura deste lipossoma por células do sistema fagocitario
(KRAFT et al., 2016).

Os lipossomas sitio especificos sdo formados por lipideos e um ligante na
superficie que permite o direcionamento do farmaco encapsulado no sitio de acao
desejado com objetivo de aumentar a quantidade de liberagdo do farmaco no alvo e
diminuir os efeitos adversos (CONNIOT et al., 2014; NOBLE et al., 2014). Os
principais ligantes utilizados como direcionadores dos sistemas nanotecnologicos
sdo anticorpos, glicopeptideos, polissacarideos, proteinas e lectinas (NEKKANTI;
KALEPU, 2015).
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Os lipossomas podem encapsular principios ativos para diversas aplicacfes
biol6gicas (JANGDE; SINGH, 2016; KIELER-FERGUSON et al., 2017; POERIO et
al., 2017; REIS et al., 2017). Estudos recentes apontam para a encapsulacdo de
farmacos em lipossomas como uma estratégia promissora de liberacdo controlada
de agentes antimicrobianos.

Pesquisas vém mostrando a eficacia dos lipossomas na liberacdo de
moléculas com potencial antiparasitario. Em estudo pioneiro, anfotericina B
encapsulada em lipossomas (AmBisome) reduziu a toxicidade deste farmaco e
manteve sua atividade tripanocida, tornado-se uma alternativa terapéutica
(YARDLEY; CROFT, 1993). Em uma revisao sobre a aplicacdo de nanocarreadores
no tratamento da doenca de Chagas, Romero e Morilla (2010) retratatam estudos de
benzonidazol encapsulado em lipossomas convencionais com atividade tripanocida,
assim como, etanidazol encapsulados em lipossomas sensiveis ao pH também com
atividade tripanocida. Os lipossomas contendo etanodazol mostraram-se menos
toxico comparado aos lipossomas que continham benzonidazol.

Em um estudo realizado por Carvalheiro et al. (2015) foi investigado o uso de
analogos de dinitroanilina (TFL-A) encapsulados em lipossomas como alternativa
para otimizar a atividade antileishmania de TFL-A. Os resultados demonstram que a
molécula encapsulada apresentou melhor atividade, assim como teve sua
citotoxidade reduzida. Ortega, Giorgio e De Paula (2017) realizaram uma reviséo
sobre 0s avanc¢os alcancados com os sistemas de administracdo de farmacos
antileishmania contidos em lipossomas. Os resultados encontrados pelos autores
indicam que os lipossomas convencionais ou funcionalizados apresentam melhores
resultados na administracdo de farmacos utlizados para o tratamento de
leishmaniose como anfotericina B, pentamidina, paromomicina e miltefosina.

Pesquisas mostram que os lipossomas podem ser utilizados como veiculos
de entrega de antimicrobianos em bactérias sem e com perfil de resisténcia.
Umagiliyage et al. (2017) investigaram a atividade antimicrobiana de lipossomas
unilamelares contendo D-limoneno (LipoLLA) frente a Escherichia coli e Listeria
monocytogenes. Os resultados desse estudo demonstraram que a formulagéo
lipossomal foi mais eficaz que a molécula livre. Encontramos resultado similar em
outro estudo, Obonyo et al. (2012) que desenvolveram uma nova formulacéo
lipossomas encapsulando &cido linolénico lipossomal (LipoLLA) e avaliaram a
atividade antibacteriana frente a cepas resistentes de Helicobacter pylori.. Os
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autores evidenciaram a potente atividade bactericida de LipoLLA frente aos isolados
clinicos quando comparado ao composto livre.

Em estudos recentes, publicados pelo nosso grupo de pesquisa, Cavalcanti et
al. (2015) avaliaram a atividade antibacteriana de B-lapachona encapsulada em
lipossomas frente a cepas de MRSA e Ferraz-Carvalho et al. (2016) testaram a
atividade antibacteriana de &cido Usnico encapsulado em lipossomas frente a
Mycobacterium tuberculosis com perfil de resisténcia. Esses resultados confirmaram
gue os lipossomas sdo nanocarreadores eficazes para moléculas com potencial
antibacteriano.

Além da atividade antibacteriana, os pesquisadores estdo apresentando
resultados promissores com lipossomas na entrega de compostos com atividade
antibiofilme. Em estudos recentes, Cui et al. (2016) analisaram o efeito antibiofiime
do oleo de canela encapsulado em lipossomas frente a MRSA. A formulacao
lipossomal com o composto encapsulado exibiu potencial antibacteriano e
antibiofime. Pua e Tang (2017) observaram a atividade do peptideo Alpep7
encapsulado em lipossomas com foco na inibicAo da formagdo do biofilme de
Listeria monocytogenes. Os resultados demonstraram que o Alpep7 em lipossomas
apresentou potencial antibiofiime para aplicacdo na industria de alimentos. Dias-
Souza, Soares e Santos (2017) investigaram a eficacia de lipossomas contendo
cloranfenicol frente a biofilmes bacterianos de Bacillus sp., Acinetobacter
haemolyticus, Enterobacter hormaechei e Acinetobacter junii. Os autores concluiram
gue o uso de moléculas antimicrobianas encapsuladas em lipossomas é vantajoso
em relacdo as moléculas livres para impedir a formacao de biofilmes. Estes estudos
vém enfatizando que os lipossomas sdo veiculos indicados para entrega de
compostos em biofilmes.

Diante de todos os estudos, pode-se afirmar que 0s lipossomas sao sistemas
de liberacdo controlada de antimicrobianos promissores para 0 tratamento de
infeccdes (CUI et al., 2016; UMAGILIYAGE et al., 2017; ORTEGA, GIORGIO E DE
PAULA, 2017).
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4 METODOLOGIA

4.1 PURIFICACAO DA CrataBL

A purificagdo da CrataBL foi realizada de acordo com Aradjo et
al. (2012). Inicialmente, a entrecasca de Crateava tapia foi suspensa em solugéo
de NaCl 0,15 M (10% p/v) gerando o extrato bruto. O extrato bruto foi filtrado através
de gaze e centrifugado a 4000 x g por 15 min, em seguida, foi submetido ao
fracionamento proteico em duas fragcdes (0-30% e 30-60%) de sulfato de amoénio. A
fracdo de 30-60% contendo a lectina foi submetida a dialise com agua destilada,
em seguida, foi dialisada em tampao citrato 10mM pH 5,5 e aplicada em coluna de
CM-celulose equilibrada com o mesmo tampao fosfato. A lectina adsorvida foi

eluida com um tampao fosfato de equilibrio e uma solucédo de NaCl a 0,5 M.

4.2 PREPARACAO DE LIPOSSOMAS CONTENDO CrataBL

Os lipossomas contendo CrataBL (CrataBL-Lipo) foram preparados pelo
método de congelamento-descongelamento de acordo com Pick et
al. (1981). Inicialmente, os lipideos, fosfatidilcolina, colesterol e esterilamina (razéo
molar 80 mM, 7: 2: 1, respectivamente) foram solubilizados em solvente orgéanico,
cloroféormio e metanol (3: 1, v/v), sob agitacdo magnética. Os solventes foram
removidos sob pressdo durante 60 min (37 = 1 °C, 80 rpm), formando um filme
lipidico. Em seguida, o filme lipidico foi hidratado com uma solu¢cdo de CrataBL
solubilizada em tampéo fosfato pH 7,4 (1 mg/ml) e submetida a dois ciclos de
congelamento e descongelamento para a formacdo de lipossomas multilamelares.
Em seguida, os lipossomas multilamelares foram reduzidos a lipossomas
unilamelares através de extrusdes em membranas de policarbonato de 600 nm
(quatro vezes) e 200 nm (dez vezes) utilizando um sistema de seringa de extrusao

de 2 ml. Os Lipossomas sem CrataBL foram preparados para analise comparativa.

4.3 CARACTERIZACAO DE LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram caracterizados através do tamanho de particula (D),
indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta e pH como previamente descrito por
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Cunha et al. (2016). As dispersdes de lipossomas foram dimensionadas por
espectroscopia de correlagdo de fétons utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern,
Worcestershire, Reino Unido). Para andlise do tamanho de particula, trezentos
microlitros da disperséo lipossomal foram diluidos em setecentos microlitros de agua
purificada. As medicbes foram realizadas a 25 °C com um angulo fixo de 90° e os
resultados foram expressos como a média do diametro hidrodinAmico dos
lipossomas (nm). O potencial zeta dos lipossomas foi medido apos a diluicdo de
cinquenta microlitros da dispersdo de lipossomas em novecentos e cinguenta
microlitros de uma solucédo de NaCl (1 mM). A carga superficial dos lipossomas (mV)
foi avaliada utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, Reino
Unido). O pH do lipossoma foi medido com um eletrodo de vidro e um medidor de

pH digital MS Tecnopon (mPA-210P, Sao Paulo, Brasil) em temperatura ambiente.

4.4 DETERMINACAO DO TEOR E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO
DE CrataBL EM LIPOSSOMAS

Para determinar o teor de CrataBL, uma aliquota da formulagéo lipossomal
contendo CrataBL (150 pl) foi diluido em 50 pl de CHsOH, sonicada durante 10
minutos e a lectina foi mensurada por método colorimétrico de Peterson-Lowry
(PETERSON, 1997).

A eficiéncia de encapsulacéao (%EE ) de CrataBL foi determinada pela técnica
de ultrafiltracdo/ultracentrifugacado, utilizando unidades de filtracdo (Amicon Ultra
Centrifugal Filters; Millipore, Billerica, MA). Amostras de lipossomas (1000 pl) foram
inseridas nos filtros e submetidas a ultracentrifugacdo a 8.792 g por 1h. Cento e
cinquenta microlitros da amostra foi filtrada (filtrado de CrataBL) e foram
diluidos em agua deionizada. O teor de proteina foi mensurado pelo método
colorimétrico de Peterson-Lowry. Os dados de eficiéncia de encapsulacdo de
lectina s&o calculados usando a equacédo descrita abaixo e sdo apresentados como

a percentagem da lectina utilizada para preparar os lipossomas.

% EE = Total de CrataBL — filtrado de CrataBL x 100

Total de CrataBL



48

4.5 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
4.5.1 Cultura de fibroblastos e macrofagos

Fibroblastos L929 e linhagem de macrofagos J774A.1 foram cultivados em
meios RPMI- 1640 e DMEM, respectivamente, a 37 °C em atmosfera imida de 5%
de CO2. Os meios continham 10% de FBS, 100 U/ml de penicilina G e 2 mM de L-
glutamina. O meio de culturafoi removido e reposto apés 2 a 3 dias
e subcultivado quando a densidade da populacdo celular atingiu 70-80% de

confluéncia.

4.5.2 Citotoxicidade de fibroblastos

A citotoxicidade de CrataBL, CrataBL-Lipo, lipossomas sem CrataBL e BZN
em células L929 foi avaliada através do ensaio de reducdo de resazurina. As
células (0,7 x 10° células/ml) foram semeadas em uma microplaca de 96 pocos com
fundo plano por 24 h para adeséao (37 °C, 5% de COz), em seguida, 0S compostos
foram adicionados na faixa de concentracdo de 0,39 a 50 pg/ml e as placas foram
incubadas a 37 °C, 5% de CO2. Apdés 68h da incubagdo com o0s compostos,
adicionou-se 20 pl de solucdo de Alamar Blue (resazurina, 0,312 mg/ml) em cada
poco e as placas foram incubadas novamente por 4h. A leitura da absorbancia foi
realizada nos comprimentos de 570 nm e 600 nm através de leitor de microplacas
(Multiskan FC  Microplate Photometer, ThermoFisher Scientific). A concentracao
citotoxica de 50% das células (CCsp) foi calculada por analise de regressdo com o
GraphPad Prism Software (La Jolla, CA, EUA). Dois experimentos independentes

foram realizados em duplicata.

4.5.3 Citotoxicidade de macréfagos

A citotoxicidade de CrataBL, CrataBL-Lipo, lipossomas sem CrataBL e BZN
em células J774A.1 foi avaliada através do ensaio de reducdo de MTT-tetrazélio. As
células (0,7 x 10° células/ml) foram semeadas em uma microplaca de 96 pocos com
fundo plano por 24 h para adesao (37 °C, 5% de COz), em seguida, 0s compostos
foram adicionados na faixa de concentracdo de 1 a 100 pug/ml e as placas foram

incubadas a 37 °C, 5% de CO? por 72 h. Apés a incubacéo, a solugcdo de MTT
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(brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) foi adicionada a cada poco
e as placas foram novamente incubadas por 2 h. O meio de cultura e o0 MTT né&o
reduzido foram removidos e 100 yl de DMSO foram adicionados para remocao dos
cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de 570
nm através de leitor de microplacas (Multiskan FC Microplate Photometer,
ThermoFisher Scientific). A concentracdo citotoxica de 50% das células (CCso) foi
calculada por andlise de regressdao com o GraphPad Prism Software (La Jolla, CA,

EUA). Dois experimentos independentes foram realizados em duplicata.

4.6 ATIVIDADE TRIPANOCIDA DE CrataBL E CrataBL-Lipo

Tripomastigotas foram recolhidas a partir do sobrenadante de células Vero
infectadas e distribuidas em placas de 96 pocos a uma densidade final de
4x10° células por poco em meio RPMI-1640. CrataBL, CrataBL-Lipo e lipossomas
sem CrataBL foram adicionados aos po¢os em duplicata nas concentracfes de 0,19
a 100 pg/ml. O B2ZN foi utilizado como farmaco de referéncia. A placa foi incubada a
37°C, 5% de CO:2 por 24h. Apds esse periodo, aliquotas de cada poco foram
coletadas e o numero de parasitos viaveis foi contado em uma camara de Neubauer.
Os pocos que nao receberam os compostos foram considerados como 100% do
namero de parasitas viaveis. A concentracdo de inibicdo de 50% do crescimento do
parasita (ICso) foi determinada e calculada por regressao linear (GraphPad Prism,
versao 5.0) (DA SILVA et al., 2017). O experimento com lipossomas sem CrataBL foi
realizado para analisar se os constituintes dos lipossomas apresentavam atividade
tripanocida. Dois experimentos independentes foram realizados para cada condi¢céo

em dia diferente.

Apos a avaliacdo da citotoxicidade e atividade tripanocida de CrataBL e
CrataBL-Lipo, o indice de seletividade (IS) foi calculado pela raz&o entre 0 CCso € 0
ICs0 (CARDOSO et al., 2014).

4.7 AVALIACAO DO PERFIL DE MORTE DO PARASITO POR CITOMETRIA DE
FLUXO



50

Tripomastigotas (4x10° células/mL) foram ressuspensos em meio RPMI-1640
e tratados com CrataBL-Lipo ou BZN na ICso a 37 °C com 5% de CO2 por 24 h. Os
parasitos foram marcados com 7-Aminoactinomicina D (7AAD) e anexinaV
utilizando o kit de deteccdo de apoptose anexina V-FITC (Ebioscience , San Diego,
EUA). Os experimentos foram realizados usando um citdmetro de
fluxo BD FACSCalibur (San Jose, EUA), com 20.000 eventos da regido do
parasito. Os dados foram analisados utilizando FlowJo (Tree Star Inc. ©, Ashland,
EUA) e expressos como a percentagem de células em cada fenotipo da populagéo
(ndo marcado, marcado apenas com 7AAD, marcado apenas com AV ou marcado
com ambos 0s marcadores) em comparacdo com o controle (células sem
tratamento). Dois experimentos independentes, em duplicata, foram realizados (DA
SILVA et al., 2017).

4.8 ENSAIO DE IMUNOMODULACAO

A linhagem celular de macréfagos J774A.1 (1x10° células/ml) foi semeada em
placas de 96 pocos contendo meio RPMI a 37 °C, 5% de CO2 por 6 h para a
aderéncia. As células foram tratadas na ICso de CrataBL-Lipo e as placas foram
mantidas a 37 ° C, 5% de CO:2 por 24, 48 e 72h. O farmaco de referéncia utilizado foi
0 BZN na ICspe o controle ndo tratado foi denominado basal. Apos o periodo de
incubagdo, os sobrenadantes das culturas foram recolhidos e armazenados a -20 °
C para posterior utilizagdo na quantificacdo de citocinas por citometria de fluxo. As
citocinas TNF, IFN-vy, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A foram quantificadas no
sobrenadante da cultura dos macrofagos de linhagem tratados com ou sem o0s
compostos. O CBA Th1/Th2/ Th17 mouse kit (BD ™ Cytometric Bead Array CBA,
Catalog#560485, BD Bioscience, San Jose, CA) foi utilizado de acordo com as
recomendacOes do fabricante. Os limites de deteccdo de citocinas, segundo o
fabricante, sdo: IL-2 - 0,1 pg/ ml;IL-4 - 0,03pg/ ml; IL-6 - 1,4pg/ ml; IL-10 -
16,8 pg/ ml; TNF - 0,9 pg/ ml; IFN-y - 0,5 pg/ ml; IL-17A - 0,8 pg/ ml. Os dados
foram adquiridos através do citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD Bioscience) e a

analise foi feita com o software FCAP Array v3 (Soft Flow Inc).
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4.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA DE CrataBL E
CrataBL-Lipo

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada usando o método de
microdiluicdo em caldo de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2016). Inicialmente, o MHC foi adicionado em cada poc¢o das placas de
microdiluicdo. Em seguida, CrataBL e CrataBL-Lipo foram adicionados por diluicdo
seriada nas concentracdes de 0,05 a 0,72 mg/ml. As suspensdes bacterianas de
MSSA ATCC 29213, cinco isolados clinicos de MSSA, MRSA ATCC 33591, cinco
isolados clinicos de MRSA, cinco isolados clinicos de VRSA foram ajustadas na
densidade de 0,5 da escala de McFarland, em seguida, foram depositadas nos
pocos para obter uma concentracdo final de 10> UFC/pogo. Posteriormente, as
placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h e ap0s a incubacdo houve a leitura
espectrofotométrica a 620 nm (Multiskan FC, Thermo Scientific, Madrid, Espanha). A
CMI foi determinada como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
microbiano. Os experimentos com lipossomas sem CrataBL foram realizados para
analisar se os constituintes dos lipossomas apresentavam atividade antibacteriana.
Trés experimentos independentes foram realizados para cada condicdo em

diferentes dias.

4.10 ENSAIO DA INIBICAO DA FORMACAO DE BIOFILME

Inicialmente, TSB + 1% de glicose foram distribuidos em cada poc¢o das
placas de fundo plano de microdiluicdo. Em seguida, CrataBL e CrataBL-Lipo foram
adicionados nas CMI, CMI/2 e CMI/4 e, posteriormente, as bactérias foram ajustadas
(108 UFC/poco) e plaqueadas. As microplacas foram incubadas a 35 + 2 ° C por 24
h. Apds a incubacdo, os pocos foram lavados com tampéao fosfato (pH 7,4) e a
guantificacdo da producao de biofilme foi realizada pelo método de coloracdo por
cristal violeta. As placas foram secas a temperatura ambiente e as bactérias
aderidas foram fixadas com metanol a 99% durante 15 min. Apos a fixacédo, o
metanol foi removido e as placas foram incubadas para secar novamente. Em
seguida, as bactérias aderidas as placas foram coradas com cristal violeta. O
excesso de corante foi removido e adicionou-se acido acético glacial a 30% em cada

poco. Os resultados foram obtidos por espectrofotometria a 570 nm (Multiskan FC,
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Thermo Scientific, Madrid, Espanha). O controle de crescimento foi o biofilme
formado a partir de bactérias sem o tratamento. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo da formagao de biofilme (PEETERS et al., 2016). Os
experimentos com lipossomas sem CrataBL foram realizados para analisar se os
constituintes dos lipossomas apresentavam atividade de inibicdo da formacao do
biofilme. Experimentos independentes foram realizados para cada condigcdo em
diferentes dias.

4.11 ENSAIO DE INIBICAO DO PRE-FORMADO DE BIOFILME

Inicialmente, os in6culos bacterianos foram ajustados (108 UFC/pogo) em TSB
+ 1% de glicose e distribuidos em placas de microdiluicdo de fundo plano. As placas
foram incubadas a 35 + 2 °C por 48 h para formacédo de biofilme. Apos a incubacéo,
0 meio foi removido e um novo meio foi reposto. Em seguida, CrataBL e CrataBL-
Lipo foram adicionados nas CMI, CMI/2 e CMI/4. As placas foram entédo incubadas a
35 = 2 °C por 24 h. Em seguida, os pocos foram lavados com tampéao fosfato (pH
7,4) e corados utilizando o método de coloracdo por cristal violeta como descrito
anteriormente. O controle de crescimento foi o biofilme formado a partir de bactérias
sem o tratamento. Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo do
biofilme pré-formado (DAS; YANG; MA, 2014). Os experimentos com lipossomas
sem CrataBL foram realizados para analisar se 0s constituintes dos lipossomas
apresentavam atividade de erradicacdo do biofilme formado. Trés experimentos

independentes foram realizados para cada condi¢cdo em dias diferentes.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica foi realizada por meio de testes ndo paramétricos. Um
teste de regressao linear simples foi realizado para obter CCso e I1Cso. Para medir a
variabilidade entre os grupos tratados foi utilizado o teste de Wilcoxon e entre os
grupos tratado e controle foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Analises de
regressao linear e significancia foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad, California, EUA). Os dados estatisticos foram considerados significativos
com p <0,05.
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Os dados da atividade antibacteriana e antibiofiime foram analisados
estatisticamente no programa Origin 5.0 e expressos como média + desvio padrao
(DP). Para comparar as meédias de multiplos grupos, a andlise de variancia one-way
(ANOVA) foi aplicada usando o procedimento de comparag¢do multipla de Tukey. Os

dados estatisticos foram considerados significativos com p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DE LIPOSSOMAS

CrataBL-Lipo apresentou tamanho de particula de 101,9 + 1,3 nm, PDI de
0,245, potencial zeta de +33,8 + 1,3 mV e pH 7,41. A eficiéncia de encapsulacédo de
CrataBL nos lipossomas foi de 80 * 0,84%. Os lipossomas sem a CrataBL
apresentaram tamanho de particula de 119,1 + 1,3 nm, PDI de 0,173, potencial zeta
de +31,0 £ 1,8 mV e pH 7,42 (tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizacéo de lipossomas contendo CrataBL.

@ (nm) PDI Potencial Zeta pH
(mV)
CrataBL-Lipo 101,9+1,3 0,245 +33,8+1,3 7,41

Lipossomas sem CrataBL 119,21 +1,3 0,173 +31,0+1,8 7,42

@: tamanho de particula; PDI: indice de polidisperséo; CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulada em
lipossomas.

Fonte: Campos, 2018.

Estudos atuais tém proposto a encapsulacdo de moléculas ativas, como
possiveis agentes antimicrobianos, em lipossomas para aplicacdo no tratamento de
doencas infecciosas, com o0 objetivo de eliminar microrganismos, sobrepor a
resisténcia, impedir a formac&o e erradicar de biofilmes bacterianos e atuar como
imunomoduladores (CAVALCANTI et al., 2015; KHATIBI et al., 2017; ENGEL et al.,
2017).

No presente trabalho, a lectina CrataBL foi encapsulada em lipossomas com o
objetivo de obter um sistema de liberacdo controlada de farmacos para futura
aplicacao in vivo. Nanocarreadores com tamanhos de particula variando de 50 a 200
nm s&o apropriados para aplicagcdes intravenosas (PATIL; JADHAV, 2014).
Adicionalmente, a carga superficial dos lipossomas indica estabilidade quando o
potencial zeta € menor que -30 mV ou maior que +30 mV, pois as cargas presentes
na superficie impedem a agregacédo dos nanocarreadores (LU et al., 2014). Quanto

a eficiéncia de encapsulacdo de lectinas em lipossomas, estudos demonstraram
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uma eficiéncia em torno de 50% a 70% (ANDRADE et al., 2004; CUNHA et al.,
2016). Assim, estes resultados da caracterizacdo de CrataBL-Lipo indicam que a
encapsulacdo desta lectina em nanocarreadores € adequada para uma futura

aplicacao in vivo.

5.2 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A CrataBL, CrataBL-Lipo e os lipossomas sem CrataBL ndo apresentaram
citotoxicidade para a linhagem celular de fibroblastos L929 nas concentragfes
testadas (CCso >100 pg/ml), enquanto que BZN apresentou citotoxicidade (CCso =
4,322 ug/ml). Para a linhagem de macréfagos J774A.1, CrataBL e BZN
apresentaram citotoxicidade (CCso = 56,8 pg/ml e 11,62 pg/ml, respectivamente),
enquanto que CrataBL-Lipo e os lipossomas sem CrataBL nao exibiram atividade
citotoxica (CCso > 100 pg/ml) (Tabela 2).

5.3 ATIVIDADE TRIPANOCIDA DE CrataBL E CrataBL-Lipo

A CrataBL e lipossomas sem CrataBL n&o apresentaram atividade
tripanocida, diferentemente dos CrataBL-Lipo que exibiram atividade tripanocida
com ICso de 1,1 pg/ml. O BZN, farmaco de referéncia para o tratamento da doencga
de Chagas, apresentou atividade tripanocida com ICso de 10,1ug/ml. Os dados
obtidos a partir de atividade tripanocida e citotoxicidade de CrataBL-Lipo resultaram
em um indice de seletividade > 90,9 para macrofagos (J774A.1) e fibroblastos
(L929) (Tabela 2).

A doenca de Chagas acomete em torno de 7 a 8 milhGes de pessoas em todo
o mundo, especialmente na América Latina. O aspecto mais relevante desta doenca
€ sua capacidade de causar morte prematura (DA SILVA et al., 2017). As opcdes
antimicrobianas usadas na terapia desta infec¢cdo séo limitadas a dois farmacos
tripanocidas, o nifurtimox e o benznidazol. A terapia com esses farmacos apresenta
efeitos adversos graves que podem levar a interrupcdo do tratamento e a sua
ineficacia na fase cronica da doenca (VILLATA et al., 2013; DA SILVA et al., 2017).

Assim, pesquisadores estdo buscando novos compostos tripanocidas para tratar
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pacientes chagasicos a fim de minimizar este problema de saude global (URBINA,
2015).

Tabela 2 — Citotoxicidade e atividade tripanocida de CrataBL e CrataBL-Lipo.

Compostos ICs0 CCso (ug/ml) 2 IS CCso (ug/ml) P 1S
(ng/mi)

CrataBL > 100 > 100 - 56.8 -
CrataBL-Lipo 1.1 > 100 > 90.9 >100 > 90.9
Benznidazole 10.1 4.33 0.42 11.62 1.15
Lipossomas

> 100 > 100 - > 100 -

sem CrataBL

ICs0: concentracéo de inibicdo de 50% do crescimento do parasito; CCso: concentracao citotéxica de
50%; IS: indice de seletividade, razdo CCso/ICs0. CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulada em lipossomas;
2 citotoxicidade nos fibroblastos L929; ®: citotoxicidade nos macréfagos J774A.1.

Fonte: Campos, 2018.

Em nosso estudo, CrataBL ndo apresentou atividade tripanocida, enquanto
gue CrataBL-Lipo apresentou atividade tripanocida em uma concentracédo dez vezes
menor que o BZN, demonstrando que a encapsulacéo desta lectina em lipossomas
potencializou a atividade biol6gica. Algumas lectinas ndo sao endocitadas devido ao
seu tamanho, apresentando dificuldade em atingir seu alvo, de forma a impossibilitar
a sua acao antimicrobiana (IORDACHE et al., 2015), como foi observada com o
CrataBL quando foi testado isoladamente. No entanto, a encapsulacdo de CrataBL
em lipossomas é capaz de superar este problema e permitir a acdo tripanocida de
CrataBL. Portanto, nossos resultados sugerem que os lipossomas podem entregar

CrataBL em um alvo no parasita, causando sua morte.

Além disso, sugere-se que houve uma possivel interacdo eletrostatica entre
os lipossomas e o parasito, uma vez que os lipossomas desenvolvidos neste estudo
apresentam carga superficial positiva, enquanto o patdégeno Trypanosoma cruzi
apresenta carga negativa na superficie celular (SOUTO-PADRON et al., 1984). A
carga superficial positiva de lipossomas e a carga superficial negativa das células

poderia promover a interacdo dos lipossomas com as células, otimizando a
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endocitose dos nanocarreadores (BOZZUTO; MOLINARI, 2015). Portanto, CrataBL
encapsulada em lipossomas é uma possivel estratégia terapéutica no tratamento da

infeccao pelo Trypanosoma cruzi.

A biocompatibilidade com as membranas biolégicas apresentada pelos
lipossomas permite a interacdo efetiva com células e a entrega do farmaco ao alvo
desejado (AKBARZADEH et al., 2013). CrataBL-Lipo ndo apresentou efeito
citotoxico nas células dos fibroblastos L929 e macrofagos J774A.1 nas
concentracdes testadas. Esse resultado pode ser explicado devido a similaridade da
composicdo lipidica dos lipossomas e das membranas celulares (BOZZUTO;
MOLINARI, 2015).

Segundo Romanha (2010), uma molécula ou sistema classificado como
seletivo deve apresentar IS = 50. O IS permite analisar a seletividade do composto
para microrganismos, fornecendo uma indicacédo de seguranca para a administracao
de farmacos no controle de infecgbes microbianas em humanos (SANTOS et al.,
2016). Além disso, os compostos que apresentam IS dentro dos parametros
anteriormente citados, sdo apontados para a avaliagdo de atividades biologicas in
vivo em modelos experimentais (ROMANHA et al., 2010; BAGLA et al., 2014).
Assim, podemos sugerir que a CrataBL encapsulada em lipossomas apresenta um
alto grau de seletividade com IS >90,9 para o parasito, sendo um composto

promissor no tratamento da doenca de Chagas.

5.4 AVALIACAO DO PERFIL DE MORTE DO PARASITO POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Os resultados obtidos por citometria de fluxo indicaram que o CrataBL-Lipo
diminuiu a viabilidade celular do T. cruzi, sendo efetivo na indugéo da morte celular

do parasita (Figura 13).

Os parasitos tratados com CrataBL-Lipo na ICso foram aproximadamente 23
vezes mais marcados positivamente para 7AAD, aproximadamente 5 vezes mais
marcados para 7AAD e Anexina V e aproximadamente 2 vezes mais marcados para
anexina V em comparagao ao controle (Figura 13). Foi observado que 12,26% dos

parasitos tratados com CrataBL-Lipo no valor de ICso tiveram morte induzida por
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alteracdo da membrana celular. Dentre os 12,26% de células marcadas, 1,25%
sofreram apoptose inicial (Anexina V positiva), 0,80% sofreram apoptose tardia
(7AAD e anexina V positiva) e 10,55% sofreram o necrose (7AAD positivas) (Figura
13). A inducdo de apoptose tardia e necrose por CrataBL-Lipo e BZN foi

estatisticamente significante quando comparada ao controle (Tabela 3).

Figura 13 — Andlise por citometria de fluxo de tripomastigotas de T. cruzi tratados

com CrataBL-Lipo e marcados com Anexina V/7AAD.

FL3-H: 7AAD
FL3-H: 7AAD
FL3-H: 7AAD

FL1-H :: ANEXINA-FITC FL1-H - ANEXINA-FITC FL1-H :: ANEXINA-FITC

Controle Negativo BZN CrataBL-Lipo

7AAD: 7-aminoactinomicina D; ANEXINNA-FITC: anexinn V conjugado com fluoresceina

isotiocianato; BZN: benznidazol; CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulada em lipossomas.

Fonte: Campos, 2018.

CrataBL-Lipo apresentou alto potencial tripanocida, sendo necessario
entender o perfil de morte celular dos parasitos. A morte celular programada
apresenta dois mecanismos principais: apoptose e necrose, essas vias de morte
celular estao diretamente relacionadas a acao, tipo, tempo e intensidade do estimulo
(GREEN; LLAMBI, 2015). Apoptose € uma morte celular programada caracterizada
por clivagem proteolitica de caspases, encolhimento celular, fragmentacédo nuclear,
formacéao de bolhas e exposicéo a fosfatidilserina na camada externa da membrana
celular, formacédo de corpos apoptoticos ligados a membrana e perda de potencial
de membrana mitocondrial com liberagéo de citocromo para o citosol (SANDES et
al.,, 2014). A necrose € um processo de colapso celular com aumento da
vacuolizacdo citoplasmatica, despolarizacdo mitocondrial, geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs), perda da homeostase do calcio e ruptura da membrana
celular com extravasamento dos compartimentos celulares (MENNA-BARRETO et
al., 2009).
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Tabela 3 — Analise por citometria de fluxo de tripomastigotas de T. cruzi tratados

com CrataBL-Lipo e marcados com Anexina V/7AAD.

Compostos Necrose Apoptose Tardia Apoptose Inicial
Controle 0.47% 0.16% 0.83%
Benznidazol 7.16%?2 0.39% 2.66%?
CrataBL-Lipo 10.55% &P 0.8%2 1.25%32P

CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulada em lipossomas; 2. diferente estatisticamente
significativo em relacdo ao controle; P: diferente estatisticamente significativo em

relacdo ao benznidazol (p <0,05).
Fontes: Campos, 2018.

Em nosso estudo, CrataBL-Lipo eliminou as células do T. cruzi por meio de
apoptose tardia e necrose, assim como, o benznidazol. A necrose nédo é considerado
um tipo interessante de morte celular uma vez que a perda de integridade da
membrana e extravasamento de componentes intracelulares conduz a inflamacéo e
pode levar a um aumento de danos de tecidos (GREEN; LLAMBI, 2015). No entanto,
a necrose nao é o principal mecanismo de morte celular, uma vez que essa indugao
de morte ocorreu em torno de 10%. Desta forma, a investigacdo de outros

mecanismos de inducdo da morte por CrataBL-Lipo deve ser realizada.

As lectinas podem desenvolver sua acéo tripanocida através da inibicdo de
receptores para proteina quinase ativada (RACK), estresse oxidativo, interferéncia
na atividade mitocondrial, alteragdo no influxo de Ca?" mitocondrial e indugdo de
poliamina (DEBRABANTA et al., 2003). Em um estudo recente, a pCramoll 1,4
lectina induziu a morte do T. cruzi por necrose e afetou a fosforilacdo oxidativa,
causando acumulo de Ca?* mitocondrial e producdo de espécies reativas de
oxigénio (FERNANDES et al., 2010; FERNANDES et al., 2014). Em outro estudo
recente, Urtica dioica liga-se principalmente a glicoproteina de superficie da
membrana de T. brucei, induzindo a morte do parasito (CASTILLO-ACOSTA et al.,
2015). Sabe-se que os agentes ligantes de carboidratos, como as lectinas, podem
ligar-se as estruturas dos glicanos na superficie dos parasitos, impedindo a
endocitose de moléculas importante e induzindo a lise celular (CASTILLO-ACOSTA,

BALZARINI, 2017). Assim, sugere-se que CrataBL encapsulada em lipossomas tém
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efeitos sobre a membrana celular porque induziu a morte por apoptose tardia e
necrose.

5.5 ENSAIOS DE IMUNOMODULACAO

CrataBL-Lipo ndo apresentou atividade imunomoduladora para as citocinas
IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-17A, entretanto, exibiu efeito imunomodulador
estatisticamente significativo para TNF e IL-10 (Figuras 2 e 3). A reducao da sintese
de TNF e IL-10 por macréfagos apos tratamento com CrataBL-Lipo foi
estatisticamente significativa no periodo de 24h, 48h e 72h em relacéo ao tratamento
basal e BZN (p <0,05) (Figuras 14 e 15).

O sistema imunolégico combate os agentes infecciosos, contudo sua
capacidade adaptativa deve ser explorada com foco em estimular o seu potencial
para neutralizar as infec¢des. Nesse sentido, os sistemas de liberacéo controlada de
farmacos podem melhorar a entrega de moléculas com potencial para ativar e

modular o sistema imunoldgico (LOOK et al., 2010).

Figura 14 — Produgdo de TNF por macrofagos J774A.1 apos tratamento com

CrataBL encapsulada em lipossomas e benznidazol.
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CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulada em lipossomas; BZN: benznidazol; TNF: fator de necrose
tumoral; A: resultados de 24h; B: resultados de 48h; C: resultados de 72h; () Diferencas significativas

em comparacdo com os niveis basai; (°) diferencas significativas em relacdo ao tratamento com
benznidazol (p < 0,05).

Fonte: Campos, 2018.
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Figura 15 — Producdo de IL-10 por macrofagos J774A.1 apds tratamento com

CrataBL encapsulada em lipossomas e benznidazol.
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CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulada em lipossomas; BZN: benznidazol ; IL-10: interleucina dez; A:
resultados de 24h; B: resultados de 48h; C: resultados de 72h; (% Diferencas significativas em
comparagdo com o0s niveis basais; (°) diferencas significativas em relagdo ao tratamento com
benznidazol (p < 0,05).

Fonte: Campos, 2018.

CrataBL-Lipo reduziu significativamente a producdo de IL-10, uma citocina
com perfil regulatério encontrada em niveis altos na forma indeterminada da DC
(VASCONCELOS et al., 2015). Estudos pioneiros demonstraram que niveis
elevados de IL-10 sdo capazes de inibir o efeito tripanocida de macrofagos ativados
por IFN-y, enquanto niveis reduzidos de IL-10 podem diminuir a parasitemia e
mortalidade de animais com infec¢cdo chagasica (SILVA et al., 1992 REED et al.,
1994). A IL-10 regula o processo inflamatério e facilita o escape do parasita em altas
concentragbes, uma vez que inibe as citocinas pro-inflamatérias. Esse processo
favorece o desvio do perfil Th2, que resultaria na manutencdo do parasito, levando
ao desenvolvimento de lesbes de fase cronica (PISSETTI et al., 2009). Assim, a
imunomodulacdo dessa citocina € importante como forma de regular a acdo do
sistema imunoldgico na eliminagcéo do T. cruzi.

Nesse estudo também foi observada que CrataBL-Lipo reduziu a producgéo de
TNF. Sabe-se que essa citocina esta relacionada com o perfil inflamatorio e seus
altos niveis estdo associados a forma cardiaca da DC (DUTRA et al., 2014). Esta
citocina pro-inflamatoria é produzida por mondcitos, macrofagos e linfocitos e esta

associada a danos cardiacos na DC cronica. Existe uma correlagdo positiva entre o
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grau de dano cardiaco e os niveis de TNF Assim, a imunomodulacdo do TNF é
necesséaria para diminuir o dano cardiaco e minimizar ou evitar a cardiomiopatia
(VASCONCELOS et al., 2015).

Nesse sentido, CrataBL-Lipo pode imunomodular a produgéo de IL-10 e TNF
favorecendo a eliminagdo do parasito. Portanto, o efeito imunomodulador do

CrataBL-Lipo € uma abordagem inovadora no tratamento da doenca de Chagas.

5.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE CrataBL E CrataBL ENCAPSULADA EM
LIPOSSOMAS

Os resultados demonstraram que a CrataBL n&o apresentou atividade
antibacteriana frente as bactérias testadas (MIC > 0,72 mg/ml). CrataBL-Lipo
apresentou um efeito bacteriostatico frente a todas as bactérias. Os valores de CMI
de CrataBL-Lipo frente a MSSA ATCC 29213, isolados clinicos de MSSA, MRSA
ATCC 33591, isolados clinicos de MRSA e isolados clinicos de VRSA variaram entre
0,56 e 0,72 mg/ml (Tabela 4). Como esperado, os lipossomas sem CrataBL nao

exibiram atividade antibacteriana.

Tabela 4 - Atividade antibacteriana de CrataBL e CrataBL encapsulada em

lipossomas.
Bactérias CrataBL CrataBL-Lipo
CMI (mg/ml)
MSSA ATCC 29213 >0.72 0.56
Isolados clinicos de MSSA >0.72 0.56
MSSA:
MRSA ATCC 33591 >0.72 0.72
Isolados clinicos de MRSA >0.72 0.72
Isolados clinicos de VRSA >0.72 0.72

Staphylococcus aureus sensivel & meticilina; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina;
VRSA: Staphylococcus aureus resistente a vancomicina; ATCC: American Type Culture Collection;
CMI: Concentrac@o Minima Inibitoria; CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulada em lipossomas.

Fonte: Campos, 2018.
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Cepas de S. aureus, em especial MSSA, MRSA e VRSA produtores de
biofilme, sdo responsaveis por infec¢cdes graves, com forte impacto na saude publica
e na economia. Estas bactérias séo dificeis de tratar e podem causar infeccbes
nosocomiais e comunitarias com altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo (RAGHUNATHAN; DHALIWAL; MOHAN, 2015; BRAMBILLA et al., 2017).

Em nosso estudo, CrataBL ndo apresentou atividade antibacteriana, por outro
lado, o CrataBL-Lipo apresentou atividade inibindo o crescimento bacteriano. Em
estudos recentes, Procépio et al. (2017) analisaram o efeito antibacteriano do
CasuL, uma lectina extraida de folhas de Calliandra. surinamensis. Os resultados
deste estudo mostraram que CasulL, na concentracdo de 0,1 mg/ml, inibe menos de
50% do crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
saprophyticus e MRSA. Bose et al. (2016) avaliaram a atividade antibacteriana do
Litchi, lectina extraida da planta Litchi chinensis, e o0s resultados indicaram a

auséncia de atividade antibacteriana frente a Pseudomonas aeruginosa MTCC 2488.

E notavel que algumas lectinas ndo conseguem desenvolver sua atividade
antibacteriana quando ndo encapsuladas, como a CrataBL. Esse fato pode ser
explicado uma vez que estas lectinas ndo sao internalizadas devido ao seu
tamanho, e, portanto ndo sédo capazes de atingir seu alvo de acdo e promover sua
atividade antibacteriana (IORDACHE et al., 2015). Assim, em nosso estudo é
sugerido que os lipossomas podem auxiliar na internalizacdo da CrataBL, e como
consequéncia, esta lectina encontra seu alvo, interferindo na viabilidade celular
destes microrganismos (AKBARZADEH et al., 2013; FANG et al., 2016).

5.7 INIBICAO DA FORMACAO DE BIOFILME

Os resultados mostraram que CrataBL e CrataBL-Lipo inibiram a formacéo de
biofilme bacteriano em CMI, CMI/2 e CMI/4 (Figura 16). CrataBL mostrou uma
inibicdo da formacéo de biofilme de 44,3 a 65,2% frente a MSSA ATCC 29213, 42,3
a 58,3% frente a isolados clinicos de MSSA, 41,3 a 55,4% frente a MRSA ATCC
33591, 38,4 a 49,6% frente a isolados clinicos de MRSA e 38,8 a 47,6% frente a
isolados clinicos de VRSA, enquanto CrataBL-Lipo exibiu inibicdo de biofilme de
545 a 77,9%, 50,5 a 75,6%, 50,1 a 70,6%, 47,3 a 64,9% e 454 a 62,2%,
respectivamente. Como esperado, 0s lipossomas sem CrataBL n&o exibiram
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atividade antibiofilme. Os resultados estatisticos demonstraram que o tratamento
com CrataBL-Lipo foi mais efetivo e dose dependente comparado ao tratamento com
CrataBL em todas as concentragcfes testadas, bem como em todas as bactérias
analisadas.

As bactérias podem apresentar alguns fatores de viruléncia que promovem o
estabelecimento e colonizacdo, como os biofilmes. O biofilme é uma comunidade
microbiana seéssil complexa incorporada em uma matriz polissacaridica
autoproduzida. A formacgéo de biofilmes € um fator extremamente importante para a
viruléncia e sobrevivéncia das bactérias (PARSEK; SINGH, 2003; RABIN et al.,
2015). As comunidades microbianas nos biofilmes sao resistentes aos
antimicrobianos e aos fatores de estresse (HOIBY et al., 2010; HOBLEY et al.,
2015). As infecgbes por biofilmes causam problemas em diversos setores da
economia, além de causarem hospitalizacdo por tempo prolongado e redugcdo da
gualidade de vida, sendo considerado como um problema socioeconémico (CIOFU
et al., 2015). MSSA, MRSA e VRSA foram escolhidos para os testes uma vez que 0
género Staphylococcus agrupa os maiores produtores de biofilmes associados a
infeccdes com morbidade e morte (DOSLER; MATARACI, 2013).

Figura 16: Inibicdo da formacao de biofilme pelo tratamento com CrataBL e CrataBL
encapsulada em lipossomas.
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CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulado em lipossomas. CMI: concentracdo minima inibitéria; Letras
minudsculas diferentes indicam diferenca estatistica significante entre os tratamentos (p <0,05).

Fonte: Campos, 2018.

CrataBL e CrataBL-Lipo inibiram significativamente a formacéo de biofilme de
MSSA, MRSA e VRSA. Poucos estudos consideraram o potencial das lectinas na
inibicdo da formacao de biofilme bacteriano. Procopio et al. (2017) constataram que
CasuL a 0,1 mg/ml e 0,4 mg/ml foi capaz de inibir 50% da formacéo de biofilme de
S. saprophyticus e MRSA, respectivamente. CasuL em 0,8 pg/ml inibe 72%, 53% e
32% da formacéao de biofilme de S. saprophyticus, MRSA e S. aureus. Em nosso
estudo, CrataBL e CrataBL-Lipo inibiram a formacdo de biofilme em percentuais
superiores a CasuL. A atividade antibiofiime de CrataBL e CrataBL-Lipo frente as
bactérias gram positivas pode ser explicada pela interacdo de lectinas com o
peptideoglicano, impedindo a adesao das células bacterianas a superficie, inibindo a
formac&o do biofilme (AYOUBA; CHATELAIN; ROUGE, 1991; NUNES et al., 2011;
SILVA et al., 2016).

5.8 INIBICAO DO BIOFILME PRE-FORMADO

CrataBL e CrataBL-Lipo inibiram o biofilme bacteriano pré-formado na CMI,
CMI/2 e CMI/4 (Figura 17). O biofilme pré-formado de MSSA ATCC 29213 foi inibido
por CrataBL de 8,8 a 20,0%, isolados clinicos de MSSA de 7,4 a 19,6%, MRSA
ATCC 33591 de 5,7 a 19,8%, isolados clinicos de MRSA de 4,1 a 13,3% e isolados
clinicos de VRSA de 2,5 a 11,2% enquanto CrataBL-Lipo inibiu o biofilme pré-
formado de 20,0 a 72,5%, 20,0 a 69,2%, 16,8 a 48,4%, 12,7 a 48,0% e 12,1% a
45,4%, respectivamente. Os lipossomas sem CrataBL ndo apresentaram atividade
antibiofilme e o tratamento com CrataBL-Lipo novamente foi dose dependente e
apresentou resultados estatisticamente diferentes e significantes em relagcdo a
CrataBL.

A comunidade cientifica busca por novas moléculas com potencial antibiofilme
ou desenvolvimento de novas estratégias, pois ha uma dificuldade em erradicar o
biofilme por agentes antimicrobianos convencionais (KHAN; AHMAD, 2012; RYBTKE
et al., 2015). Em nosso estudo, CrataBL-Lipo apresentou atividade significativa e

dose dependente na eliminagdo do biofilme pré-formado, enquanto o CrataBL
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mostrou pouca atividade na inibicdo biofilme. Foi possivel concluir que a
encapsulacdo de lipossomas em CrataBL potencializa a atividade antibiofiime de
CrataBL, pois os lipossomas podem penetrar no biofilme e liberar a lectina causando
o desarranjo da estrutura deste biofilme (AKBARZADEH et al., 2013).

Figura 17: Inibicdo do biofilme pré-formado pelo tratamento com CrataBL e CrataBL
encapsulada em lipossomas.
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CrataBL-Lipo: CrataBL encapsulado em lipossomas. CMI: concentracdo minima inibitéria. Letras
mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica significante entre os tratamentos (p <0,05).

Fonte: Campos, 2018.

Um aspecto relevante em nosso estudo foi o uso de concentracdes
subinibitérias na avaliacdo da atividade antibiofiime. O uso de farmacos em
concentragcbes subinibitérias pode levar ao aumento da expressao de genes
relacionados a formacéo de biofiime (HATHROUBI et al., 2015; SCHILCHER et al.,
2016). Estudos atuais relataram o estimulo a producédo de biofilmes por bactérias
patogénicas devido a exposicdo aos antimicrobianos em concentracdes
subinibitérias (COBRADO et al.,, 2013; BALAJI; THENMOZHI; PANDIAN, 2013;
KULSHRESTHA; QAYYUM; KHAN, 2017). Estes relatos sdo preocupantes, pois
representam um risco para o desenvolvimento da resisténcia bacteriana (BUZON-
DURAN et al., 2017; HE et al., 2017). Portanto, mais estudos sobre a influéncia de

concentragdes subinibitorias de farmacos na producéo de biofilme bacteriano devem
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ser realizados. Assim, CrataBL-Lipo pode ser uma nova abordagem terapéutica para

as infec¢des bacterianas com a formacgao de biofilme.
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6 CONCLUSAO

e Os lipossomas contendo a CrataBL foram desenvolvidos e caracterizados
guanto ao tamanho das particulas, indice de polidisperséo, potencial zeta, pH,
e eficiéncia de encapsulagdo, sendo considerados apropriados para
aplicacdes in vitro e in vivo;

e Os lipossomas contendo a CrataBL ndo apresentaram citotoxicidade in vitro
em linhagens celulares de fibroblastos L929 e macrofagos J774A.1;

e CrataBL encapsulada em lipossomas apresentou atividade tripanocida in vitro,
sendo mais potente que o farmaco padrédo utilizado na clinica;

e CrataBL encapsulada em lipossomas apresentou alto indice de seletividade
para Trypanosoma cruzi;

e CrataBL encapsulada em lipossomas promoveu a inducdo de morte de T.
cruzi por apoptose tardia e necrose;

e CrataBL encapsulada em lipossomas apresentou atividade imunomoduladora
in vitro, reduzindo a producdo do fator de necrose tumoral (TNF) e da
Interleucina 10 (IL-10);

e CrataBL encapsulada em lipossomas apresentou atividade antibacteriana in
vitro frente a Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus
aureus resistente a vancomicina (VRSA);

e CrataBL encapsulada em lipossomas apresentou potencial antibiofilme in
vitro, mesmo em concentra¢des subinibitorias;

e CrataBL encapsulada em lipossomas € uma opc¢ao terapéutica promissora
para infec¢cdes causadas por Trypanosoma cruzi, MSSA, MRSA e VRSA

produtoras de biofilme, bem como apresenta potencial imunomodulador.
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