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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenga infecciosa que afeta milhGes de pessoas anualmente, é
necessario um longo tratamento para a cura, especialmente para os casos de resisténcia a
antibioticos. Outra particularidade de Mycobacterium tuberculosis, principal agente etiol6gico
de TB, é a sua habilidade de sobreviver dentro de macréfagos, células imunolégicas que séo a
primeira defesa no tecido pulmonar. Em uma busca de um tratamento eficaz, seguro, que
promova uma entrega do antibiético no local da infeccdo e, possivelmente, contribua para a
adesdo ao tratamento, propusemos uma abordagem nanotecnoldgica baseada em lipossomas
funcionalizados, ou seja, com a superficie modificada com um analogo de sideréforo (Sid)
para carrear moxifloxacino (Mox) para tratar TB para uma administragdo intrapulmonar. Os
sideroforos sdo a principal estratégia das bactérias para captar ferro, um metal essencial para
seu metabolismo. Foram desenvolvidos com fosfatidilcolina de soja, colesterol e acido oleico,
quatro lipossomas: lipossoma vazio (LipV); lipossoma contendo Mox (LipMox); lipossoma
funcionalizado com Sid e sem farmaco (LipS) e lipossoma funcionalizado com Sid e contendo
Mox (LipSMox). A caracterizacdo dos lipossomas foi feita pela técnica de espalhamento de
luz dindmica (DLS), anélise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e microscopia
eletronica de transmissdo (TEM). Por todos os métodos, observamos particulas esféricas e de
aproximadamente 200 nm. O potencial zeta foi a principal diferenca entre eles, e foi
aproximadamente -40mV para LipV e LipMox e +15mV para LipS e LipSMox. A NTA
mostrou a concentracdo de ~10™ particulas/mL. Um método de quantificacio de Mox em
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvido e validado para determinar a
eficiéncia de encapsulacéo (EE) e o perfil de liberacdo (RP). A EE foi 51,31% para LipMox e
45,76 % para LipSMox e a RP seguiu 0 modelo proposto por Korsmeyer-Peppas, comum para
lipossomas. A concentracéo inibitéria minima (MIC) frente a M. tuberculosis foi determinada
em condic¢des padrdo (pH 6,6 e [Fe] = 0,04 pg/mL), com acréscimo de ferro (multiplos de 2x,
5x e 10x em relagdo ao meio comercial), pH 7,4 e acréscimo de 10% de soro fetal bovino
(FBS). A alteracdo de pH do meio para 7,4 ndo afetou a MIC. A MIC de LipMox e LipSMox
foram na maioria das vezes menor que 0,5%. Ja LipS teve MIC préxima a 10% em todas as
condigdes, exceto na presenca de FBS (MIC >25%), em que ha ferro ofertado, mas de néo
livre e sim complexado com ferritina. O ensaio de time-kill ndo mostrou diferenca
significativa entre Mox livre e encapsulada, a acdo bactericida foi concentracdo-dependente.
O ensaio de citotoxicidade foi realizado para quatro linhagens celulares: macréfagos
(J774A.1), fibroblastos (MRC-5), células hepaticas (HepG-2) e células intestinais (Caco-2) e
observou-se uma heterogeneidade nos resultados de indice de citotoxicidade (ICsg) com maior
toxicidade com lipossomas contendo Sid. A atividade frente a M. tuberculosis
intramacrofagico apresentou reducfes de mais de 90% dos bacilos intracelulares (LipMox 1 e
5%; Mox 1 e 5% e LipSMox 1%). A microscopia eletrénica de varredura e transmissao
confirmaram a fagocitose das vesiculas lipossomais pelos macréfagos, confirmando a
possibilidade de um direcionamento natural dos lipossomas para células fagociticas. Embora a
funcionalizacdo com Sid ndo trouxe melhora na atividade bioldgica dos lipossomas, ainda
houve um direcionamento natural para os macréfagos, células de extrema importancia na
patogénese de TB. Diante das vantagens de drug delivery dos lipossomas, propde-se uma
administracdo intrapulmonar in vivo deste sistema para o tratamento de TB.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, tuberculose, lipossomas, caracterizagdo de
nanoparticulas, sideréforo.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease that affects millions of people annually and a long
treatment is necessary for a cure, especially for antibiotic resistant cases. Another particularity
of Mycobacterium tuberculosis, the main etiologic agent of TB, is the ability to survive inside
macrophages, immune cells in lungs. In a search for an effective, safe treatment that promotes
antibiotic delivery at the site of infection and, possibly, contributes to treatment adherence, we
proposed a nanotechnological approach based on functionalized liposomes, that is, with the
surface modified with an analogue of siderophore (Sid) to carry moxifloxacin (Mox) to treat
TB for an intrapulmonary administration. Siderophores are the main strategy of bacteria to
take up iron, an essential metal for their metabolism. Four liposomes were developed with soy
phosphatidyl, cholesterol and oleic acid: empty liposome (LipV); liposome containing Mox
(LipMox); drug-free and Sid-functionalized liposome (LipS) and Sid-functionalized and
Mox-containing liposome (LipSMox). The characterization of these liposomes was performed
by dynamic light scattering technique (DLS), nanoparticle tracking analysis (NTA) and
transmission electron microscopy (TEM). By all methods, we observed spherical particles and
approximately 200 nm. The zeta potential was the main difference between them and was
approximately -40mV for LipV and LipMox and +15mV for LipS and LipSMox. NTA
showed a concentration of ~10™ particlessmL. A method of quantification of Mox in high
performance liquid chromatography was developed and validated to determine the
encapsulation efficiency (EE) and the release profile (RP). The EE was 51.31% for LipMox
and 45.76% for LipSMox and the RP followed the model proposed by Korsmeyer-Peppas,
common for liposomes. The minimal inhibitory concentration (MIC) against M. tuberculosis
was determined under standard conditions (pH 6.6 and [Fe] = 0.04 pg/mL), with addition of
iron (multiples of 2x, 5x and 10x in relation to the commercial medium), pH 7.4 and with
addition of 10% fetal bovine serum (FBS). Changing the pH of the medium to 7.4 did not
affect the MIC. The MIC of LipMox and LipSMox were less than 0.5%. LipS had MIC close
to 10% in all conditions, except in the presence of FBS (MIC >25%), in which there is iron
offered, not free, but complexed with ferritin. The time-kill assay showed no significant
difference between free and encapsulated Mox, the bactericidal action was concentration-
dependent. The cytotoxicity assay was performed for four cell lines: macrophages (J774A.1),
fibroblasts (MRC-5), liver cells (HepG-2) and intestinal cells (Caco-2). Heterogeneity was
observed in the cytotoxicity index (IC50) results with greater toxicity for liposomes
containing Sid. The activity against intramacrophagic M. tuberculosis showed reductions of
more than 90% of intracellular bacilli (LipMox 1 and 5%; Mox 1 and 5% and LipSMox 1%).
Scanning and transmission electron microscopy confirmed the phagocytosis of liposomal
vesicles by macrophages, confirming the possibility of a natural targeting of liposomes to
phagocytic cells. Although functionalization with Sid did not improve the biological activity
of liposomes, there was still a natural targeting of macrophages, cells of extreme importance
in the pathogenesis of TB. Given the advantages of drug delivery of liposomes, an
intrapulmonary in vivo administration of this system is proposed for the treatment of TB.

Keywords:  Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, liposomes, nanomedicine,
siderophore.
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1. Introducéo

1.1. Tuberculose

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reportou que, em 2019, houve 10 milhdes de
casos de tuberculose (TB) e 1,4 milhdo de mortes em decorréncia da doenca sendo, entéo,
uma das doencas infecciosas que levou mais pessoas a Obito (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

Os dados nacionais indicam 75.717 casos novos de TB em 2018 e 4.614 mortes em
decorréncia da doenca em 2017, um pouco mais que nos anos anteriores, pois foram
diagnosticados 69.569 casos novos em 2017 e 4.426 Obitos por tuberculose em 2016
(MINISTERIO DA SAUDE - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2018;
MINISTERIO DA SAUDE (BRASIL), 2019). J4 em 2020, o Brasil registrou 66.819 casos
novos de TB e foram notificados cerca de 4,5 mil Obitos pela doenca no ano anterior
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2021).

A pandemia de SARS-COV-2, assumiu o posto de doenca infecciosa que mais matou
pessoas no mundo e ainda prejudicou 0 avanco constante que vinha acontecendo em relacdo a
TB no mundo (nimero de casos e mortalidade). O nUimero de novos casos de TB
diagnosticados caiu drasticamente de 7,1 milhdes (2019) para 5,8 milhdes (2020), a mesma
taxa de 2012 e que representa reducdo de 18% do estimado para 2020. Esta reducdo € vista
como um retrocesso, pois possivelmente ndo representa a realidade do nimero de casos, mas
sim uma falha nos sistemas de salde em diagnosticar e reportar adequadamente 0s casos de
TB devido a sobrecarga enfrentada devido pandemia de Covid-19, especialmente em paises
em desenvolvimento como india, Indonésia e Filipinas. O cenario ainda pode piorar para 0s
anos de 2021 e os seguintes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Quando o paciente é diagnosticado com infec¢do por M. tuberculosis sensivel aos
farmacos chamados de 1%linha/escolha, o esquema terapéutico basico empregado para o
tratamento é composto por uma fase intensiva com 2 meses de rifampicina (RFP), isoniazida
(INH), pirazinamida (PZA) e etambutol (ETB) seguido de uma fase de manutencdo de 4
meses de RFP e INH totalizando seis meses de terapia. As estruturas moleculares destes
farmacos estdo na figura 1(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010, 2016a).
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Figura 1. Farmacos de primeira linha utilizados no tratamento de tuberculose: (A)
isoniazida, (B) pirazinamida, (C) rifampicina e (D) etambutol.

Fonte: Autora.

Esse tipo de tratamento que combina antibidticos é chamada de poliquimioterapia e foi
introduzido ha mais de 50 anos com o objetivo de reduzir a emergéncia de cepas resistentes,
por minimizar a possibilidade de selecdo de mutantes espontaneamente resistentes a algum
farmaco, e consequentemente visando obter maiores taxas de sucesso do tratamento (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010, 2016a).

No Brasil, o tratamento é oferecido pelo Sistema Unico de Salide (SUS) e totalmente
gratuito. Na primeira etapa do tratamento os farmacos sdo administrados na forma de um
unico comprimido, no esquema de dose fixa combinada. Adultos com mais 50kg, por
exemplo, devem ingerir um comprido ao dia que contém RFP + INH + PZA + ETB (150mg +
75mg + 400mg + 275mg). Na segunda etapa do tratamento os comprimidos também séao
Unicos, e tomados uma vez ao dia, e contém RFP + INH (300mg +150mg) (COMISSAO
NACIONAL DE INCORPORACAO DE TECNOLOGIA AO SUS, 2018).

Infelizmente nem todos os pacientes finalizam seus tratamentos da maneira correta, o
desaparecimentos dos sintomas da doenca, possiveis efeitos adversos e até mesmo a falta de
informagdo da importancia da concluséo adequada do tratamento, resulta em uma taxa de
abandono de 12% no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2021).

Embora tenha havido um avango em relagdo a taxa de cura com o emprego da
poliquimioterapia, a falha no tratamento ainda € recorrente. As principais razdes para tal falha
sdo: 0 abandono da terapia e a resisténcia bacteriana aos antibidticos. Quando um paciente
inicia seu tratamento e o abandona ou o faz de forma inadequada, se estabelece uma pressao
seletiva, uma vez que os antibidticos ndo atingiram concentracdo e tempo suficiente para

eliminar todos os bacilos. Esta pressdo seletiva permite que bacilos resistentes sejam
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selecionados e, estes por sua vez, podem vir a se multiplicar causando um novo quadro de
infeccdo e/ou transmitidos a outros individuos. Deste modo, quando a terapia anti-TB ndo é
feita corretamente pode haver prejuizo tanto para o individuo quanto para a comunidade
(JOHNSON et al., 2009; SZUMOWSKI; ADAMS; EDELSTEIN, 2013; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016b).

A resisténcia a antibiotico é uma grande crise na salde publica e este cenério se repete
no combate a TB. As definicBes de resisténcia para TB sdo: TB resistente a RFP (RR-TB
[rifampicin resistant TB]), que é o principal farmaco no tratamento, TB multifarmaco
resistente (MDR-TB [multidrug resistant TB]), que além de RFP, sdo resistentes a INH
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Hé& ainda a classificacdo de TB pré-extensivamente resistente a farmacos (pré-XDR-TB
[pre-extensively drug-resistant TB]), quando além de RFP e INH, verificou-se a resisténcia a
pelo a uma fluoroquinolona (Por exemplo: moxifloxacino (Mox) ou levofloxacino) e, por fim,
TB extensivamente resistente a farmacos (XDR-TB [extensively drug-resistant TB]) quando
resistente a RFP, qualquer fluoroquinolona e a bedaquilina ou linezolida, ja que estas ultimas
sdo utilizadas como altimo recurso no tratamento e sdo os farmacos mais recentes na terapia
contra TB (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A taxa de cura dos novos casos de TB no Brasil em 2020 foi de 70,1%, ja a taxa de cura
para casos de RR/MDR-TB ¢é de 51,1%. Enquanto a taxa de cura global foi de 85% para
novos casos e 59% para RR/MDR-TB (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2021;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Com a reducéo do diagndstico de TB em decorréncia da pandemia de Covid-19, a queda
na detecc¢do e tratamento dos casos de TB resistente a antibidticos € uma consequéncia direta
e foi de 15% (~177 mil em 2019 para ~150 mil em 2020). Foram aproximadamente 130 mil
casos de MDR/RR-TB e 25 mil casos de pré-XDR/XDR-TB (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021). No Brasil foram mais de 7 mil casos de TB resistente a pelo
menos um farmaco (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2021).

Diante do apresentado, € notdvel a necessidade de novos farmacos e de novas
estratégias terapéuticas contra TB, especialmente as que visem reduzir o tempo de tratamento
e aumentar a adesdo do paciente a terapia (FREITAS et al., 2014; DA SILVA et al., 2016a,
2016b; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016b).
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1.2. Nanotecnologia

Dentre as diversas estratégias terapéuticas, as abordagens nanotecnoldgicas recebem
certo destaque, pois atraves de diferentes tipos de formulacdo, como por exemplo:
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono, nanoparticulas
lipidicas sélidas, sistemas liquido-cristalinos, lipossomas e microemulsdes, é possivel conferir
adesdo, protecdo frente ao sistema digestivo, redugdo da ligagdo a proteinas plasmaticas,
protecdo da metabolizacdo hepéatica, entre outras caracteristicas desejaveis no
desenvolvimento de um novo tratamento anti-TB (DA SILVA et al., 2016b).

A nanotecnologia é uma ferramenta que vem sendo bastante explorada no cenério
biomédico, tanto com aplicagcBes terapéuticas, mas também aplicacdes em medicina
regenerativa, vacinas e diagnostico. Em 2016, o mercado global de produtos nanotecnol6gicos
para aplicacdes médicas foi de 138,8 bilhdes de dolares, valor que vem evoluindo nos Gltimos
anos e que tem expetativa de continuar em evolucdo para os proximos, fato este que corrobora
com a avaliacdo de novas estratégias terapéuticas pautadas em nanotecnologia. A figura 2
representa a evolucdo e a projecdo dos proximos anos do mercado norte-americano para
produtos nanotecnoldgicos com fins medicinais, o que evidencia a atualidade e relevancia da
proposta aqui relatada (GRAND VIEW RESEARCH, 2017).

Ainda nas abordagens nanotecnoldgicas para uma possivel terapia anti-TB podemos
destacar os lipossomas. Eles surgiram no inicio da década de 1960 e foram utilizados em
estudos de modelo de membrana plasmatica, pois sdo compostos por bicamadas lipidicas
separadas por um conteddo aquoso. Para a obtencdo de lipossomas com aplicacdo biomédica
sdo empregados componentes biocompativeis como esterdis e fosfolipideos. Estas
nanoestruturas podem carrear substancias hidrofilicas ou lipofilicas, fato que as torna ainda
mais versateis (BANGHAM; STANDISH; WATKINS, 1965; GREGORIADIS; RYMAN,
1971; KIMELBERG H.K., TRACY T.F., BIDDLECOME S.M., 1976; DA SILVA et al.,
2016b).

Diversos estudos ja empregaram lipossomas para encapsular compostos com potencial
anti-M. tuberculosis, mas também ha relatos na literatura do uso de lipossomas em aplicacdes
diagndsticas e até preventivas da doenca, como potentes adjuvantes vacinais (SOUZA et al.,
2010; PINHEIRO et al., 2011; CUl et al., 2013; TIWARI et al., 2017; TIAN et al., 2018).
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Figura 2. Evolucéo e projecdo do mercado de produtos nanotecnoldgicos com
aplicacdes medicas nos Estados Unidos.

U.S. nanomedicine market by products, 2013 - 2025 (USD Billion)

o
=]

19

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

® Therapeutics = Regenerative medicine ®|n-vitro diagnostics = In-vivo diagnostics ®Vaccines

Fonte: https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/nanomedicine-market.

A Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) aprovou em 2020 a comercializacdo de
uma formulacdo de amicacina lipossomal em suspensdo para inalagdo (ALIS) para o
tratamento infeccdes pulmonares por bactérias do complexo Mycobacterium avium, também
chamado de MAC. O medicamento em questdo é comercializado com o nome ARIKAYCE e
é produzido pela Insmed Corporation. Sabe-se que a amicacina é um farmaco que apresenta
muitos efeitos adversos e farmacocinéticos, exigindo uma administracdo intravenosa, a
administracdo na forma de lipossomas ainda néo é capaz de mitigar completamente os eventos
adversos, mas consegue promover uma administracdo indolor e que nao requer profissionais e
estrutura de salde, possibilitando uma melhor adesdo ao tratamento e, possivelmente, uma
taxa de cura maior (ROSE et al., 2014; ZHANG et al., 2018; B.V., 2020; CROMMELIN;
VAN HOOGEVEST; STORM, 2020; INSMED INCORPORATED, 2020; CHALMERS et
al., 2021; EUROPEAN MEDICINES AGENCY (EMA), 2021; HOY, 2021).

A aprovacdo de um medicamento na forma lipossomal, nos encorajou nesta proposta
ainda mais pela administracdo intrapulmonar que é visada. Os lipossomas que serdo
empregados neste trabalho séo constituidos de fosfatidilcolina de soja, colesterol e acido

oleico (OLA) e a figura 3 apresenta as estruturas moleculares destes componentes lipidicos.


https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/nanomedicine-market
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Figura 3. Componentes lipidicos do lipossoma: (A) fosfatidilcolina de soja, (B)
colesterol e (C) acido oleico.
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Fonte: autora.

A fosfatidilcolina de soja foi o fosfolipideo escolhido devido a sua biocompatibilidade e
estabilidade em relacéo a alteracdes de pH e concentracdo de sais (BANGHAM; STANDISH;
WATKINS, 1965; DA SILVA et al., 2016b). Outro componente escolhido foi o colesterol
que confere maior estabilidade as vesiculas, mesma funcdo que exerce nas membranas das
células (GREGORIADIS; RYMAN, 1971; KIMELBERG H.K., TRACY T.F,
BIDDLECOME S.M., 1976).

O ultimo componente lipidico é o OLA, este por sua vez € um acido graxo saturado, e
sua acdo em biol6gica é um pouco divergente entre os autores, mas ja foi observado reducéo
de citocinas pré-inflamatorias e producdo de oxigénio reativo pelas mitocondrias, acdes estas
gue podem ser interessantes para o tratamento de TB (SOUZA et al., 2018).

A funcionalizacdo de nanocarreadores, ou seja, a modificacdo da superficie de
nanocarreadores com o objetivo de torna-los especificos a um alvo também é uma estratégia
disponivel para “drug delivery” (SUNDAR; PRAJAPATI, 2012). Esta é uma estratégia ja
bastante explorada na pesquisa de antitumorais, visando uma diferenciacdo entre células
tumorais e sadias e com isso a reducdo de efeitos adversos (SUNDAR; PRAJAPATI, 2012;
SALOUTI; AHANGARI, 2014; POETA et al., 2016).

Algumas moléculas utilizadas para funcionalizar nanocarreadores, ou seja, torna-los
dirigidos a um alvo sdo, por exemplo: anticorpos monoclonais, folato, aptameros, peptideos,
transferrina e outras, como exemplificado na figura 4. Estas nanoestruturas com a superficie
modificada podem ter diversas aplicacbes biomédicas, tais como: agdo antitumoral,

diagnostico, acdo terandstica, tratamento de doencgas infecciosas, doengas autoimunes, entre
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outras (KIM E. SAPSFORD, W. RUSS ALGAR, 2013; RAMESHKUMAR; RAMARAJ,
2013; HURST et al., 2016).

Figura 4. Estratégias de funcionalizacéo e direcionamento de nanoparticulas.

PEGs Dendrimers

Tumoral
markers

Antibodies

Fluorescent
dyes

Peptides ssDNA

Drugs

SIRNA Aptamers

Fonte: Hurst et al, 2016.

Para avaliar ainda se a utilizacdo de uma modificacdo na superficie destes lipossomas
pode trazer beneficios a sua atividade anti-M. tuberculosis, utilizou-se a estratégia da

funcionalizagdo com uma molécula semelhante a um sideréforo.

1.3. Sideroforos
Siderdforos sdo moléculas secretadas pelos microrganismos para promover o uptake de

ferro para o citoplasma, isto porque uma molécula de sideréforos, no ambiente externo, se
complexa com um atomo de ferro, através de interacGes eletrostaticas decorrentes da presenca
de atomos de oxigénio e nitrogénio com pares de elétrons livres e a nuvem eletronica do
atomo de ferro e, entdo, este complexo é internalizado pela bactéria, sendo que o sideréforos é
reciclado e o ferro cumpre diversas funcdes intracelulares. Os siderdforos sao especificos para
cada género e até para espécies em alguns casos. Em M. tuberculosis os sideréforos
encontrados sdo: carbomicobactina e micobactina (RATLEDGE, 2004; BARRY; BOSHOFF,
2005; LUO; FADEEV; GROVES, 2005; AHMED; HOLMSTROM, 2014).

Na literatura podemos encontrar diversos trabalhos que exploram a conjugacdo de
sideroforos ou moléculas analogas a siderdforos com farmacos como estratégia de
direcionamento, uma analogia usada para esta estratégia ¢ conhecida como “cavalo de troia”

(WENCEWICZ et al., 2009; JI; JUAREZ-HERNANDEZ; MILLER, 2012; JUAREZ-
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HERNANDEZ; FRANZBLAU; MILLER, 2012; JUAREZ-HERNANDEZ; MILLER;
MILLER, 2012; MCMAHON; ZIL; GILAD, 2015); no entanto, o ineditismo de nossa
proposta é a utilizacdo do sideréforo como um direcionador de um lipossoma que carrega um
potente antibiotico.

Outra possivel vantagem de utilizar um nanocarreador é a fagocitose deste pelos
macrofagos, fato ja relatado na literatura, visto que este tipo celular é naturalmente
responsavel pela fagocitose de corpos estranhos e esta intimamente relacionado com a
patogénese de TB (GREF et al., 1994; PROSPERI et al., 2017).

Esta estratégia € chamada de Natural targeting, ou seja, os macrdfagos sdo as células
naturalmente responsaveis pela fagocitose de corpos estranhos, e por este motivo, as
nanoparticulas sdo fagocitadas por estas células, no entanto, como o M. tuberculosis é um
microrganismo capaz de sobreviver dentro dos macréfagos, é possivel se aproveitar de um
mecanismo imunoldgico de defesa para direcionar um tratamento para 0s bacilos
intracelulares (GREF et al., 1994; PROSPERI et al., 2017).

A figura 5 ilustra a molécula usada para a sintese dos lipossomas funcionalizados

analoga aos sideroforos (Sid).

Figura 5. Acido oleico conjugado a uma molécula capaz de complexar com o 4&tomo de
ferro mimetizando a funcao do sideréforo.

Fonte: autora.

1.4. Moxifloxacino
Sabendo a nanoestrutura que sera empregada no desenvolvimento deste trabalho, que
sdo os lipossomas, € 0 momento de dar destaque ao farmaco que sera encapsulado: a Mox,

cuja estrutura molecular estd apresentada a figura 6, uma 8-metoxi quinolona.
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Figura 6. Estrutura molecular de moxifloxacino da classe das fluoroquinolonas.
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Fonte: autora.

A Mox é um antibiotico da classe das fluoroquinolonas, que vem ganhando destaque
nos ultimos anos no tratamento anti-TB, embora sua a¢do nédo seja seletiva contra as bactérias
do género Mycobacterium sp., Mox sempre esta presente em ensaios clinicos tanto em
protocolos para tratamento de MDR-TB quanto em propostas de regimes mais breves de
tratamento de cepas sensiveis e os resultados vem demonstrando seu grande potencial para o
tratamento de TB (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2014, 2015a, 2015b).
Possivelmente, daqui a alguns anos, tornando-se um farmaco de primeira escolha para o
tratamento de TB.

Além disso, a resisténcia a Mox faz parte das classificagdes de pré-XDR e XDR-TB,
dada sua importancia no tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021)

O mecanismo de acdo da Mox é a inibicdo da enzima DNA gyrase (codificada pelos
genes gyrA e gyrB) e envolvida na replicacdo do DNA, consequentemente, inibindo a divisdo
celular (BRYSKIER, 1993; COLE et al., 1998; DRLICA; MALIK, 2003; MALIK et al.,
2012).

Sabe-se que a Mox tem bons parametros farmacocinéticos, ou seja, baixa
metabolizacdo, alta biodisponibilidade, e conhecer a sua seguranca é uma boa vantagem em
estudar uma nova estratégia de “drug delivery” (STASS; KUBITZA, 1999; DESHPANDE et
al., 2010; GILLESPIE, 2016).

Diante do apresentado, espera-se avaliar se a estratégia de usar um nanocarreador
(lipossoma) contendo Mox traz alguma vantagem terapéutica com potencial para utilizacao
contra TB e ainda avaliar se a funcionalizacdo destes lipossomas com analogos de sideroforos

séo relevantes para a atividade biologica.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Desenvolver lipossomas funcionalizados com sideroforos e contendo moxifloxacino,

caracteriza-los e avaliar o potencial in vitro contra M. tuberculosis.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver os lipossomas: LipV (lipossoma vazio), LipMox (lipossoma contendo
Mox), LipS (lipossoma vazio e funcionalizado com Sid) e LipSMox (lipossoma
funcionalizado com Sid e contendo Mox);

e Determinar o didametro hidrodindmico médio (HD), o indice de polidipersividade
(PDI) e Potencial Zeta (ZP) dos lipossomas pela técnica de espalhamento de luz dindmica
(DLS);

¢ Avaliar a estabilidade dos lipossomas armazenado em geladeira por 85 dias via DLS;

¢ Avaliar a estabilidade dos lipossomas na presenca dos meios de cultura utilizados nos
ensaios microbiologicos e de citotoxicidade via DLS;

¢ Avaliar a estabilidade dos lipossomas em pH acido (pH = 1,5) e pH neutro (pH = 7,4)
mimetizando condi¢fes do trato gastrointestinal via DLS;

¢ Avaliar a estabilidade dos lipossomas ap0s exposicdo de 15min a luz ultravioleta (UV)
via DLS;

e Determinar o numero de nanoparticulas por mililitro e a distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas pela analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA);

¢ Desenvolver e validar um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
para quantificar Mox;

¢ Determinar a eficiéncia de encapsulacéo;

e Determinar o perfil de liberacao;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (MIC) dos lipossomas frente a M.
tuberculosis sob diferentes condi¢cBes (maiores concentracdes de ferro (2x, 5x e 10x em
relagdo a concentracdo tradicional), pH 7,4 e com a adi¢do de 10% de soro fetal bovino
(FBS);

e Determinar a curva de morte bacteriana (time-kill) frente ao antibiotico Mox, LipV,
LipMox, LipS, LipSMox e Sid;
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e Determinar a citotoxicidade dos lipossomas frente a macréfagos murinos (linhagem
J774A.1), fibroblastos pulmonares (linhagem MRC-5) hepatdcitos (linhagem HepG-2) e
células intestinais (Caco-2);

e Determinar o indice de seletividade (IS) dos lipossomas frente as quatro linhagens
celulares;

e Avaliar a genotoxicidade em células hepéticas (HepG-2) pela técnica de deteccdo de
micronucleos;

e Determinar a atividade anti-M. tuberculosis intramacrofagico dos lipossomas;

e Avaliar a interacdo de macrdfagos (J774A.1) com os lipossomas por microscopia

eletronica de transmisséo (TEM) e varredura (SEM).

3. Conclusdes

A presenca do Sid nos lipossomas funcionalizados (LipS e LipSMox) resultou em um
perfil fisico-quimico e bioldgico diferente dos lipossomas ndo funcionalizados (LipV e
LipMox), como por exemplo: a carga superficial (ZP), positivo para LipS e LipSMox e
negativo para LipV e LipMox, e a citotoxicidade (ICsp), em que se notou maior citotoxicidade
para aqueles com o Sid na superficie dos lipossomas.

Em relagdo a atividade contra M. tuberculosis in vitro ndo houve diferenca
significativa entre LipMox, LipSMox e Mox livre em concentra¢fes equivalentes como
observado nos ensaios de determinacdo de MIC em condicGes padrdo, time-kill e atividade
intramacrofagica, concluindo que a funcionaliza¢éo néo teve relevancia para o potencial anti-
TB dos lipossomas desenvolvidos.

Entretanto, vale ressaltar que tanto a Mox livre quanto a Mox encapsulada (LipMox e
LipSMox) apresentaram excelente atividade contra os bacilos de M. tuberculosis e até mesmo
contra os bacilos intracelulares, como MIC < 1 pg/mL (Mox) e MIX < 1% (LipSMox e
LipMox), atividade bactericida (reducdo de 99,9% do inéculo bacteriano inicial) em algumas
concentracdo e reducdo de mais de 90% dos bacilos intramacrofagicos.

Outro achado deste trabalho de extrema relevancia é a fagocitose dos lipossomas
desenvolvidos pelos macréfagos vista nas imagens de microscopia eletrénica de varredura e
de transmissdo e estas células tém uma grande importancia na patogénese de TB, portanto,

possibilitando uma entrega de farmaco no interior destas células.



24

Quando analisamos o direcionamento natural (natural targeting) através da acgéo
fagocitica dos macrofagos, fica evidente a relevancia de uma abordagem nanotecnélogica
contra M. tuberculosis, uma vez que o bacilo é capaz de sobreviver dentro dos macrofagos.

Propomos uma aplicacéo intrapulmonar destas nanoparticulas para o tratamento de TB
in vivo, pois supomos que uma administragdo intrapulmonar combinada a uma liberagédo
controlada de Mox e capacidade de atingir aqueles bacilos intracelulares (através da
fagocitose) é uma estratégia passivel de bons resultados.

O fato de ja existir no mercado um tratamento baseado no mesmo sistema
nanotecnoldgico (lipossomas) e para um tratamento similar (infeccdo pulmonar por
micobactérias), nos encoraja ainda mais a propor uma administracdo intrapulmonar e
exemplifica que ha espaco no mercado para produtos como este.

Além disso, a utilizacdo de lipossomas por via intrapulmonar pode trazer até uma
reducdo de efeitos adversos, melhoria de questdes farmacocinéticas como a concentragdo dos
antibidticos nas células alveolares, reducdo do efeito sobre a microbiota do paciente e até
mesmo possibilita um aumento na adesdo ao tratamento. O aumento na adesdo pode
diretamente influenciar em tratamentos mais eficazes e com menos casos recidivos e de

resisténcia aos antibioticos disponiveis.
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