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RESUMO

Nanossistemas representam atualmente grande avanco para o tratamento de diversas
doencas. Modificacdes de novos e antigos farmacos vem sendo foco nas pesquisas,
sobretudo para superar a resisténcia atrelada a alguns deles. Além disto,
nanossistemas podem melhorar a eficacia e seguranca, bem como aumentar o tempo
de circulacéo de algum farmaco e/ou torna-lo sitio-especifico. Com isso neste trabalho
produzimos um nanossistema partir do polimero PIBCA, contendo rifampicina,
antibiotico utilizado no tratamento de microbactérias e revestido com fucana,
polissacarideo sulfatado, com propriedades distintas como a nao ativacéo do sistema
complemento e afinidade por receptores de macrofagos. Assim, 0s nanossistemas
foram caracterizados a partir de tamanho médio, carga de superficie, indicie de
polidispersdo (PDI), morfologia, estabilidade, bem como taxa de encapsulagéo.
Analisamos ainda a atividade bacteriana do sistema contra cepa de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) sensivel e resistente. A Mtb é uma micobactéria causadora da
tuberculose, uma doenca antiga ainda considerada problema grave de saude publica
mundial, principalmente pela sua capacidade de resistir aos antibidticos usados em
seu tratamento, como a rifampicina. A atividade bacteriana foi analisada pela taxa de
concentracdo minima (MIC), indicie de concentracéo fracionada (FIC) e cinética de
morte. Afim de avaliar a acao citotdxica, o nanosistema foi testado em linhagem celular
J774A.1, células de macréfagos de murinos. Desta forma, obtivemos um
nanossistema com tamanho variando entre 400nm e 480nm, carga de supercie
negativa (-47,9), PDI de £ 0,6 mV, de morfologia arredondada, estavel em temperatura
de 4°C por até 32 dias e taxa de encapsulacdo variando entra 40 e 50%. O
nanossistema apresentou concentracdo inibitéria minima (CIM) de 0,412ug/ml e
1,238ug/ml contra cepas sensivel e multirresistente melhor atividade que Rifampicina
livre. A viabilidade celular foi mantida entre 80% e 96%. Quando combinado com
alguns dos farmacos utilizados no tratamento da doenca (Rifampicina, Etambutol,
Amicacina e Levofloxacino) a Concentragdo Inibitoria Fracionada se mostrou
indiferente (FIC = 0,5 a 4) contra M. tuberculosis sensivel e resistente. Atraves destes
achados demostramos o potencial das nanoparticulas revestidas com fucana e que
este sistema pode ser um candidato a otimizagdo e continuacdo de ensaios pre-
clinicos como proposta a um agente anti-tiberculose.

Palavras-chave: Tuberculose; Tratamento; Nanotecnologia; Agente Antituberculose;

Nanoparticula.



ABSTRACT

Nanosystems currently represent a great advance for the treatment of several
diseases. Modifications of new and old drugs have been the focus of research,
especially to overcome the resistance linked to some of them. In addition,
nanosystems can improve efficacy and safety, as well as increase the circulation time
of a drug and/or make it site-specific. In this work, we produced a nanosystem from
the PIBCA polymer, containing rifampicin, an antibiotic used in the treatment of
microbacteria and coated with fucan, a sulfated polysaccharide, with distinct properties
such as non-activation of the complement system and affinity for macrophage
receptors. Thus, the nanosystems were characterized based on average size, surface
charge, polydispersity index (PDI), morphology, stability, as well as encapsulation rate.
We also analyzed the bacterial activity of the system against sensitive and resistant
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) strains. Mtb is a mycobacterium that causes
tuberculosis, an ancient disease still considered a serious public health problem
worldwide, mainly due to its ability to resist the antibiotics used in its treatment, such
as rifampicin. Bacterial activity was analyzed by the minimum concentration rate (MIC),
fractional concentration index (FIC) and death kinetics. In order to evaluate the
cytotoxic action, the nanosystem was tested in J774A.1 cell line, murine macrophage
cells. In this way, we obtained a nanosystem with a size varying between 400nm and
480nm, negative surface charge (-47.9), PDI of £ 0.6 mV, with a rounded morphology,
stable at a temperature of 4°C for up to 32 days and an encapsulation rate varying
between 40 and 50%. The nanosystem showed a minimum inhibitory concentration
(MIC) of 0.412pg/ml and 1.238ug/ml against sensitive and multidrug-resistant strains,
better activity than free Rifampicin. Cell viability was maintained between 80% and
96%. When combined with some of the drugs used in the treatment of the disease
(Rifampicin, Ethambutol, Amikacin and Levofloxacin) the Fractional Inhibitory
Concentration proved to be indifferent (FIC = 0.5 to 4) against sensitive and resistant
M. tuberculosis. Through these findings we demonstrate the potential of fucan-coated
nanoparticles and that this system can be a candidate for optimization and continuation
of pre-clinical trials as a proposed anti-tuberculosis agent.

Keywords: Tuberculosis; Treatment; Nanotechnology; Antituberculosis Agent;
Nanopatrticle.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa causada pelo Mycobactereium
tuberculosis (Mtb), considerada problema grave de saude publica mundial. No ano de
2020 foram registrados cerca de 9,9 milhdes de novos casos, dentre os quais 1,5
milhdes foram a oObito. Mesmo sendo totalmente tratavel é crescente os numeros de
casos resistentes. No Brasil, em 2020, foram notificados 1.171 casos de tuberculose
resistente. (Brasil, 2021)

A resisténcia a doenca esta interligada a diversos fatores como, tempo de
tratamento, variando de 6 a 24 meses, efeitos colaterais causados pela medicacéo,
ndo adesdo correta do paciente ao esquema determinado, além da capacidade
mutavel e adaptavel do Mtb. Variar a permeabilidade da membrana para impedir a
entrada de algum antimicrobiano, produzir enzimas capazes de degradar ou modificar
os farmacos, bombas de efluxo que expulsam medicacdo, bem como causar
mutacBes genéticas espontaneas no alvo ou em algum gene de ativacdo dos
antimicrobianos, sédo alguns caminhos usados pelo M. tuberculosis para resistir ao
tratamento. (Dheda et al., 2017; Rabahi, 2017; Schito; Hanna; Zumla, 2017)

Desta forma, é urgente a necessidade de pesquisas e desenvolvimento de
alternativas eficazes contra o Mtb, sobretudo aquelas que utilizem farmacos com baixa
toxicidade, com capacidade de encurtar o tratamento, e com maior taxa de cura, para
serem utilizadas como estratégia no controle dessa endemia (WHO, 2004).
Atualmente as pesquisas neste sentido estdo focadas em varios caminhos distintos.
Um deles é a utilizacdo de novas tecnologias como formas farmacéuticas de liberacéo
controlada de farmacos do tipo nanoparticulas (Huh e Kwon, 2011, Dube et al, 2012).

Os nanosistemas do tipo sitio-especificos caracterizam-se por serem
revestidos com um polissacarideo sulfatado como a fucana (Lira, et al., 2011) portador
de importantes propriedades bioldgicas, principalmente a capacidade de se ligar a
receptores encontrados nos macréfagos do tipo Scavenger Receptor (SRA) (Kim et
al, 2003). Tendo em vista que o Mtb se reproduz em macrofagos. Aléem de sua
capacidade de nado ativar o sistema complemento (Zvyagintseva et al, 2003),
diminuindo, portanto, o reconhecimento dos sistemas revestidos com este material e

proporcionando um maior tempo de circulagéo.
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Assim, elaboramos a hipotese de que os nanosistemas sitio-especificos podem
ser capazes otimizar os resultados previamente obtidos com sistemas convencionais.
Neste sentido, avaliamos a acdo dos nanossistemas sitio-especificos revestidos com
fucana, contendo farmacos antimicobactericidas frente ao Mtb como alternativa eficaz

no tratamento da doenca.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 EPIDEMIOLOGIA

A tuberculose (TB) apesar de ser uma doenca antiga com casos historicos
registrados a mais de 5.000 anos continua sendo um problema grave de saude publica
mundial. Em 2020 a organizacdo mundial de Saude (OMS) chegou a registar cerca
de 9,9 milhdes de novos casos da doencga, destes 1,5 milh8es foram a ébito. (Maciel
et al., 2012; WHO, 2021)

O Brasil faz parte do panorama de 30 paises com maior carga de TB no mundo,
considerado pela OMS prioritario para o controle da doenca. No ano de 2020 o pais
chegou a notificar cerca de 66.819 novos casos e em 2019 em torno de 4,5 mil 6bitos
foram ocasionados pela doenca. Desde 2010 o coeficiente de mortalidade tem variado
entre 2,3 a 2,2 6bitos por 100 mil habitantes. (Brasil, 2021)

Obitos por 100 mil hab.
1 08-15
11,6-20
B 2,1-41

A

0 500 1000km
)

Figura 1 Coeficiente de mortalidade por tuberculose no Brasil, por 100 mil habitantes
de 2009 a 2019 (Brasil, 2021)

Na Figura 1 Pernambuco faz parte das Unidades Federativas com maiores

coeficientes de mortalidade do Brasil, junto a Amazonas, Rio de Janeiro, Rio Grande
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do Sul, Para, Maranhéo, Rio Grande do Norte, Roraima, Ceara, Acre, Alagoas, Bahia
e Espirito Santo. Além disto Sado Paulo e Pernambuco juntos detém 50% do total de

notificacdes de morte no pais. (Brasil, 2021)

2.2 AGENTE ETIOLOGICO E FISIOPATOLOGIA

O Mycobacterium tuberculosis (Mtb) foi isolado a primeira vez no ano de 1882,
pelo médico Robert Koch, por isso também é conhecido por bacilo de Koch. O Mtb é
uma microbactéria pertencente ao grupo de microbactérias patogénicas conhecidas
pela sua especa parede celular, composta por &cidos micolicos resistentes a
coloracdo comum utilizadas para outras espécimes de bactérias, classificando as

micobactérias como alcool-acido resistentes. (Koch, 1891; Lee et al., 2010)

O Mtb é um bacilo fino aerdbio estrito, de crescimento lento, com taxa de divisdo
celular entre 20 e 24 horas. A transmissao ocorre atraves da tosse, fala ou espirro de
um individuo baculifero, com sitio de infecg&o principal pulmonar. E caracteristico da
doenca a formacgao de granulomas no pulméao. Entretanto, o Mtb pode atingir as vias
linfaticas ou hematogénica, se alojar em outros 6rgdos e causar a tuberculose
extrapulmonar. (Dangerfield et al., 2010; Shleeva et al., 2011; Orgeur and Brosch,
2018)

Apesar de ser um microrganismo intracelular facultativo, o ciclo de reproducéo
e infecdo do bacilo acontece em fagocitos do hospedeiro e no granuloma. Apés o
contato e inalacdo, o Mtb é fagocitado por macréfagos presentes nos alvéolos
pulmonares, 0 que gera uma resposta inflamatoria. Além disto quando estes
macrofagos infectados chegam aos pulmdes eles invadem o tecido, ampliando assim
a resposta pro-inflamatéria. A partir dai o sistema imunologico pode conter a
proliferacdo da doenca, tornando a infeccdo latente, ou o bacilo pode driblar este
sistema e evoluir para forma ativa da doenca. (Ehrt et al, 2018; Huang et al, 2019; Sai

and Rengarajan, 2019)

O M. tuberculosis consegue ainda expressar resisténcia a diversos antibioticos.
Mecanismos comuns a bactéria, como o acido micolico presente na membrana do
bacilo ou até mesmo bombas de efluxo de drogas, sdo algumas maneiras que o
microrganismo encontrou de resistir aos farmacos. Contudo, a resisténcia aos
antibioticos e antimicrobianos que compde a terapia medicamentosa sédo derivadas

também, de mutacdes espontédneas nos genes que codificam o alvo de acéo
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farmacoldgico, ou até mesmo enzimas envolvidas na ativacao de alguma pro-droga.
A TB demonstra resisténcia a diversos farmacos simultaneamente a mais de uma
droga ou a todos os medicamentos. (Spies, 2011; Gangadharam; Jenkins, 2012;
Kieser and Rubin, 2014)

2.3 TRATAMENTO E PRINCIPAIS DROGAS DO ESQUEMA DE TERAPEUTICO

O tratamento tradicional da tuberculose € composto por quatro drogas,
isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol, administradas por via oral num
periodo de seis meses a um ano. O objetivo é a cura do paciente, bem como prevenir
a propagacédo da doenca e evitar o surgimento da tuberculose resistente. Para isso, €
necessario um diagndstico precoce, triagem de resisténcia a farmacos e tratamento
assistindo, para garantir que a terapia medicamentosa sera seguida corretamente.
Tendo em vista que além de longo, o tratamento é oneroso. Os antimicobacterianos
apresentam diversos efeitos adversos (Tabela 1) como hepatotoxicidade, neuropatias,
toxicidade ocular, etc., dificultado assim a ndo aderéncia do paciente ao esquema
proposto. (Zumla; Nahid; Cole, 2013; Kaur et al., 2014)

Tabela 1 Farmacos de primeira linha e seus efeitos colaterais

Farmacos Efeitos colaterais
Isoniazida (INH) Hepatotoxicidade e neuropatias
Rifampicina (RIF) Hepatotoxicidade
Pirazinamida (PZA) Hepatotoxicidade
Etambutol (EMB) Hepatoxicidade e toxicidade ocular

Fonte: KAUR et al., 2014

A isoniazida € um antimicrobiano com capacidade bactericida, formado por
um anel de pirimidina e um grupo hidrazida analogo a nicotinamida. A INH penetra na
célula do hospedeiro e difunde-se através da membrana do Mtb. Trata-se de uma pro-
droga, ou seja, necessita de ativacao, realizada através da agcéo oxidativa da catalase-

peroxidase da enzima KatG. (Kolyva e Karakousis, 2012)

Ha relatos de que a isoniazida também é capaz de inibir diversas vias

celulares. O seu mecanismo de acéo é bastante complexo, entretanto, sabe-se que a
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INH tem capacidade de inibir a sintese de acidos nucléicos, fosfolipidios e o
metabolismo do dinucledtido de nicotinamida e adenina (NAD). O caminho primario
responsavel pela atividade da droga é a sintese de acido micdlico, em sequéncia o
farmaco liga-se covalentemente ao anel de nicotiamida da cadeia de NAD, ligando-se
a redutase InhA e formando a coenzima NADH capaz de dissociar InhA. (Dessen, et
al. 1995; Rozwarski, et al. 1998)

A rifampicina (RIF) é um antibiético de amplo espectro mais utilizado para
o tratamento da TB. Demonstra atividade bactericida rapida, junto a isoniazida sao os
agentes esterilizantes mais potentes disponiveis contra o bacilo. Estruturalmente a
RIF contém nucleo aromético ligado em ambos os lados por uma ponte alifatica. O
mecanismo de acdo é descrito pela capacidade da rifampicina em ligar-se a
subunidades B da RNA polimerase codificada pelo gene rpoB, com capacidade de

inibir a etapa de transcricdo da microbactéria (Rossetti, et al. 2002).

A RIF foi descoberta no ano de 1957 a partir a bactéria Amycolatopsis
mediterranei. e tem capacidade de eliminar bacilos persistentes ao longo da terapia,
além de reduzir o tempo de tratamento que antes chegava a 18 para 9 meses. A droga
dispbe ainda de perfil lipofilico, o que facilita a entrada do antibidtico através da
membrana plasmatica do Mtb auxiliando a difusdo do farmaco (Grosset, et al. 1998).

7

A pirazinamida (PRZ) assim como a isoniazida € um pro-farmaco
convertido para forma ativa pela enzima pirazinamidase (PZase), codificada pelo gene
pncA produzida pelo Mtbh. Trata-se de um analogo estrutural da nicotinamida capaz
de interromper a producao de energia da membrana bacteriana, inibindo a sintese de
acidos graxos, impedindo assim o transporte realizado através membrana plasmatica.
A PRZ foi introduzida ao esquema terapéutico da tuberculose em 1980 e contribuiu
para diminuicdo no tempo de tratamento, de 9 para 6 meses gracas a sua capacidade
de inibir bacilos semi-dormentes que resistem a ambientes acidos (Silva e Palomino,
2011).

A pro-droga PRZ denota influéncia em bacilos semi-dormentes gracas a
elevada atividade demonstrada pelo antibiético em ambientes acidos com PH de 5,5.
Meios &cidos séo caracteristicos de foco inflamatoérios gerados no pulmao durante os
estagios inicias de infeccdo pelo Mtb. Contudo, a atividade esterilizante do
medicamento se restringe aos primeiros meses de terapia. (Rossetti et al. 2002)
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A pirazinamida entra na bactéria por difusdo passiva através do sistema de
transporte de membrana, o acumulo intracelular da droga € possivel gracas a um
sistema ineficiente de efluxo exclusivo do MThb, o que torna o farmaco especifico
apresentando pouca ou nenhuma atividade frente a outras micobacterias (Kolyva e
Karakousis, 2012).

O etambutol (EMB) € um agente anti-tuberculose que junto com a
iIsoniazida, rifampicina e pirazinamida constitui o esquema de tratamento de seis
meses utilizado no combate ao Mtb. Quimicamente nomeado de destro-
etileniodiiamido-di-1-butanol-dihidroclorido atua diretamente na sintese de arabinose.
Dispondo de alvo principal o gene embB e é capaz de impedir a incorporacéo do acido
micélico comum a membrana da micobacteria (Vasava, et al. 2017).

O mecanismo de acdo exato do EMB ainda € pouco elucidado, entretanto,
sabe-se que a via primaria da droga € a biossintese de arabinogalactano afetada
através da inibicdo da polimerizacao da parede celular. Ha relatos ainda que o EMB
seria capaz de inibir outras vias celulares como o0 metabolismo do RNA, transferéncia
de &cido micdlico, biossintese da espermidina, bem como, a sintese de fosfolipidios

(Kolyva e Karakousis, 2012).

Apesar do tratamento ser eficaz, é crescente o surgimento de cepas
resistentes. Desta forma, o tratamento € dividido em duas linhas (Tabela 2), dependo
do tipo de cepa atribuida ao paciente. O esquema terapéutico de primeira linha é a
forma tradicional de tratar a tuberculose sensivel e o de segunda linha, utilizado contra
estipes resistentes. As drogas de segunda linha sdo administradas algumas por via

oral e outras por injetaveis num periodo de até 24 meses. (WHO, 2016)

Tabela 2 Antimicrobianos de primeira e segunda linha e doses recomendadas

Linha de . Dose diéria e variacéo
Farmaco
tratamento (mg/Kg peso corporal)
Isoniazida 5(4-6)
Rifampicina 10 (8 - 12)

Primeira linha
Pirazinamida 25 (20 - 30)

Etambutol 15 (15 - 20)
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Injetavel:

Estreptomicina, canamicina, 15 (12 - 18)
amicacina, capreomicina.

Fluoroquinolonas: _
. . 750 - 1000 mg/dia
Ofloxacina, levofloxacina.

Bacteriostaticos oral:

Segunda linha 500 mg/dia (peso
corporal < 50 Kg); 750

mg/dia (> 50 Kg) ou
1000 mg/dia (> 70 Kg)

Etionamida, protionamida

Mesma dose da

Cicloserina . )
etionamida

8 g/dia (peso corporal <
Acido para-aminossalicilico 70 Kg); 8 - 12 g/dia (>70
kg)

Fonte: WHO, 2016

A cura é alcancada quando ha o uso adequando e combinado destes farmacos,
afim de eliminar os bacilos ativos e persistentes. Desta forma o regime terapéutico é
dividido em duas fazes. Na fase inicial ou intensiva, os antimicobacterianos terdo a
funcdo de reduzir rapidamente a carga micobacteriana e melhorar os sintomas. Ja a
fase de manutenc&o ou continuagao, vai eliminar os bacilos persistentes e evitar a
recidiva da doenca. A ndo aderéncia adequada, junto a capacidade mutavel e
adaptavel do Mtb resultam no surgimento de cepas resistentes e as vezes até na

morte do paciente. (Grange; Zumla, 2008; Duarte et al., 2010)

2.4 TUBERCULOSE RESISTENTE

A forma resistente de tuberculose que mais cresceu nos ultimos anos foi a
multidroga resistente (TB-MDR). No ano de 2016 foram registrados 490.000 novos
casos de TB-MDR, dos quais, 110.000 tratam-se de pessoas que evoluiram do quadro
rifampicina resistente (TB-RR). Estima-se que 6,2% do total de acometidos por
multidroga resisténcia desenvolveram a tuberculose extensivamente resistente (TB-
XDR), a forma mais dificil de tratar de TB. no Brasil em 2020 foram registrados 1.171

novos casos de tuberculose resistente. (WHO, 2018; Brasil, 2021).
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A tuberculose droga resistente € atribuida a pacientes resistentes a pelo menos
um farmaco do esquema terapéutico, sendo a Isoniazida e a Rifampicina os mais
comuns. A multidroga resistente é caracterizada pela resisténcia simultanea a
Rifampicina e Isoniazida. A MDR-TB é tratada pelo esquema de segunda linha, ainda
assim os registros de falha no tratamento sdo preocupantes, no Brasil em 2018
apenas 51,1% dos pacientes portadores desta forma de tuberculose alcancaram a

cura. (Farhat et al, 2017; Brasil 2021)

7z

A XDR-TB é reconhecida por ser uma evolugdo da MDR-TB. Além da
resisténcia simultdnea a Rifampicina e Isoniazida o bacilo sera resistente a pelo
menos uma Fluoroquinolona ou um dos injetaveis, sendo considerada uma falha
terapéutica ao esquema de segunda linha. O tratamento para esta variante ndo é pré
estabelecido e muitas vezes farmacos em fase testes séo utilizados. (Zaw et al, 2017;
Reta et al, 2021)

O portador de uma dessas variagdes da doenca precisa ser monitorado pela
unidade de saude responsavel, afim de reduzir a complacéncia do paciente. Os efeitos
adversos causados pelo esquema de segunda linha sdo ainda mais colaterais que 0s
de primeira linha, além de necessitarem de tempo mais extenso, dificultando ainda

mais a aderéncia adequada a terapia. (Xu et al, 2021)

Tendo em vista dificuldade em combater a TB, e o0 crescente surgimento de
cepas resistente, pesquisas vém sendo desenvolvidas seja através de novos
farmacos, seja por novas formas de tecnologias farmacéuticas. buscar formas de
melhorar a acdo de novas e antigas moléculas, revolucionando a nanomedicina
através dos sistemas nanoparticulados com propriedades Unicas sdo o0 que a

nanotecnologia farmacéutica traz de melhor.
2.5 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia tem proporcionado o desenvolvimento de novos sistemas de
liberacdo controlada com habilidade de transportar uma variedade de farmacos para
um alvo especifico no organismo, incluindo o trato respiratorio. Estudos relatam
significativos progressos farmacologicas desde melhoramento na biodisponibilidade
da droga, reducéo de efeitos colaterais e até mesmo a possibilidade de encurtar o
tratamento de algumas doencas. Pesquisas neste sentido estdo focadas em varios

caminhos distintos utilizando diversas tecnologias tais como lipossomas, polimeros,
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micelas, nanotubos de carbono, pontos quanticos, nanoparticulas metalicas entre
outros. (Marcela A., et al. 2015; Kalambate et al. 2016; Yuan et al. 2018)

Nanoparticulas do tipo polimérica possuem ampla aplicacdo na nanomedicina.
Dependendo da morfologia podem ser nanocapsulas ou nanoesferas, entretanto
ambas apresentaram escala nanometrica. Nanocapsulas possuem um nucleo oleoso,
onde o farmaco sera dissolvido e envolvido por uma capsula polimérica. Ja em
nanoesferas ha uma rede polimérica continua onde o farmaco sera retido no interior
ou adsorvido na superficie do polimero. (Solto et al., 2020; Sabliov et al., 2021) Estes
sistemas se destacam pelo seu uso como potencial carreador, para liberacdo
controlada, além de proteger o farmaco contra o0 meio ambiente, bem como conseguir
melhorar a biodisponibilidade e o indicie terapéutico. Tornando assim nanoparticulas
do tipo poliméricas, promissoras para o melhoramento de novas e antigas drogas. (Al-
Japairai et al., 2020)

Possuindo forma, tamanho, mobilidade e carga de superficie ideais,
nanoparticulas do poliméricas vém sendo propostas contra doencas respiratorias,
incluido a tuberculose. Alguns polimeros ja foram utilizados em estudos com objetivo
de melhorar o tratamento da tuberculose, provando que estes nanosistemas
aumentaram o tempo de meia vida e reduziam o intervalo médio de resisténcias de
algum antimicrobiano (Garbuzenko et. al, 2014; Luo et. al, 2021; Mitchel et. al, 2021)

2.6 FUCANA

A fucana é um polissacarideo sulfatado presente em algas marinhas. E
bastante estudado devido as suas diversas propriedades seja para microbiomas,
cosmeéticos, uso clinico na oncologia e até mesmo para o melhoramento e
direcionamento de algum farmaco. Ha diversos espécimes de fucana, entretanto as
que mais se destacam s&o as Fucus vesiculosus; Laminaria japonica e Undaria
pinnatifida, principalmente no uso clinico. A Fucus vesiculosus é encontrada
facilmente em algas marinhas marrons do bioma do Brasil. (Fitton et al, 2019; Khan et

al, 2019)

A Fucus vesiculosus ja € bem descrita na literatura e sua estrutura quimica bem
elucidada, sendo composta por L-fucose e grupos sulfatados, que conferem carga

negativa a esta molécula. Os monossacarideos como manose, galactose, glicose,
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xilose, assim como acidos glucurénicos também fazem parte da estrutura, porém em

menor quantidade. (Li et al., 2008)

A fucana se destaca quanto ao uso clinico devido as suas diversas
propriedades biolégicas como anticoagulante, antiflamatéria, antitrobotica,
gastroprotetora, entre outras. Duas propriedades sédo essenciais quando associada a
proposta de melhoramento de algum farmaco, principalmente para doencas como a
tuberculose. A ndo ativagao do sistema complemento e a afinidade por se ligar a
scavenger receptors (SR), de classe A tipos | e Il presentes na superficie de
macrofagos, sdo esséncias para melhorar o tempo de meia vida e direcionar algum
antimicobacteriano a um alvo especifico. (Kim; Ordija; Freeman, 2003; Karpiniec et al,
2019)

Na literatura encontramos alguns estudos que utilizaram a fucana junto a outras
drogas contra o Mtb. Atrelados a novas e antigas drogas resultados promissores foram
descritos quanto ao uso da fucana. Direcionamento de novas drogas, melhoramento
de antigas drogas e vias alternativas de administracdo, antimicrobianos ja utilizados
no tratamento da doenga, como a inalatdria foram relatados nestes estudos. (Lira et
al, 2009; Grenha et al, 2018; Salviano et al, 2021).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e analisar o potencial in vitro de nanoparticulas revestidas
com fucana contendo a rifampicina, contra cepa de Mycobacterium tuberculosis
sensivel e droga resistente como estratégia para o melhoramento do tratamento da

doenca.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as nanoparticulas obtidas por medidas do tamanho médio, carga
de superficie, indice de polidispersao, taxa de encapsulacdo e aspectos macro
e microscopicos;

e Determinar o potencial antimicobacteriano in vitro das nanoparticulas frente a
cepa sensivel H37Rv Mycobacterium tuberculosis e isolados clinicos resistente
e multidroga resistente.

e Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas obtidos em culturas de macréfagos
J774.
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e Determinar a interacdo farmacoldgica in vitro entre as nanoparticulas e os

antimicrobianos utilizados no esquema terapéutico usual.
4. MATERAIS E METODOS

A fucana com peso molecular de 30 kDa g. mol-1, foi sintetizado no setor de
Bioquimica do Laboratério de Imunopatologia Keizo-Asami (LIKA), pelo grupo
Nanotecnologia, Biotecnologia e Cultura de Células (NanoBioCel). O
Isobutylcyanoacrylate (IBCA) foi gentiimente fornecido também pelo grupo
NanoBioCel. A rifampicina (RIFA) foi comprada da SIGMA-USA e todos 0s outros

reagentes quimicos utilizados sao de qualidade e para uso em pesquisa.
4.1 PREPARAQAO DE NANOPARTICULAS CARREGADAS DE RIFAMPICINA

As nanoparticulas foram preparadas pelo método de emulsificacdo e polimerizacéo
anibnica de acordo com estudos anteriores descritos por Lira et al., 2011.
Resumidamente, a solucdo de fucana foi preparada dissolvida 0,050 g de fucana em
5 mL de agua sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 10 minutos, o pH da
solugdo foi ajustada para 2,5 com uma solu¢cdo de HCI 0,1M. Depois disso, 0
mondmero IBCA foi adicionado (0,05 mL) sob forte agitacdo magnética e a reacao de
polimerizacao foi iniciada. A mistura foi mantida a temperatura ambiente sob a mesma
condicdo por 3 horas. Depois disso, suspensdo de nanoparticulas foi adicionada em
saco de dialise (membrana espectro por com xur fora 100.000 g/mol MWCO,
Biovalley, Marne la Vallée-France) com agua como meio externo por 18 horas, neste
tempo o meio externa foi trocado por quatro vezes. As nanoparticulas carregadas de
RIFA foram preparadas pela adicdo de 0,100 mL da solucdo da droga em etanol (194
pg/mL) apds 5 minutos de polimerizacao do IBCA. Apds as dialises, a suspensao das

nanoparticulas foi mantida a 4 °C até sua aplicacao.

A estabilidade de cada formulagcéo (variagbes de tamanho e carga) foi avaliada ao

longo de 30 dias ap6s armazenamento na geladeira (4 °C).

4.2 CARACTERIZACAO DA NANOPARTICULAS - DETERMINACAO DO
DIAMETRO, CARGA DE SUPERFICIE E MORFOLOGIA

O diametro hidrodindmico das nanoparticucas (Z-Ave), o indice de polidispersidade
(PDI) e a carga de superficie (potencial zeta) foram analisados utilizando dispersao
dindmica de luz (Dynamic Light Scattering - DLS). As dispersées de nanoparticulas

foram diluidas com agua deionizada (1:20- v/v) e medidas em ZetaSizer SZ90
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(Malven, EUA), utilizando um cubeta de poliestireno (1cm2) em um angulo fixo de 90
graus. A morfologia de cada formulacdo foi examinada usando um microscopio
eletrénico de varredura (MEV, Modelo JSM-5600LV/ Marca Loel ) do Instituto Aggeu
Magalhdes FIOCRUZ/PE; para esta analise, amostras de nanoparticulas foram
adicionadas em uma fita dupla face de carbono, colocadas em um stub e mantidas a
temperatura ambiente para secagem; apos 24h foram metalizadas (Modelo DESK

[I/Denton Vacuum) e observada no MEV.

Para determinar se secagem por liofilizacéo altera a forma das nanoparticulas, 1 mL
de cada preparacao foi adicionado em um tubo de vidro, congelado em freezer -120°C
overnight e apds congelamento levadas ao liofilizador por 48h; ap0s secagem as
amostras foram adicionadas em uma fita de carbono de dupla face e analisadas no

MEV, como descrito acima.
4.3 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DA RIFAMPICINA

A quantificagdo da rifampicina foi adaptada de Swamy at.al., 2018 e baseada na
medicdo da absorbancia em é&cido cloridrico de 0,1 M (HCI) a 337 nm, utilizando um
Spectrophotometer Utrospec 300 PRO, (Amersham Phareutic Biotech-France). O
padrdo da rifampicina foi preparado dissolvendo100 mg em 1 mL de HCI 0,1 M
(concentracao final de 100 mg /mL), e a curva padrao foi realizada pela adicdo de
aliquotas da solucédo do farmaco padrdo em tubos de 5 mL para termos diferentes
concentragdes do farmaco (1,5, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL) diluido com HCI 0,1 M.
A absorcdo de cada solucédo foi entdo medida em 337 nm contra 0,1 M HCI como o

branco.

A eficiéncia de encapsulacéo da rifampicina foi determinada entao por espectroscopia
como descrito acima, apés as nanoparticulas serem quebradas / abertas e a
rifampicina liberada. Para a realizacdo da quebra, 0,050 mL de cada suspenséao de
nanoparticulas foi misturada com DMS (0,500 mL), misturada vigorosamente com um
vortex por 5min e mantida 37 °C overnight; uma aliquota de 0,100 mL foi coletada e
diluida em HCI 0,1 M para um volume final de 1,0 mL, a absorbancia das amostras foi
entdo determinada a 337 nm, e a concentragdo do farmaco calculada utilizando a

curva padréo da rifampicina.
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4.4  MICRORGANISMOS

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas o M. tuberculosis H37Ra
(ATCC 25177) e M. tuberculosis H37Rv (ATCC 25618), cepas de referéncia ATCC
obtidos a partir da Cole¢édo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria
— CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ. Também foi utilizado um isolado
clinico (Mtb 551) com perfil multidroga resistente (isoniazida e rifampicina) fornecida
pelo Laboratoério Central de Saude Publica - Dr. Milton Bezerra Sobral (LACEN — PE).

4.5 ANTIMICROBIANOS DE REFERENCIA

Os seguintes antibioticos foram utilizados como controle positivo de atividade:
rifampicina, etambutol, levofloxacina, amicacina (Sigma Aldrich), solubilizados em
solventes apropriados e padronizados a uma solucdo estoque de 10 mg/mL. Apos

solubilizacéo, os farmacos e compostos foram aliquotados e congelados a — 20 °C.
4.6 MEIO DE CULTUTA BACTERIANO

As micobactérias foram cultivadas em caldo Middlebrook 7H9 suplementado com 10%
de OADC (&cido oleico, albumina, dextrose e catalase), com 0,2% de glicerol e 0,05%
de Tween 80. O tempo de incubacéo variou de 7 a 10 dias para a 37°C. Para contagem
de colbnias foi utilizado o meio solido Middlebrook 7H10 suplementado com 10% de
OADC e 0,5% de glicerol, com tempo de incubacédo de 21 a 28 dias.

4.7 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA IN VITRO

A atividade antimicobacteriana das nanoparticulas foi determinada através da
Concentracgao Inibitoria Minima pelo método colorimétrico de microdiluicdo em placas

de 96 pocos, descrito por Palomino et al. (2002).

Com o propésito de evitar a evaporacao do sistema de meio de cultura e amostras
testes, devido ao longo periodo de incubacdode até 15 dias, foram adicionados 200
ML de agua destilada nos pogos do perimetro externo da microplaca. Em microtubos
de 1,5 ml foram preparadas separadamente 9 concentracdes (8,25; 4,125; 3,3; 2,062;
1,238; 0,412; 0,206; 0,103 e 0,051 pg/mL) das amostras a serem testadas
(Nano_Vazia, Nano_RIF e Rifampicina livre), misturadas ao caldo 7H9 suplementado
com 10% de OADC e 0,2% de glicerol, 100 puL de cada concentracdo foi depositada
nos pocos referidos como testes restantes. Pocos de controle positivo de crescimento
do in6culo e controle de esterilidade do meio de cultura foram incluidos em todas as

placas. A Rifampicina foi utilizada como controle de crescimento negativo, na
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concentracdo de 8,25 ug/mL e no inéculo em meio como controle positivo de

crescimento.

A cultura de Mtb H37Rv e MDR 1576, em fase logaritmica de crescimento, foi
transferida para um tubo conico contendo pérolas de vidro e PBS com 0,05% de
Tween 80 e agitada em vortex por dois minutos. Em seguida mantida em repouso
vertical por quinze minutos, para permitir a deposicdo de grumos e reducdo de
aerossol. O sobrenadante foi aspirado para outro tubo e padronizado com a escala n°
01 de Mc Farland. Posteriormente, foi realizado uma diluicdo de 1:20 (v/v) e 100 pL
dessa suspenséao (~1,5 x 107 UFC/mL) adicionada nos poc¢os apropriados. As placas
foram envolvidas em plastico filme e incubadas a 37°C em atmosfera normal por 7
dias. Apos o periodo de incubagao, 30 uL de uma solugéo estéril de resazurina (Sigma
Aldrich) a 0,01% foi adicionada em todos 0s pog¢os e mantidas overnight a 37°C, nas
mesmas condi¢cdes de temperatura e atmosfera. A CIM foi definida como a menor
concentracdo da droga que preveniu a mudanca de coloracdo de azul (estado

oxidado) para rosa (estado reduzido).
4.8 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (CCeso)

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade, o teste do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) foi realizado em placa de 96 pocos de acordo
com Mosmann (1983) e modificacdes. Foi utilizada a linhagem celular de macréfago
murino J774A.1 (ATCC TIB-67). As células foram cultivadas em meio DMEM
enriquecidos com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibioticos (estreptomicina
— 100 ug/mL e penicilina 100 U/mL). O cultivo foi mantido em incubadora a 37°C sob
atmosfera contendo 5% de CO2 até atingir a confluéncia celular. As células foram
retiradas da garrafa de crescimento e realizada a contagem das células com o auxilio
do azul de Tripan em camera de Neubauer. Em seguida foi realizado o ajuste no
nimero de células para que no semeio houvesse 2 x 10° células por poco. Apés a
adicdo das células nos pocos, a placa foi levada para incubadora por 24h nas mesmas
condic¢des iniciais de cultivo para permitir a adesao celular. As 9 concentracdes (8,25;
4,125; 3,3; 2,062; 1,238; 0,412; 0,206; 0,103 e 0,051 pg/mL) das amostras testes
foram preparadas em meio de cultura celular e 100 yL de cada concentracdo foi
depositada nos poc¢os contendo células aderidas e levadas a incubadora mais 24h.
Pocos controle foram utilizados apenas com células e meio de cultura, bem como o

controle do DMSO em meio (1%). Apos 24h de exposicéo foi adicionado 50 yL da
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solucdo de MTT em PBS (5mg/mL), incubadas a 37°C sob atmosfera contendo 5% de
CO2 por trés horas e protegida de luz direta. Apds esse periodo o meio foi aspirado,
e 100 yL de DMSO foi adicionado para dissolucéo dos cristais de formazan resultantes
da reducdo do MTT em células viaveis. A absorbancia de cada poc¢o foi medida

através do filtro de 540nm em leitor de placas.
4.9 DETERMINACAO DA INTERACAO FARMACOLOGICA IN VITRO

Foi utilizado o método classico checkerboard de microdiluicdo bidimensional para
avaliar a interacdo entre farmacos antimicrobianos e 0s compostos sintéticos
selecionados (LORIAN, 2005). Rifampicina e etambutol foram utilizados como
antibioticos de primeira linha; amicacina e levofloxacina como antibiéticos de segunda
linha. No eixo X da placa de 96 pocos foi distribuido, através de concentracfes pré-
estabelecidas (4,125; 3,3; 2,062; 1,238; 0,412; 0,206; 0,103 pyg/mL), o antimicrobiano
de referéncia e no eixo Y as nanoparticulas (Nano_RIF). Em seguida, 100 uL da
suspensao das cepas de Mtb sensivel (H37Rv) e multidroga resistente (551) foram
ajustadas em 1 x 10’ UFC/mL e adicionadas em todos os pocos. Foram reservados
pocos de controle de crescimento positivo do inéculo (meio 7H9 suplementado e
bactéria) e controle de esterilidade do meio (apenas caldo 7H9 suplementado). As
placas foram cobertas por suas tampas, seladas com plastico filme e incubadas a 37
°C, em atmosfera normal, por 7 a 10 dias. Apds o periodo de incubagao, 30 uL da
solucéo de resazurina a 0,02% foi adicionada em todos os poc¢os da microplaca. As
placas foram novamente incubadas a 37 °C por 24h. A mudanca da coloracéo de azul
para rosa (resazurina reduzida pela presenca de viabilidade celular) indicou o
crescimento micobacteriano. Os resultados foram interpretados pelo indice de
concentracéo inibitéria fracionado (FICI) (conforme a féormula 1), onde FIC A é o
guociente entre a concentragao inibitéria minima do antibiético “A” na presenga do
composto “B” e a concentragao inibitoria minima do antibiético “A” isolado. Valores de
FICI < 0.50 foram considerados como compostos sinérgicos; > 0.50 a 4.0, indiferentes;
e > 4, antagbnicos. Resultados sinérgicos foram representados graficamente através
de isobologramas (CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2013).
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YFICI=FICA+FICB (2)
Onde: FIC A = CIM Ana presengcade B / CIM A
FIC B = CIM B napresengcade A / CIM B
4.10 CINETICA DE MORTE MICOBACTERIANA

O método de avaliagdo de cinética de morte tem como objetivo caracterizar a atividade
de um determinado agente antimicrobiano ao longo do tempo, ou seja, indicar uma
acdo bactericida ou bacteriostatica da substancia avaliada. (GOMARA; RAMON-
GARCIA, 2019). Neste sentido, um in6culo padronizado com uma densidade de
aproximadamente 5 x 105 UFC/mL de M. smegmatis na fase logaritmica de
crescimento foi ressuspenso em caldo 7H9 suplementado com 10% de OADC e 0,2%
de glicerol. Aliguotas dessa suspensao foram distribuidas em tubos cénicos de 50 mL
contendo caldo 7H9-suplementado e nas seguintes condi¢gdes: controle (sem inibidor);
1 x CIM de rifampicina; 1 x CIM Nano_Rifa. Todos os tubos foram colocados em
incubadora a 37 °C e agitacdo de 120 rpm (LORIAN, 2005). Para quantificar o nUmero
de bactérias viaveis ao longo do tempo, amostras de 100 uL foram retiradas de todos
0s tubos, a partir do tempo Oh, e realizado diluicdes seriadas decimais em PBS com
0,05% de Tween 80. As aliquotas foram coletadas no tempo 0, 5 e 10 dias para Mtb .
Essas amostras foram plaqueadas em agar Middlebrook 7H10 suplementado com
10% de OADC e 0,5% de glicerol e colocadas em estufa a 37 °C e 5% de CO2 por 21
a 28 dias (Mtb) (GARIMA et al., 2015). Apés esse periodo foi realizado a contagem
das unidades formadoras de colénia e resultado plotado em gréafico em escala

logaritmica de base 10 versus tempo. O experimento foi realizado em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O regime de tratamento da tuberculose sensivel atualmente usado em alguns
paises em desenvolvimento € uma combinacdo de dose fixa e comprimido Unico de
quatro medicamentos: RIF, INH, PZA e etambutol (EMB) por 2 meses, seguido por 4
meses de INH-RIF e/ou EMB. A combina¢do multidrogas € empregada na fase
intensiva do tratamento na tentativa de reduzir a resisténcia primaria a combinacao
INH-RIF. As drogas antituberculares (ATT) sdo conhecidas por serem
majoritariamente metabolizadas e desintoxicadas no figado por ambos os grupos
Fase | e Fase Il de enzimas metabolizadoras de drogas. Essas drogas, assim como
seus metabdlitos, sdo toxicas e durante esse processo causam lesdes no figado

(Singh et al., 2011).

A Rifampicina é um antimicrobiano com potente poder bactericida, no qual ao
longo dos anos, vem sendo atribuido ao crescente nimero de cepas droga resistentes
de tuberculose. Apesar de sua importancia no tratamento da doenca, devido a via de
administracdo oral, a baixa solubilidade e ao processo de metabolizacdo até a
excrecdo do antimicrobiano, muito dele se desfaz no organismo até alcancar o sitio
de infeccdo. Junto a isso, a dosagem e o tempo de utilizacédo da Rifampicina durante
o tratamento ocasionam efeitos colaterais como cefaléia, fadiga, confusdo mental e
até mesmo hepatotoxicidade. Este € um dos parametros, que levam o paciente a
abandonar o tratamento, contribuindo assim na falha da terapia e o surgimento de

cepas droga resistentes (Trousil e Hruby, 2017; Prabhu et al, 2021; ).

Novas estratégias de tecnologias farmacéuticas eficazes, através da
nanomedicina buscam melhorar o indice terapéutico de novas e antigas drogas.
Tendo em vista que nanoparticulas apresentam melhor tempo de meia vida que
farmacos livres, podem ser direcionadas a um alvo especifico, muitas vezes néo
ativam o sistema complemento e em alguns casos driblam a resisténcia atrelada a
algum medicamento. Desta forma, este estudo buscou desenvolver nanoparticulas
poliméricas de PIBCA, revestidas com fucana, encapsulando a Rifampicina,
antimicrobiano jA usado contra tuberculose, buscando assim melhorar seu indice

terapéutico, bem como a resisténcia atrelada ao farmaco.

5.1 TAMANHO, CARGA DE SUPERFICIE E TAXA DE ENCAPSULAMENTO
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E descrito na literatura que para o desenvolvimento de uma nanoparticula
polimérica € necessaria uma metodologia de aprisionamento, bem como analises que
comprovem a constru¢cdo deste nanopaticulado (Zielinska et al. 2020). Para isso
podemos observar que a metodologia aplicada promoveu a formacdo de
nanoparticulas que apresentaram tamanhos diferente quando da presenca da
rifampicina na preparacdo , onde a diferenca de z-average entre a nano vazia e
contendo rifampicina foi superior a 100nm (Figura 2A); a cobertura de fucana pode ser
confirmada pela alta carga negativa presente na superficie das duas preprarcdes
(Figura 2).
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Figura 2 Comparacdao do (A) z-averege (nm) e (B) potencial zeta (mV) das
nanoparticulas de PIBCA revestida com fucana vazias (Nano_Vazia) e carregadas
com Rifampicina (Nano_RIF). As amostras foram diluidas 1:20 e analisadas em
triplicatas usando um ZetaSizer SZ90 (Malven, EUA).

Podemos observar na Figura 3A que o armazenamento das Nano_Vazia a 4

°C promoveu uma reduc¢éo no seu tamanho ao longo de 30 dias, variando de 400 nm
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a 280 nm, indicando uma instabilidade do sistema em meio aquoso; 0 mesmo nao foi
observado nas Nano_RIF (Figura 3B) que manteve a faixa de 450 nm. A carga
negativa demonstrada através do potencial zeta pelas formula¢des, onde Nano_Vazia
apresentou -44,3 £ 0,6 mV e Nano_RIF -47,9 £ 0,6 mV, corrobora com achados na
literatura. De acordo Lira et al. 2011 e Cavalcanti et al. 2021, nanoparticulas de PIBCA
revestidas com fucana possuem tamanho em torno de 399 + 0,70 nm e carga de
superficie negativa (- 44,20 + 1,00 mV). Esta carga de superficie negativa, segundo
0s estudos é o0 que comprova a presenca da fucana na superficie da particula.
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Figura 3 Avalicdo da estabilidade de (A) Z-Ave (didmetro hidrodindmico) e (B)
potencial zeta (carga de superficie) das nanoparticulas de PIBCA revestida com
fucana armazenada a temperatura de 4 °C. As amostras foram diluidas 1:100 e
analisadas em triplicatas usando um ZetaSizer SZ90 (Malven, EUA).
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Figura 4 Avalicdo da estabilidade de (A) Z-Ave (diametro hidrodinamico) e (B)
potencial zeta (carga de superficie) das nanoparticulas de PIBCA revestida com
fucana carregadas com Rifampicina armazenada a temperatura de 4 °C. As amostras
foram diluidas 1:100 e analisadas em triplicatas usando um ZetaSizer SZ90 (Malven,
EUA).

Para quantificacdo da Rifampicina utilizando espectroscopia de UV-Vis foram
realizadas curvas padréo do farmaco e a taxa de encapsulacdo vario entre 40 e 50%.
Tendo em vista 0 método de preparacédo do nanoparticulado, a perda é atribuida a

capacidade lipofilica do antimicrobiano (Choksh et al, 2021).
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5.2 ANALISE MORFOLOGICA

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) tem sido amplamente utilizada
para analise morfolégica de nanoparticulas, principalmente poliméricas (Bohrey et al,
2016). Assim como Chauvierre et al., Lira et al. e Cavalcanti et al. as Nano_Vazia e
Nano_RIF apresentaram forma arredondadas e distribuicdo homogénea (Figura 5).

FIOCRUZ -PE

Figura 5 Morfologia e distribuicdo de nanoparticulas de PIBCA revestida de fucana
liquidas, Nano_Vazia (A) e Nano_RIF (B) por microscopia eletrénica de varredura.

A fim de verificar se o processo de liofilizagdo poderia interferir no tamanho ou
forma, também foi realizado MEV deste do material seco, onde podemos observar que

em ambas as formulacgdes (Figura 6) as caracteristicas se mantiveram.

FIOCRUZ -FE

Figura 6 Morfologia e distribuicdo de nanoparticulas de PIBCA revestida de fucana
secas, Nano_Vazia (A) e Nano_RIF (B) por microscopia eletrénica de varredura.

5.3 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA IN VITRO

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) é uma das
abordagens, baseadas em células bacterianas, mais utilizadas para analise de
atividade antimicrobiana, principalmente em triagem de novas drogas. (COOPER,
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2013). Desta forma analisamos o potencial antimicobacteriando das nanoparticulas
em cepas de referéncia ATCC H37Ra e H37Rv. A fim de analisar a resposta do
sistema contra cepas resistentes de tuberculose, também utilizamos isolado clinico de
uma paciente MDR-TB 551, com perfil resistente a Isoniazida e Rifampicina (Tabela
1).

Tabela 3 Avaliacdo concentracéao inibitoria minima (CIM).

Composto CIM H37Ra CIM H37Rv CIM MDR 551
Nano_RIF 0,103pug/ml 0,412ug/mi 1,238ug/ml
Rifampicina < 0,051pug/mi 0,103ug/mi 8,25ug/ml

Nano_Vazia > 8,25ug/mi > 8,25ug/ml > 8,25ug/mi

Fonte: Pelo autor, 2022

Como exposto na tabela 3 a Rifampicina livre manteve atividade
antimicobacteriana menor que a formulacdo, com CIM de 0,103ug/ml para cepa
sensivel, resultado que corrobora com a literatura. Entretanto o CIM demonstrado pela
Nano_Rifa (CIM = 0,412ug/ml) é considera satisfatorio quando falamos de inibigdo do
Mtb (Kumarasingam et al, 2018). Contra cepa resistente observamos CIM menor em
Nano_RIF (CIM = 1,238ug/ml) com relagéo ao farmaco livre (CIM = 8,25ug/ml), tendo
em vista que esta cepa € resistente a Rifampicina, podemos sugerir que a

encapsulacao driblou a resisténcia atribuida ao farmaco.

Para o melhoramento do uso da RIF na clinica, encontramos diversos estudos
que utilizaram outros polimeros para formar as nanoparticulas como: a quitosana e
monose (Prabhu et al, 2021), a albumina de Soro Bovino (Joshi et al, 2021) entre
outros. Estudos realizados por Cunha et al, 2018, utilizando a fucana da espécie Focus
vesiculosus para encapsular uma combinacdo de dois farmacos (isoniazida e
rifabutina) em microcapsulas conseguiu obter um CIM na ordem de 0,008 pg/ml contra
cepa sensivel de tuberculose. Utilizando a fucana e o PIBCA contra o Mtb temos
estudos principalmente com intuito de diminuir a citoxicidade do composto testado,

como estudos de Carvalho et al. 2016 e Saviano et al, 2021.
5.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (CCeso)

O ensaio de citotoxicidade € de extrema importancia, para desenvolvimento de
novas drogas e consequentemente dos produtos nanotecnoldgicos, quando voltados

para a terapia medicamentosa. Tendo em vista que o Mtb se reproduz
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intracelularmente em macrofagos e o alvo das nanoparticulas testadas séao receptores
presentes em membranas destas mesmas células, utilizamos para analise da
citotoxicidade a linhagem celular J774A.1 (macr6fago de murinos) (Figura 7). (Huang
et al, 2019; Sai and Rengarajan, 2019)
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Figura 7 CCso de Nano_RIF, Rifampicina e Nano_Vazia frente a linhagem celular
J774A.1 num periodo de 24h. Os resultados apresentados sdo a média de trés

experimentos independentes.

Como exposto no gréafico acima podemos observar que o farmaco livre mostrou
maior citotoxicidade que as formulagdes. No entanto a concentracdo de Nano_RIF
capaz de inibir a atividade das cepas testadas H37Ra (0,103ug/ml), H37Rv
(0,412pg/ml) e MDR 551 (1,238ug/ml) manteve viabilidade celular entre 80% e 96%.
Cunha et al, 2018 também realizou ensaio de CCso porém em outras linhagens

celulares (A549 e THP-1) e manteve viabilidade celular entre 65% e 76%.

Saviano et al, 2021 que testou um composto novo encapsulado por lipossomas
e utilizando a fucana como molécula sinalizadora, observou que o composto com
fucana mostrou uma tendéncia menor de citoxidade. Este estudo utilizou a linhagem
celular RAW 264.7 que também sédo macréfagos de murinos. Apesar das formulagfes
apresentarem CCsp mais baixo que o farmaco livre, foram mantidos mais de 50% de
células viaveis e junto a um CIM satisfatorio para cepa sensivel e resistente a

Nano_RIF se torna um candidato a continuacdo dos ensaios in vitro.
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5.5 DETERMINACAO DA INTERACAO FARMACOLOGICA IN VITRO

Tendo em vista que o tratamento da tuberculose € composto por varias drogas
gue usam inumeros caminhos para combater o bacilo, € necessario a analise da
interacdo do nanoparticulas propostas com alguns antimicobacterianos (Tabela 4 e
5).

Tabela 4 FIC entre Nano_Rifa e antimicrobianos contra cepa H37Rv

Antimicrobiano FIC Classificagéo
Rifampicina 2,0 indiferente
NANO_RIF + Etambutol 1,0 indiferente
Amicacina 4 indiferente
Levofloxacino 3,5 indiferente

Fonte: O autor, 2022

O intuito da analise de interacdo farmacoldgica € avaliar se o nanoparticulado
desenvolvido pelo estudo ira se mostrar, sinérgico, indiferente ou antagbnico. A
sinergia esta associada a capacidade de um farmaco atuar junto a outro,
potencializando o efeito de um ou ambos. A indiferenca implica que uma droga nao
potencializa, bem como néo interfere na acdo da outra. O antagonismo resulta na
interferéncia prejudicial na acdo dos medicamentos testados. ((BHUSAL; SHIOHIRA,;
YAMANE, 2005)

Tabela 5 FIC entre Nano_Rifa e antimicrobianos contra MDR 551

Antimicrobiano FIC Classificagéo
Etambutol 1,0 indiferente
NANO_RIFA +
Amicacina 2,0 indiferente
Levofloxacino 35 indiferente

Fonte: O autor, 2022

Os antimicrobianos avaliados junto as formulagbes foram rifampicina,
etambutol, amicacina e levofloxacino, utilizados no tratamento contra cepa sensivel e
resistente de tuberculose. Tendo em vista que o isolado clinico MDR 551 é resistente
a rifampicina, ela ndo entrou para esta analise. Como mostram os resultados das
tabelas 4 e 5, podemos observar que a Nano_RIF se mostrarou indiferente a todos os

antimicrobianos, quando utilizados em conjunto, tanto para cepa sensivel quanto para
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resistente. Desta forma podemos concluir que a formulacdo de Nano_RIF néo
interfere na acdo de nenhum desses antimicobacterianos, consequentemente nao

prejudica o tratamento da doenca.
5.6 CINETICA DE MORTE MICOBACTERIANA

A rifampicina é conhecida como um dos antimicobacterianos com maior poder
bactericida (Trousil and Hruby, 2017). Para analisar se a Nano_RIF iria manter o
potencial bactericida do farmaco livre, realizamos o ensaio de cinética de morte. Assim
podemos avaliar o crescimento e morte, em funcado do tempo, de uma determinada
concentracdo da formulacdo observando o potencial bactericida ou bacteriostatico.
(Muller; Dela Pefia; DERENDORF, 2004)

Para a realizacéo do ensaio de cinética de morte foram utilizados a Nano_RIF,
e como controles a Rifampicina livre e a bactéria somente em meio especifico,
favoravel a seu crescimento. O experimento foi realizado em cepa sensivel H37Rv.
Como exposto na figura 8 podemos observar que, a diferenca de reducéo de col6nias
do farmaco livre e da nanoparticula foram semelhantes. Desta forma podemos deduzir

gue a capacidade bactericida do antimicobacteriano foi mantida.
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Figura 8 Influéncia da Nano_RIF na cinética de morte do M. tuberculosis
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo demostramos que foi possivel realizar uma nanoformualagéo
de PIBCA revestida com Fucana como molécula sinalizadora e encapsular a
Rifampicina. Mostramos ainda que a formulacdo assim como na literatura, tem

morfologia esférica e se mostrou estavel ao longo do tempo.

A partir dos testes in vitro podemos constatar que a Nano_RIF possui acao
contra isolado clinico resistente ao farmaco que foi encapsulado, sugerindo assim que
a formulacéo teria capacidade de driblar a resisténcia. Comprovamos ainda que, a
nanoparticula ndo prejudica na a¢do dos antimicobacterianos utilizados contra cepas
sensiveis e resistes e que o potencial bactericida do farmaco foi mantido na

formulacao.

Além disto, foi possivel observar que a formulagcédo apresenta baixa toxicidade
celular, tendo em vista manteve mais de 50% de viabilidade celular. A validacao de
uma formulacdo para este fim, vai muito além destes ensaios realizados. Mesmo
assim, com os resultados obtidos podemos concluir que, a Nano_RIF é um candidato
a continuacdo de ensaios in vitro e in vivo como proposta de um potencial agente

como opcéo para o tratamento da tuberculose.
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Fucoidan-Coated Liposomes: A Target System to Deliver
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Infected with Mycobacterium tuberculosis

Taciana Lima Salviano’, Daniel Charles dos Santos Macedo', Rafaela de Siqueira Ferraz Carvalho,
Marcela Aratjo Pereira’, Vanessa Santos de Arruda Barbosa®, Jaciana dos Santos Aguiar,

Fabricio Oliveira Souto' #, Maria da Paz Carvalho da Silva', Lilian Maria Lapa Montenegro Pimentel®,
Luanna de Angelis Correia de Sousa®, Sidicleia Bezerra Costa Silva®, Teresinha Gongalves da Silva®,
Alexandre José da Silva Goes®, Nereide Stela Santos Magalhzes' *,

and Mariane Cajuba de Britto Lira Nogueira®%*

! Keizo Asami Immunopathology Laboratory, Federal University of Pernambuco, Recife, 50670-901. Brazil

2 Academic Center of \/itdna, Federal University of Pernambuco, Vitdria de Santo Anido, 55608-680, Brazil

3Department of Antibictics, Federal University of Pernambuco, Recife, 50670-901, Brazil

* Agreste Academic Center, Federal University of Pernambuco, Caruaru. 55014-300. Brazil

> Oswaldao Cruz Foundation, Aggev Magalhaes Institute, Reciie, 50670-901, Brazil

8 Department of Fundamental Chemistry, Hybrid Interiace and Colicid Compouna Laboratory, Federal University of Pernambuco, Recife,
50670-901. Brazil

The present study describes the use of fucoidan, a negative sulfated polysaccharide, as a coating material for the devel-
opment of liposomes targeted to macrophages infected with Mycobacterium tuberculosis. First, fucoidan was chemically
modified tc obtain a hydrophobized-fucoidan derivative (cholesteryl-fucoidan) using a two-step microwave-assisted (zW)
method. The total reaction time was decreased from 14 hours to 1 hour while ma ntaining the overall yield. Cholesteryl-
fucoidan was then used to prepare surface-medified liposomes containing usnic acid (UA-LipoFuc), an antimicrobial
lichen derivalive. UA-LipoFuc was evaluaied for mean particle size, polydispersity index (PDI), surface charge ({). and UA
encapsulation efficiency. In addition, a cytotoxicity study, competition assay and an evaluation of antimycobacterial activity
against macrophages infecled with M. fuberculosis (H37Ra) were performed. When the amount of fucoidan was increased
(from 5 1o 20 mg), vesicle size increased (from 168 =2.82 nm fo 1.18 £0.01 um). Changes in { from +20+£0.41 mV
for uncoated liposomes o —5.41=0.23 mV for UA-LipoFuc suggested that the fucoidan was placed on the surface of
the liposomes. UA-LipoFuc exhibited a lower IC, (8.26 L 1.11 uM) than uncoated liposomes (18.37 L 3.34 uM), probably
due to its higher uptake. UA-LipcFuc; was internalized through the C-type carbohydrate recognition domain of the cell
membrane. Finally, usnic acid, botn in its free form and encapsulated in fucoidan-coated liposomes (UA-LipoFuc.), was
effective against infected macrophages. Hence, this oreliminary investigation suggests that encapsulated usnic acid will
aid in further studies related to infected macrophages and may be a potential option for tuberculosis treatment.

KEYWORDS: Nanocarriers, Polysaccharide, Fucoidzn, Usnic Acid, Macrophages, Tuberculosis.

INTRODUCTION efficacy of drugs and advances that decrease their possible

Treatments for intracellular diseases result from the combi- undesirahle systemic effects [1, 2]. A remarkable approach
nation of new strategies aimed at improving the therapeutic  to improving the treatment of infectious discases has been
the use of drug delivery systems, which have significant
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