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RESUMO

O Mycobacterium tuberculosis é o agente patogénico da Tuberculose. Uma das suas
principais caracteristicas esta relacionada com a sua capacidade de sobrevivéncia no interior
dos macréfagos. Muito embora a eficécia e tolerancia dos fArmacos disponiveis ndo esteja em
questdo, o desenvolvimento de resisténcias ¢ a falta de selectividade para as células-alvo
revela-se cada vez mais preocupante. A terapéutica actual prolonga-se por longos periodos de
tempo e requer a administragdo continua e repetida de doses elevadas de farmacos. Este facto,
em conjunto com os efeitos toxicos, relacionados sobretudo com a administra¢do sistémica,
contribui para a falta de adesdo dos doentes & terapéutica. E urgente o desenvolvimento de
novos farmacos ou o desenvolvimento de sistemas que permitam a libertacdo modificada dos
mesmos. As nanoparticulas lipidicas (nsLp) sdo formulagdes farmacéuticas com um elevado
potencial para direccionar e manter a concentragdo farmacologica nos tecidos-alvo, reduzindo
desta forma os efeitos sistémicos dos farmacos incorporados.

Neste trabalho desenvolveu-se um sistema lipidico-coloidal (nsLp), como
transportador da proteina LysB, uma proteina obtida por inducdo da sua expressdao em E. coli
recombinante (pMP302), que demonstrou ser eficaz na inibi¢ao do crescimento bacteriano de
culturas de Mpycobacterium smegmatis. A investigagdo realizada em culturas de
Mycobacterium smegmatis € em macrofagos infectados com o mesmo agente bacteriano
permitiram avaliar o efeito da incorporagdo da LysB em nanoparticulas lipidicas,
nomeadamente, na sua estrutura e actividade antimicrobiana.

Os resultados obtidos demonstraram que o sistema nsLp LysB ¢ mais eficaz que a
proteina na sua forma livre para a inibicdo do crescimento bacteriano de Mycobacterium

smegmatis, o que pode estar relacionado com a internalizacdo celular facilitada das particulas
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endocitaveis. O sistema nsLp LysB funciona assim como um transportador eficaz da proteina
para células fagocitarias.

A utilizagdo de proteinas fagicas com propriedades lipoliticas como agentes
terapéuticos da Tuberculose revela-se uma hipotese interessante. No entanto € necessario
garantir a vectoriza¢do destas biomoléculas a sua célula-alvo. A utilizagdo das nsLp com este
objectivo terapéutico revela-se uma inovacao tecnologica de sucesso, uma vez que estas tém
sido descritas como transportadores selectivos de farmacos para o tratamento de doengas

pulmonares.

Palavras-Chave: Agente antimicrobiano; Mycobacterium smegmatis; veiculagdo
selectiva; nanoparticulas lipidicas; proteinas liticas; Terapéutica direccionada; LysB;

nsLp LysB.
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ABSTRACT

The pathogen of tuberculosis is Mycobacterium tuberculosis. One of its main
characteristics is related to the ability of survival within macrophages. Although the drugs
currently available are relatively well tolerated and effective, the development of resistance
and difficulty in reaching the target cells (alveolar macrophages) is increasingly worrying.
The current treatment extends over long periods of time and requires the continuous and
repeated administration of high doses of drugs. Furthermore, the toxic side effects related to
the systemic administration also promote a non-adherence of patients to therapy. It is urgent
to develop new drugs or to develop systems that allow the modified release of same. Lipid
nanoparticles (nsLp) are one of the systems under development with a high potential to
increase and maintain the local concentration of drugs in target tissues, thus reducing its
systemic effects in the blended drugs.
The aim of this work is the development of a lipid-colloidal (nsLp) as a carrier of a protein
(LysB) that has proved being effective in inhibiting the growth of bacterial cultures of
Mycobacterium smegmatis. Thus, testing is carried out in cultures of Mycobacterium
smegmatis and in macrophages infected with the same bacterial agent in order to check
whether the effect of the free protein remained with the application of the nsLp LysB system.
The results showed that the nsLp LysB system is equally or more effective than the protein in
its free form for the inhibition of bacterial growth of Mycobacterium smegmatis, which could
be related with the easy cellular internalization of the endocytic particles. Therefore the
nsLp LysB system is a good carrier of this protein to phagocytic cells.
The use of phagic proteins with lipolitic properties as therapeutic agents of tuberculosis

appears to be an interesting hypothesis. However it is necessary to ensure the targeting of
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biomolecules to their target organ. The use of nsLp with this therapy appears to be a
technological innovation of success, as these have been described as excellent carriers of

drugs via inhalation for the treatment of lung diseases.

Key Words: Antimicrobial agent, Mycobacterium smegmatis; drug delivery system; lipid

nanoparticles; lytic proteins, targeted therapy; LysB; nsLp LysB.
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Capitulo 1. Introducao

1.1. Tuberculose

A Tuberculose (TB), ndo sendo uma patologia recente, continua a representar uma das
doencas infecciosas bacterianas mais importantes da actualidade ©% *! ') Trata-se de uma
infeccdo causada por uma bactéria, o Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), também
conhecido por bacilo de Koch, por ter sido identificado pela primeira vez por Robert Koch,
em 1882 G4 3% 14D g4 maig tarde, em 1907, Clemens von Pirquet, desenvolveu um teste
laboratorial de diagnéstico da TB, o teste da tuberculina, importante para a sua detecgao.
Ainda no século XIX, os bacteriologistas Calmette e Guerin desenvolveram uma vacina

4 122, 141 . Lo |
34, 35, ’ ), cuyja eficacia se resume a

preventiva, a Bacille Calmette-Guerin (BCG) (
prevencdo de infecgdes graves (meningite tuberculosa) ©" V. No entanto, foi apenas em

1944 com a descoberta da estreptomicina ¢ em 1952 com a descoberta da isoniazida que o

tratamento desta patologia foi possivel ¢* ©-.

1.1.1. Epidemiologia
Numa perspectiva global, estima-se que cerca de um ter¢o da populacdo mundial
esteja infectada pelo M. tuberculosis **'*V. Todos os anos surgem cerca de oito milhdes de

, .. 1~ 30, 44, 86, 100, 142
novos casos e, s6 em 2008, a TB vitimou 1,8 milhdes de pessoas (30, 44,86, 100. 142) ‘g dados da




Sistema nsLp LysB

Organizacdo Mundial de Saude @) indicam que, em 2008, surgiram 9,4 milhdes de novos
casos de TB %1%,

A distribuicdo global da doenca estd intimamente relacionada com o nivel
socioecondmico das populagdes. As causas do agravamento da infec¢do tém sido atribuidas,
em parte, ao aumento da pobreza, a situagdes de exclusao social como a toxicodependéncia, a
fendmenos migratdrios, ao incumprimento e desactivagdo de medidas de luta anti-tuberculosa.
Contudo, a pandemia Virus da Imunodeficiéncia Humana / Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (VIH/SIDA) e a problemadtica relacionada com o desenvolvimento de estirpes

. o - (8,30, 60, 86, 101
resistentes aos antibacilares representam os factores centrais (8, 30, 60, 86, 101)

1.1.2. Biologia e Infeccao do M. tuberculosis
O M. tuberculosis pertence a ordem Actynomycetales, subordem Corynebacterineae,

O3 Este

familia Mycobacteriaceae, que compreende apenas o género Mycobacterium
caracteriza-se por ser uma bactéria Gram-positiva e aerobia estrita, que se divide lentamente
em intervalos de 16 a 20 horas “"*°¥. A taxa de crescimento lento contribui, especificamente,
para a promogao de mecanismos que minimizam a resposta imunitaria inata e adaptativa do
hospedeiro, mas é também importante para que o agente patogénico desenvolva mecanismos
que lhe permitam permanecer num estado latente durante décadas “7 %%,

Morfologicamente, o M. tuberculosis apresenta uma forma bacilar, nao flagelada. Este
agente patogénico nao forma esporos, ndao apresenta capsula e ndo produz toxinas, sendo a sua
viruléncia resultado da sua capacidade de sobrevivéncia no interior de macréfagos do
hospedeiro “!%%.

As micobactérias, em particular o M. tuberculosis apresentam uma parede celular

muito pouco permeavel. Apesar de classificadas como Gram-positivas, as micobactérias
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apresentam uma parede celular complexa, constituida por uma camada de peptidoglicano
composta por unidades alternadas de N-acetilglucosamina e acido N-glicolil-murdmico,
situada logo a seguir & membrana citoplasmatica. Ligado ao peptidoglicano, por ligacdes
fosfodiéster, encontra-se o arabinogalactano cujas extremidades distais surgem esterificadas
com os acidos micolicos. Estes sdo acidos gordos de cadeia muito longa, responsaveis pelas
caracteristicas proprias destas bactérias, como sejam a sua hidrofobicidade e resisténcia

alcool-acido. Desta forma, contribuem para a resisténcia natural destas bactérias aos agentes

(18, 66, 70, 93)

terapéuticos (Figura 1.1)

Legenda:

A — Membrana citoplasmatica
B- Peptidoglicano

C- Arabinogalactano

D- Lipoarabinomanano

E- Proteinas

v | F- Acidos micolicos

'"11,'

<_»F -~-~..;:: ﬂ*’m[".- fir=
T Ijnﬂ VSN HFMI
-..l;:ALa;g@!ﬁL;J;l JODALL L el

G- Lipidos de superficie

m

r“%‘mﬁ T
UL,

Figura 1.1 — Estrutura da parede celular de uma micobactéria. Adaptado de Murray et al, 2005 ©*.

1.1.3. Fisiopatologia
O M. tuberculosis, cresce preferencialmente em tecidos com elevada concentragdo de
oxigénio, de que ¢ exemplo o tecido pulmonar, dando origem a uma sintomatologia,
inespecifica, que consiste em tosse intensa e persistente, febre, suores nocturnos, falta de

apetite, emagrecimento e cansaco facil. A infec¢do, embora apresente uma maior incidéncia
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pulmonar, pode disseminar-se para o sangue e restantes 6rgaos do organismo, principalmente
. : : 93)

rins, medula dssea e cérebro V7.

A principal via de transmissdo da TB ¢ respiratdria, por contaminagdo com aerossois

(7. 75, 135 14D " (g gerossodis

expelidos no esfor¢o da tosse, por um individuo infectado
libertados para o meio ambiente contém as particulas infecciosas que permanecem em
suspensdo, no ar circundante, por diversas horas “* 7> 3 Apés inalacdo, o M. tuberculosis é
fagocitado pelos macrofagos alveolares, iniciando-se uma cascata de fungdes antimicrobianas
que podem resultar no controlo da infecc¢do, seguido por uma TB latente ou, em 10% dos
casos, na progressao para doenga activa, designada por TB pulmonar ©h),

Independentemente do tipo de TB, activa ou latente, o desenvolvimento inicial
envolve a producdo de enzimas proteoliticas e citocinas pelos macrofagos com o objectivo de
degradar o agente infeccioso ®V. As citocinas libertadas atraem os linfocitos T para o local
conduzindo, deste modo, a formacdo de granulomas, lesdes do tipo nodular, que criam um
micro-ambiente capaz de limitar a replicacdo e a dissemina¢do dos bacilos G1. 14D " Contudo,
apesar da activagdo este ambiente destroi os macrofagos e conduz a uma necrose no centro da
lesdao. Em 2 a 3 semanas esta adquire um aspecto caseoso que ¢ caracterizado por niveis
reduzidos de oxigénio e pH, e também por um aporte nutritivo deficiente. Estas condi¢des
restringem o crescimento bacteriano e favorecem a progressao para o estado de laténcia. Em
individuos imunocompetentes, estas lesdes calcificam permitindo um eficaz controlo da
infeccdo por manutengdo dos bacilos num estado de dorméncia. No entanto, em situagdes em
que o sistema imunitario se encontra debilitado, ocorre a formagdo do granuloma mas as
defesas nao permitem a conten¢do do bacilo no seu interior, fomentando a sua disseminagao

. e prge . ~ SO 1,61,1
pelo sistema linfatico e consequentemente a infec¢do de outros 6rgaos (51,61, 135)
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Como referido anteriormente, a maior percentagem de infecgdes permanece em fase

latente durante a vida do individuo, no entanto, em alguns casos a progressdo para TB activa

ocorre num curto espaco de tempo (Figura 1.2) as3)

4-6 weeks Years — decades

Elimination Elimination Eliminaticon
of bacteria of bacteria of bacteria

Dendritic cell

~ Exposure 3\}‘1"7;’ / /LL_I“\. /

o—- N0 —b|‘o,1—1".
/}'},—\\k\\'\ \-_./} k

nnate response Adaptive Latent TB
response

Re-infection
and

h

re-activation

.l'\ tive ]F Active TB

Figura 1.2- Evolucao da infec¢do pelo M. tuberculosis ao longo do tempo. A maior percentagem de
infeccdes permanece em fase latente durante toda a vida do individuo. Alguns doentes podem

apresentar uma rapida progressao de TB latente para TB activa ou mesmo para TB com sintomas
6 (159

extra-pulmonares (5 a 10% do total de casos) Retirado de Young et al., 200

A imunossupressao, a idade, a malnutri¢do, o uso de corticosterdides e a frequente co-
infeccdo pelo VIH destacam-se como alguns dos factores que estdo na origem de uma
reactivagdo da patologia (1.39.141. 199 ' VIH néo s6 aumenta a probabilidade de um individuo
desenvolver a TB, como também diminui o intervalo de tempo livre entre a infecc¢ao latente e

. (120,126, 142
a doenga activa (120126142,

1.1.4. Terapéutica
O principal objectivo terapéutico no tratamento da TB ¢ a erradicac¢do da carga bacilar

no doente. Actualmente, a estratégia terapéutica consiste na combinagdo de potentes agentes
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bactericidas, de forma a reduzir a probabilidade de desenvolvimento de resisténcias, comuns
com a utilizacio de monoterapia @> ¢ #1:192)

Os farmacos habitualmente utilizados na terapéutica antibacilar classificam-se em dois
grupos principais, os de primeira e os de segunda linha. De um modo geral, sdo antibidticos
eficazes, mesmo nos estados mais avancados da doenca. No entanto, ¢ necessario administrar
pelo menos dois farmacos com mecanismos de accdo diferentes que, quando associados,
permitam uma eliminagdo total do agente patogénico. O tratamento ¢ promovido por periodos
de tempo prolongados, uma vez que a eliminag¢do de todas as bactérias ¢ dificil e um menor
intervalo de tempo poderia comprometer o sucesso da terapéutica *>* ¥ 199, Deste modo, esta
deverd ter a duracdo minima de seis meses, embora casos mais graves, como o da TB extra-
pulmonar, necessitem de um periodo terapéutico superior @ %192,

A isoniazida, a rifampicina, a pirazinamida e o etambutol representam os antibidticos
de primeira linha. Estes possuem uma actividade bactericida, combinam um elevado grau de
eficacia com uma toxicidade relativamente baixa para o doente e tém como objectivo a
eliminagdo dos bacilos metabolicamente activos. Os farmacos de segunda linha sdo apenas
utilizados quando existe alguma contra-indicacdo para a utilizagdo dos farmacos de primeira
linha, como o aparecimento de resisténcias ao tratamento de primeira linha > > 199 Qs
farmacos de segunda linha apresentam actividade bacteriostatica, revelam uma menor eficacia
terapéutica e uma toxicidade para o doente superior a apresentada pelos antibacilares de

primeira linha (Tabela 1.1) ®>1%?).
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Tabela 1.1 — Farmacos com eficacia demonstrada para o M. tuberculosis. Adaptada de OMS, 2008

(102)

L Antibacilares de 2? linha
Antibacilares : :
. ' . . Orais Com eficicia ndo comprovada
de 1" linha Injectaveis | Fluoroquinolonas ‘ ‘
bacteriostaticos para MDR-TB
Rifampicina Canamicina Levofloxacina Etionamida Clofazimina
Pirazinamida Amicacina Moxifloxacina Protionamida Linezolide
o _ . . Amoxicilina + Acido
Etambutol Capreomicina Ofloxacina Cicloserina _
clavulanico
Rifabutina | Estreptomicina Terizidona Claritromicina
Acido p-amino- )
o Imipenem
salicilico
Tioacetazona

Uma terapéutica eficaz caracteriza-se por uma ac¢ao bactericida inicial, de forma a
combater rapida e eficazmente os microrganismos em crescimento, com uma subsequente
esterilizagdo da populacao de bacilos na fase de laténcia, dividindo-se o tratamento em duas
fases complementares e distintas ®> '°?. Os regimes terapéuticos apresentam uma fase inicial
(2 meses) em que sdo administrados os quatro firmacos de primeira linha em simultdneo
(isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida), e uma segunda fase com a duragdo de 4
meses, em que apenas se mantém o tratamento com a isoniazida e a rifampicina.

Na maioria dos casos, os farmacos sdo bem tolerados pelos doentes. Contudo,
apresentam alguns efeitos adversos que, em conjunto com o elevado nimero de tomas didrias,
dificultam a adesdo a terapéutica por parte do doente e contribuem para o desenvolvimento de

2 1, 102, 142 7 ot ~ . . ~
(25 71, 102199 "Egta ¢ uma problematica quase tdo antiga como a introdugdo no

resisténcias
. . , . . 2 1 . .
mercado dos primeiros fArmacos antibacilares @* *Y. A Tuberculose multirresistente (MDR-

TB) ¢ caracterizada pela presenca de uma estirpe resistente aos dois farmacos de primeira
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. .. . . . .. . .. 25.29
linha, essenciais e mais eficazes no tratamento da patologia, a rifampicina e a isoniazida (25,29,

59, 81, 84, 129 TR C L . .
+ 8184129 “ A MDR-TB ¢ mais dificil de tratar, mais dispendiosa e apresenta uma maior

(@3, 81 192) " Estas situacdes particulares implicam a implementacio de regimes

mortalidade
terapéuticos diferentes, nos quais ¢ importante proceder a substituicao do farmaco para o qual
foi observada uma resisténcia por um farmaco de segunda linha necessitando, na maioria dos
casos, de periodos de tratamento superiores. Um regime terapéutico alternativo na presenca de
uma resisténcia a rifampicina poderd ser a administracdo de isoniazida, estreptomicina e
pirazinamida, duas a trés vezes por semana durante 7 meses @ .

Para além do incumprimento dos regimes terapéuticos, por ndo adesdo do doente,
outros factores como a implementacdo de regimes terapéuticos inadequados, a viruléncia do
proprio agente patogénico, a existéncia de transportadores que podem estar na origem de uma
resisténcia intrinseca ou adquirida aos diferentes farmacos, os factores genéticos do proprio
hospedeiro e a co-infecgdo com o VIH, contribuem para o desenvolvimento de uma MDR-TB
(25,129)

Recentemente, tém surgido estirpes com um padrao de resisténcia diferente do
observado em casos de MDR-TB. O Center for disease control (CDC) designou esta nova
apresentacdo de Tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB). A XDR-TB ¢
caracterizada pela presenca de uma infeccdo cujos isolados sdo resistentes a isoniazida e a
rifampicina, a qualquer uma das fluoroquinolonas, e a pelo menos um dos farmacos

.. , . . . . .. .. 1.2 4 ,
injectaveis de segunda linha (amicacina, canamicina ou capreomicina) " % - *_ Portugal ¢

um dos 57 paises em que esta forma de resisténcia ja foi identificada, tal como indica a figura

1.3,
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i

g
Amgentina  Burkina Faso Georgia - Kenya Nepal Qatar Swazland
Amenia Canada Germany Latvia Netherlands Republic of Korea  Sweden
Australia China India Lesotho Norway Republic of Moldova Thailand
Azerbaijan Colombia Iran (lslamic Rep. of) Lithuania Oman Romania Ukraine
Bangladesh Czech Republic Ireland Mexico Peru Russian Federation United Arab Emirates
Belgium Ecuador Israel Mozambique Philippines Slovenia United Kingdom
Botswana Estonia ftaly Myanmar Poland South Africa United States of America
Brazil France Japan Namibia Portugal Spain Uzbekistan

Viet Nam

Figura 1.3 — Representa¢do esquematica onde estdo representados os paises que, até Setembro de

2009, reportaram pelo menos um caso de XDR-TB. Retirado de OMS .

A problematica da resisténcia aos antibioticos nao ¢ exclusiva da TB. Muitos outros
agentes bacterianos com resisténcias aos antibidticos tém sido alvo de uma grande
preocupagio em termos de Saade Publica “” '*. Por esta razdo, tém-se assistido a procura de
novas alternativas terapéuticas eficazes e promissoras para o tratamento de infecgdes

resistentes %,

Assim, por um lado, tém-se assistido a um interesse crescente nos
bacteridfagos, virus que infectam bactérias, e que podem no final do seu ciclo de replicagdo
lisar a célula hospedeira ®”. Por outro lado, a procura de novas abordagens terapéuticas para
farmacos ou moléculas activas existentes parece, também, ser uma solugdo auspiciosa. De
facto, se for possivel direccionar a terapéutica, diminuindo os efeitos adversos, o numero de

tomas didrias e o periodo de tratamento, as resisténcias poderdo ser diminuidas e as

terapéuticas tornar-se-ao mais seguras e eficazes.
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1.2. Bacteriofagos
Os bacteridfagos sdo virus que infectam células bacterianas, perturbando o seu
metabolismo e promovendo, em alguns casos, a lise da célula. Estes representam uma das
. . . . . 2
entidades mais abundantes no meio ambiente (existem cerca de 10°° a 10°%) desempenhando
. . s o . (1, 63, 110)
um papel importante na regulacdo do equilibrio microbioldgico dos ecossistemas .
Foram inicialmente identificados, em 1915, por Frederick W. Twort e, em 1917, Félix
. s 20, 42 134 ~ . .
d’Herelle, designou-os de bacteridfagos 2% #7139 Egtes sdo entidades que, necessitam do
metabolismo e dos recursos energéticos e materiais das bactérias hospedeiras para a sua
replicagdo. Os bacteriéfagos sdo constituidos por um tipo de acido nucleico, acido
desoxiribonucleico (ADN) ou 4cido ribonucleico (8), de cadeia simples ou dupla (dsADN),
protegido por uma céapside de natureza proteica ou lipoproteica. Na sua grande maioria podem
. . . ~ yee (21, 63)
ainda apresentar uma cauda, elemento importante para a sua classificagdo em familias .
Os fagos estdo classificados em familias, de acordo com a natureza do seu genoma e
(g - . (1, 63, 87) . . .
as caracteristicas morfologicas das suas particulas . A maioria dos fagos descritos até
\ ~ - (63, 85, 87, 95)
a data sao dsDNA, fagos com cauda que apresentam um ADN de cadeia dupla . Os
bacteriofagos, quando no exterior da célula hospedeira, encontram-se sob a forma de
particulas metabolicamente inertes, no entanto, aquando da infecc¢do, t€ém a capacidade de
redireccionar toda a maquinaria celular do hospedeiro para expressao dos seus proprios genes,
replicagdo do seu genoma e sintese de novos virides 7 #7.
Os bacteriofagos podem, de acordo com o seu ciclo de vida, ser classificados em
. (63, 79, 87) S -
virulentos ou temperados . Os fagos temperados ou lisogénicos, ao contrario dos

virulentos, que lisam a célula hospedeira, permanecem num estado latente, integrando o seu

material genético no ADN cromossomal da bactéria (Figura 1.6) 7 *7_ A inducéo do ciclo

10
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litico pode ocorrer de forma espontdnea ou ser provocada por alteracdes das condig¢des
ambientais, por agentes quimicos e antibidticos. A replicagdo de uma particula fagica pode
resumir-se em diferentes etapas. Inicialmente, ocorre a adsor¢do da particula fagica aos
receptores especificos na célula hospedeira. Seguidamente, o material genético do fago
penetra na membrana celular e ¢ injectado no interior da célula hospedeira. Apos atingir o
citoplasma, inicia-se uma fase de replicagdo do genoma fagico, com a producao dos diferentes
componentes fagicos e posterior formacdo de novas particulas virais que, apos a lise celular,
sdo libertadas e infectam novas células (Figura 1.4) 3.7 No entanto, a lise so é possivel
ap6s a producao de duas proteinas essenciais: uma endolisina, que ataca a parede celular e
destr6i uma das quatro ligacdes do peptidoglicano, e uma holina, que controla a lise e coopera

com a endolisina para atingir o seu alvo *-5.

11
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Figura 1.4 — ©® Ciclo Litico de um Bacteriofago. A. Adsor¢do do fago aos receptores da célula
hospedeira e penetragdo do material genético; B. Degradacao do genoma da célula hospedeira; C.
Replicagdo do ADN fagico; D. Formacao dos diferentes componentes das particulas fagicas; E.
Introdu¢do do ADN fagico na capside; F. G. Formacao das novas particulas fagicas; H. Lise da célula
hospedeira e libertagdo dos fagos produzidos. @ Ciclo litico e lisogénico de um bacteriofago. No ciclo
lisogénico, o genoma fagico ¢ integrado no genoma da célula hospedeira. Adaptado de Kropinski,
2006 7.

Com base na capacidade, inerente aos bacteriéfagos, de lise da bactéria hospedeira,

surge a terapia fagica. Este conceito ndo € recente e a sua primeira aplicagdo terapéutica, em
. y (7, 42, 87, 134) . .

humanos, ocorreu logo apds a descoberta dos bacteridfagos . Na antiga Unido

Soviética e Europa de Leste, este conceito foi frequentemente aplicado na prevengdo e

tratamento de infecgoes (7.53.63) No entanto, a sua utilizag¢do foi abandonada, na década de 40,
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em detrimento dos antibidticos e, principalmente, devido a sua falta de credibilidade e
seguranga 0 53.63.87.139)

Actualmente, o crescente problema das infecgdes resistentes a antibioticos e o
constante problema da inércia na investigacdo de novos antibiodticos de sucesso tem motivado
a investigacdo de novos bacteriéfagos para aplicagdo clinica, bem como de proteinas
estruturais dos fagos, renovando o interesse nestas terapéuticas alternativas (2 2% 42 63 8. 139)
Existem estudos que descrevem também a utilidade de bacteriéfagos como transportadores de

o A A . . 11,28, 151
antibidticos, direccionando a terapéutica as células ou tecidos-alvo a que se destinam - 2% 1!

153)

1.2.1. Micobacteriofagos

Os micobacteriofagos sdo bacteridfagos que apresentam a capacidade de infectar
micobactérias e foram pela primeira vez isolados ha mais de 60 anos ®* "% Y A sua
utilidade para o diagnéstico de infecgdes micobacterianas, como a TB, e para o
desenvolvimento de ferramentas genéticas importantes no estudo das micobactérias tem sido
demonstrada por alguns investigadores ¢ ¢ 110112113,

As cassetes liticas de bacteriofagos que infectam micobactérias contém, como todos os
bacteriéfagos de dsADN, uma endolisina e uma holina ©* 5% 82159,

O micobacteriéfago Ms6 ¢ um fago temperado, de dSADN, que pertencente a familia
Siphoviridae e que apresenta a capacidade de infectar Mycobacterium smegmatis (M.
smegmatis) ** > 117 A cassete litica do fago Ms6 ¢ constituida por 5 genes. Tal como todos
os fagos de dsDNA, este contém os dois genes essenciais para a lise da célula hospedeira: o

gene lysA (gp2) que codifica para uma endolisina e o gene kol (gp4) que codifica para uma

holina. Entre estes dois genes, situa-se o gene lysB que codifica para uma proteina com

13
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(54.57.58) ()¢

actividade lipolitica trabalhos realizados com base neste principio por Gil (2008)

revelaram que a adigdo desta proteina a uma cultura de M. smegmatis resulta, em

. _— . . . 57
determinadas condi¢des, na inibigio do crescimento bacteriano ©”

. Por outro lado, pela
analise dos diferentes componentes lipidicos constituintes da parede celular micobacteriana o
investigador concluiu também que o tratamento das células de M. smegmatis com LysB
conduzia a uma alteracio na fraccdo lipidica apolar ®”®. Desta forma e tendo em vista a
complexidade da parede das micobactérias, pensa-se que a proteina LysB, e proteinas
homologas, desempenham um papel importante na lise das micobactérias (57,58, 65)

A utilizagdo de proteinas fagicas capazes de degradar a parede das células bacterianas
tem sido avaliada, com o objectivo de uma possivel aplicagdo terapéutica. No entanto, uma
das questdes que tem sido discutida prende-se com a estabilidade destas proteinas “in vivo”,
ou seja, de que forma deverd ser feita a sua administracdo para que atinjam o seu local de
accao.

A aplica¢do de nanoparticulas como transportadores submicrométricos parece ser a
chave para a aplicacdo de uma terapéutica direccionada de proteinas e péptidos !*. Na sua
maioria, consideram-nas como veiculos eficazes para o transporte de farmacos directamente

ao local de acg¢do. No que respeita a TB tém sido exaustivamente estudadas para a

administracao terapéutica de farmacos por via inalatoria.

1.3. Nanomedicina
A nanomedicina ¢ um conceito que abrange diferentes areas cientificas, como a
nanotecnologia ¢ a nanotoxicologia. A estas associa-se a investigacao e desenvolvimento de
nanoestruturas organicas ou inorganicas, bem como o estudo das suas interac¢cdes com 0s

. . 45. 91 . . M . . ~
organismos vivos “>°". O conceito de “drug delivery systems” ou sistemas de veiculagdo de
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farmacos constitui uma area transversal a este universo, que tem sido intensamente explorada
pela comunidade cientifica % 1332 8- 91109119 "o 4 aplicagdo de sistemas de veiculagio a
pratica clinica pretende-se o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, nas quais
estes sistemas representam potenciais transportadores de moléculas activas a tecidos-alvo, que
podem ser organelos muito especificos ou células individualizadas (13.52. 109119 " Og sistemas
de particulas coloidais, entre os quais se destacam as nanoparticulas poliméricas, os sistemas
micelares poliméricos, nanoparticulas lipidicas e sistemas lipossomais, encontram na
nanomedicina uma diversidade de aplica¢des, nas quais € possivel incluir, o transporte

. . T . . - e (3,9,12,19,74,76
selectivo de farmacos, a terapéutica imunolégica, a imageologia e o diagnéstico ©-°- 12 1% 7476

89,91, 114, 133, 136, 157)
Em infecciologia, a aplicabilidade destas ferramentas a escala nanométrica, traduz-se
no desenvolvimento de sistemas coloidais para o transporte de agentes terapéuticos. Estes tém

sido estudados para o tratamento experimental de diferentes patologias infecciosas, incluindo

a TR (10: 14.19.40, 55, 109)

1.3.1. Sistemas de veiculacdo de farmacos

A nogdo de transportador, em nanotecnologia, compreende o desenvolvimento de
dispersdes de particulas submicrométricas, que apresentam a capacidade de incorporar
agentes terapéuticos ou imageolégicos (> 3% 8 109 136 " Apecar do interesse crescente nos
sistemas de veiculacdo de fdrmacos para fins terapéuticos e de diagnostico imageologico,
actualmente, existem ainda poucos sistemas com aprovagdo para uso clinico !> ''¥. A mais-
valia terapéutica destes sistemas de particulas estd relacionada com a sua capacidade para
(19, 32, 55,91, 97, 114)

incorporag¢ao de farmacos, administragdo e distribuicao ao alvo terapéutico

O tipo de interaccdo com os sistemas bioldgicos ¢ uma caracteristica importante para o
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sucesso de um sistema de particulas, nao s6 devido a natureza do material base, mas também
devido a carga de superficie e dimensdo da entidade dispersa, que influenciam o seu

T . ~ ~ e Lo~ (13,32
comportamento “in vivo ”, ou seja, a sua reten¢do, absor¢do, metabolizagdo e eliminacdo (13,32,

114, 118)

A natureza das matérias-primas de suporte constitui um aspecto essencial no que se
refere a capacidade de, apds administragdo, direccionar o farmaco a alvos especificos. A gama
de materiais disponiveis para desenhar matrizes biocompativeis, susceptiveis de serem
utilizadas em tecnologia farmacéutica ¢ vasta. De facto, a estrutura destas particulas reflecte
as suas capacidades em ultrapassar as membranas bioldgicas e condiciona as vias de
administracdo possiveis. Os materiais de natureza lipidica parecem vantajosos por serem
constituintes naturais dos organismos vivos, nos quais se apresentam sob diferentes formas e,
por essa razio, desempenham funcdes diversas (27 4% 91: 113. 114.143)

O desenvolvimento de sistemas selectivos tem como objectivo a veiculagdo de
moléculas ou farmacos, usufruindo das vantagens do transportador. Se, por um lado, o
transportador constitui uma barreira fisica e quimica protegendo a molécula, no seu interior
ou a ele ligado, da degradagdo enzimatica propria dos mecanismos fisiologicos. Por outro,
permite direccionar moléculas a um o6rgdo alvo, restringindo a este a sua actividade
farmacoldgica e limitando a possibilidade de ocorréncia de efeitos adversos associados, na
maior parte dos casos, a administragio da forma livre @ ' 4! 114138 Degte modo, a aplicagio
de sistemas coloidais a pratica clinica permite direccionar o farmaco directamente ao seu local
de acgdo e alterar a sua farmacocinética, farmacodinamica e toxicidade. Assim, ¢ possivel
aumentar a efectividade terapéutica, alterando o indice terapéutico da forma livre, sem que

. . . .. , .o 19.114. 1
isso implique um aumento da toxicidade dos fArmacos administrados ' 114 139,
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Os lipidos, nomeadamente os triacilglicerdis, tém, ultimamente, suscitado uma atencao

crescente dos meios cientificos, sobretudo devido a sua capacidade unica em atingir
. g, (96, 149) T .

compartimentos bioldgicos . De facto, transportadores de natureza lipidica tais como, os

(19, 73, 97, 138, 147, 148)

43,94, 128, 133, 158 19, 39, 55,107, 113
(43,94, 128, 133, ),asSLN(’ :35, 107, 113) o 4o

lipossomas , as microparticulas

(144)

nsLp sdo, actualmente, objecto de investigagdo cientifica, para fazer face a desafios em

, . . . (13,26,38,55,77,152
areas diversas da nanomedicina ('*- 2% %977 132),

O desenvolvimento de dispersdes de lipidos sélidos, embora recente, causou uma
grande expectativa ao nivel da nanotecnologia, sobretudo pela sua adequabilidade aos

compostos bioterapéuticos %),

De um modo geral, uma dispersdo lipidica resulta da
homogeneizagdo de duas fases imisciveis, uma constituida por um ou mais lipidos
previamente fundidos ou dissolvidos em solvente apropriado, e outra constituida por uma
solucao aquosa de tensioactivo. Este procedimento permite obter sistemas de particulas sob a
forma de SLN, NLC e nsLp (% %% 107 113. 144159 * A pigcompatibilidade destes sistemas
lipidicos e a facilidade com que trespassam as barreiras celulares, incluindo o epitélio bronco-
alveolar, estdo intimamente relacionadas com o didmetro submicrométrico, € com 0s seus
constituintes maioritarios, particulas, 4gua, lipido e tensioactivo ©>*?. Os lipidos (mono, di e
triglicéridos ou ceras) utilizados para o desenvolvimento destes sistemas, dada a sua lipofilia,
constituem sistemas adequados sobretudo ao transporte de macromoléculas lipofilicas ou
substancias activas fracamente hidrosolaveis ©> 7. As nsLp, como sistemas lipidicos para

veiculagdo de farmacos, sdo constituidas por excipientes farmacéuticos, vulgarmente

utilizados na tecnologia de formas sélidas e semi-sélidas.
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1.3.2. nsLp
Os sistemas dispersos para veiculacdo de farmacos sdo constituidos por particulas
lipidicas, tais como as SLN, as NLC ou as nsLp, e podem ser definidos como suspensdes
nanométricas, organizados aparentemente como uma estrutura compacta, que apresenta a

. . . . . 92, 152
capacidade de aprisionar moléculas no reticulado da matriz formada ©* '?

. Estes, ao
contrario dos lipossomas, apresentam uma maior estabilidade e eficiéncia de incorporagao de
farmacos, e sdo considerados sistemas seguros, que ndo apresentam o risco associado a
utilizagdo de solventes organicos, presentes em alguns sistemas poliméricos ' '°”. O custo
de producao ¢ também um factor importante, e as nanoparticulas lipidicas apresentam como
vantagem um custo inferior ao de outros sistemas transportadores 7.

O método de produgdo de sistemas dispersos de nanoparticulas lipidicas representa,
um factor influente para as caracteristicas do produto final. A prepara¢ao de nanoparticulas a
partir de lipidos solidos exige a fusdo do lipido que a constitui, como tal, o controlo da
temperatura de fusdo ¢ um dos pardmetros a monitorizar. As propriedades das nanoparticulas
lipidicas preparadas através de um método de emulsificacdo/solidificag@o resultam da relagao
entre a forca de agitagdo e a dispersao obtida, dispensando este método de condigdes extremas
de pressdo e de concentracio de tensioactivo 4.

As dispersdes de nanoparticulas lipidicas apresentam as vantagens inerentes aos dois
estados da matéria, solido e liquido (149 pe facto, esta estrutura contribui ndo s6 para a
eficacia das nanoparticulas lipidicas no que respeita a retengdo do fairmaco no seu interior,
mas também para o seu desempenho como transportador “in vivo”, que apresenta uma

. L _ . C 1. 144, 14
capacidade propria para a transposicdo de barreiras biologicas !4 19,
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14. Macroéfagos alveolares como alvo de terapéuticas intracelulares

O desenvolvimento de terapéuticas intracelulares ndo é uma necessidade recente %27
O desafio consiste em desenhar e formular transportadores que apresentem afinidade para as
células fagociticas 19 Os lipossomas e as nanoparticulas sdo dois tipos de transportadores
desenvolvidos para este tipo de estratégias. A natureza coloidal, biodegradavel e similar aos
parasitas intracelulares favorece a interaccdo destas particulas submicrométricas com os
organitos celulares, permitindo a sua utilizagdo em patologias como a TB, principalmente,

o o . ca . 9, 55, 97
devido a sua especificidade para células fagocitarias como os macréfagos alveolares - *> °7

113)

As infecgdes bacterianas intracelulares sao particularmente dificeis de erradicar, uma
vez que os microrganismos por elas responsaveis lutam pela sua sobrevivéncia utilizando
mecanismos de defesa sofisticados como a inibi¢ao da fusdo do fagolisossoma, a resisténcia a
accdo das enzimas lisossomais e a producdo de radicais de oxigénio importantes na defesa
contra os macrofagos do hospedeiro “ ** ') Apesar do desenvolvimento e comercializagio
de novos antibidticos potentes, o tratamento destas infec¢des revela-se ineficaz, nao
permitindo a eliminacdo total do agente patogénico ®”''¥. Com a adsor¢éo e encapsulacio de
novas moléculas activas ou de antibidticos ja existentes em transportadores coloidais como,
os lipossomas e as nanoparticulas, pretende-se uma distribui¢do exclusiva as células

infectadas, melhorando a sua eficacia terapéutica (Figura 1.5) ©>97- 113,
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Legenda:
P- Fagossoma
L- Lisossoma
PL- Fagolisossoma
. Lipossoma ou nanoparticulas

@ Lipossoma ou nanoparticulas
biodegradados por enzimas lisossomais.

4 Bactéria A&F Degradagdo bacteriana

|:| Enzimas lisossomais

Figura 1.5 — Mecanismo de accdo de transportadores submicrométricos, lipossomas e nanoparticulas,
com moléculas activas encapsuladas sobre o seu alvo especifico, agentes patogénicos intracelulares.

Adaptado de Pinto-Alphandary et al, 2000 "',

1.5. Administracio Pulmonar

O tracto respiratorio superior estd fundamentalmente ligado a filtracdo, humidificacdo
e ajuste da temperatura do ar inspirado. Pelo contrdrio, as vias aéreas inferiores estdo
envolvidas na dindmica funcional das trocas gasosas, que se processam entre as unidades
respiratdrias periféricas, os alvéolos, e os capilares pulmonares. Assim podemos distinguir
duas regides em termos de funcionalidade, as vias aéreas de conducdo (VACs) e o pulmao
profundo. A remocdo de particulas, orginicas, bioldgicas e inorganicas, depositadas no
espago pulmonar ¢ fungdo do diametro das mesmas e envolve diversos processos, como a
dissolucdo nos fluidos pulmonar ou intersticial, a fagocitose pelos macrofagos alveolares ou a
difusdo ou passagem pelo epitélio bronquico e alveolar (19 Assim, consideram-se dois
fendmenos fundamentais na absorcao de particulas coloidais que atingem a regido alveolar: a

fagocitose pelos macréfagos alveolares ou a passagem ao intersticio pulmonar.
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No que diz respeito as doengas pulmonares, uma maior eficacia terapéutica sé sera
encontrada através do balango entre os novos sistemas terapéuticos € as vias de administragao
alternativas. Esta abordagem, paralelamente a incorporagdo de farmacos em matrizes
coloidais, deve permitir controlar de forma selectiva a ac¢do terapéutica e trazer beneficios

.. A . .. . (9, 80, 103, 131)
em relacdo as terapéuticas convencionais administradas por via endovenosa e oral .

Convencionalmente, a administracdo pulmonar ¢ utilizada essencialmente em
patologias das vias respiratorias como a asma e fibrose cistica 0.8 Contudo, a nebulizagio
de farmacos com a finalidade de obter um efeito sistémico representa um conceito que tem
evoluido ao longo dos anos para a aplicacdo de alguns farmacos especificos como anestésicos,
analgésicos, hormonas (insulina, calcitonina, factor de crescimento), heparina (32, 50, 80, 119, 121,
131) . .. - . . . . .

. Esta via de administracdo particular apresenta a vantagem de evitar o efeito de primeira
passagem hepdtica, o que permite reduzir a dose administrada uma vez que o farmaco inalado
pode ser absorvido na sua totalidade em consequéncia da superficie epitelial pulmonar © **
103, 114, 119, 136) ‘o . ~ .

. Uma outra caracteristica relevante na administragcdo pulmonar relaciona-se com
a actividade enzimatica, que apresenta niveis muito inferiores aos encontrados no tracto
gastrointestinal, tornando possivel a administragdo pulmonar de biomoléculas ou moléculas

o g . (32,80, 114, 119) ~ a4,

sensiveis como, péptidos, proteinas ¢ ADN . Desta forma, sdo atribuidas inimeras
vantagens as formas farmacéuticas para inalacdo, € aos aerossOis em particular. Estas
formulagdes apresentam uma area de superficie elevada relativamente a entidade dispersa, o
que em conjunto com as caracteristicas estruturais do pulmdo, nomeadamente a area
respiravel disponivel, torna-as um sistema terapéutico de eleicdo. Estas formas farmacéuticas
podem ser utilizadas para o tratamento de doengas pulmonares e/ou outras patologias com

envolvimento sistémico, desde que, sejam ultrapassadas as barreiras pulmonares: surfactante

pulmonar, o fluido de superficie, os epitélios e membrana basal e o espago intersticial e tendo
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oy N fs o~ (80, 121 . ~
em conta as caracteristicas de vascularizacdo do proprio 6rgdo ®0. 12D " A inalacdio de um
farmaco gera uma accdo terapéutica local rapida, mesmo por administracio de doses
inferiores as que seriam necessarias no caso da administragdo intravenosa ou pelo tracto
. .1 (80, 114, 121) Py . ~ -
gastrointestinal . A possibilidade de reduzir a concentracdo necessaria para obter
efeito farmacoldgico, oferece ainda a vantagem de ser possivel controlar a concentracdo de
farmaco inalado, de modo a atingir concentragdes sistémicas baixas, reduzindo a
o . . - (9,114)
probabilidade de desenvolvimento de efeitos laterais .
As caracteristicas das nanoparticulas lipidicas como a cristalinidade da matriz, o dm e
a distribuicdo granulométrica das dispersdes sdo pardmetros importantes a ter em
consideragdo aquando da seleccdo de um sistema de veiculagdo de farmacos para

administracio pulmonar **.

1.5.1. O pulmdo como via de administracio de sistemas coloidais para o
tratamento da TB

O desenvolvimento de transportadores coloidais, capazes de conduzir selectivamente

agentes terapéuticos, utilizando vias de administragio convencionais, tem sido

exaustivamente investigado com o objectivo de diminuir ou suprimir os efeitos colaterais e

aumentar a sua eficicia terapéutica ©' % 103 136157

Neste contexto, torna-se
extraordinariamente importante uma vantagem atribuivel as nanoparticulas lipidicas, a
possibilidade de serem administradas por diferentes vias, entre quais a pulmonar, a
intravenosa, a intranasal, a oral, a ocular, e a transdérmica (9,55, 118, 136, 145, 146)

De facto, relativamente a incorporagdao de agentes antibacilares, numerosos sistemas

, A . 1 . A .
de nanoparticulas tém sido propostos " '*”. De um modo geral, o insucesso das terapéuticas

antibacilares esta relacionado com a nao adesdo do doente, resultante, em parte, do elevado
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, . 9, 103, 157, 158
nimero de tomas didrias, durante periodos de tempo prolongados ©. 103, 157, 1138) - Ag

nanoparticulas, os lipossomas e as microparticulas formulados como sistemas transportadores
sdo rapidamente capturados pelas células fagociticas e, em especial, pelas células de Kupffer
no figado, permitindo, deste modo, o seu acesso a qualquer outro 6rgdo do organismo,
incluindo o pulmdo. A crescente incidéncia da TB pulmonar exige o desenvolvimento de
alternativas terapéuticas eficazes. Deste modo, a aplicacdo de sistemas transportadores que
aumentem a biodisponibilidade e a biodistribui¢do de farmacos no principal alvo de acgdo, o
pulmao, ¢ urgente (103. 157, 138) * 7ahoor et al (2005) concluiu que a administragdo por meio de
aerossois de nanoparticulas contendo farmacos antibacilares encapsulados aumenta a sua
biodistribui¢do no 6rgado alvo, e também em diferentes partes do organismo. Com este estudo
observou ainda uma retencdo dos farmacos administrados, em diferentes tecidos, por um
periodo de quinze dias "°”. De um modo geral, as vantagens da utilizagio de sistemas
transportadores de terapéuticas antibacilares relacionam-se com a possibilidade de libertagao
dos farmacos de forma controlada, prevencao da degradagdo prematura das moléculas activas
e também reducdo da sua toxicidade @ °7.

Pandey et al (2004) desenvolveram um estudo experimental com o objectivo de
avaliar a biodistribuicdo de fArmacos antibacilares, isoniazida e rifampicina, encapsulados em
transportadores lipossomais em modelo animal apds administracdo pulmonar por nebulizagao.
Com o estudo concluiram que, com apenas uma administragdo, os niveis terapéuticos eram
mantidos durante um periodo de tempo (cerca de 48h) superior, quando comparados com a
administracdo do farmaco na sua forma livre, o que significa que é possivel reduzir a

A . o e ~ S A : 1
frequéncia de administragio sem alterar a eficcia terapéutica '

. Neste contexto, a
administracdo pulmonar emerge como uma op¢ao a via sistémica. A administragdo pulmonar,

apresenta vantagens significativas, relacionadas com as suas propriedades estruturais,
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funcionais e bioquimicas, estando uma das caracteristicas mais importantes relacionada com o
facto de esta barreira bioldgica, em contacto com o exterior, corresponder a uma elevada
superficie de absor¢do ao nivel do epitélio e do espaco intersticial & % 10119,

Um dos principais motivos de elei¢do da terapéutica inalatoria para a administracao
pulmonar de sistemas transportadores submicrométricos de fairmacos antibacilares, prende-se
com o facto de, ndo sendo uma técnica invasiva, esta permitir uma maior adesao a terapéutica,
por parte do doente ®”. Assim, a inalacdo podera constituir a via de eleicdo alternativa aos
métodos convencionais de tratamento da TB, adequada inclusive ao tratamento em
ambulatorio.

Os sistemas transportadores assumem uma enorme importancia na area dos novos
sistemas terapéuticos, sobretudo quando had necessidade de direccionar o farmaco, tanto
quanto possivel, para uma regido especifica de um o6rgdo ou tecido, preservando a sua
actividade e tornando-o disponivel em dose terapéutica '* '®?. As nanoparticulas tém sido
estudadas como veiculos transportadores de farmacos, passiveis se serem aplicados em
doengas com caracteristicas bem distintas, entre as quais a TB 103139,

Sharma et al (2004) desenvolveram um estudo, no qual, compararam a eficacia de um
sistema de nanoparticulas, com firmacos antibacilares incorporados, ap6s administragdo por
via inalatéria, com a eficacia dos mesmos na sua forma oral convencional. Estes concluiram
que o sistema transportador por eles criado permitia uma libertagdo do farmaco no seu local
de accdo, de forma controlada, obtendo-se uma contagem de UFC (Unidades formadoras de
coldnias) indetectavel apds a administragdo de trés dosagens com intervalo de 15 dias entre
cada aplicagdo. Por outro lado, com a administragdo oral, o0 mesmo efeito terapéutico so seria

visivel apés 45 dias de tratamento consecutivos. Verificaram ainda que, ao contrario do

farmaco livre, ndo parecia existir nenhum sinal de hepatotoxicidade apos a administragao
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pulmonar deste sistema de particulas 7.

Este estudo vem reforcar a aplicagdo das
nanoparticulas como transportadores de farmacos/moléculas activas no tratamento desta
patologia especifica, uma vez que, através dele ¢ possivel reduzir os efeitos adversos e a dose
terapéutica, aumentando a eficicia do tratamento. Também Pandey et al (2003)
desenvolveram um sistema de nanoparticulas, no qual incorporaram trés farmacos
antibacilares, a isoniazida, a pirazinamida e a rifampicina, com o objectivo principal de
formular um sistema terapéutico, para administragdo pulmonar, capaz de reduzir a frequéncia
posologica didria, caracteristica dos regimes utilizados para a TB, aumentando a adesdo do
doente a terapéutica. Assim, concluiram que com a aplicagao de um sistema de nanoparticulas
para veiculagdo de farmacos ¢ possivel reduzir ndo s6 a dose mas também frequéncia
posologica, mantendo o mesmo efeito terapéutico (199 Os autores referem ainda que, mesmo
com administragdes sucessivas do composto terapéutico, ndo se observa hepatotoxicidade,
sendo a ocorréncia de efeitos adversos menor, comparativamente a administragdo do farmaco
na sua forma livre '°. Este estudo, quando comparado a um outro estudo dos mesmos
investigadores permite também a comparagdo entre a via de administragdo pulmonar com a
oral e subcutanea, concluindo-se que a eficacia terapéutica ¢ superior apds a administracao
pulmonar, uma vez que, ao contrario da via oral e subcutanea, esta permite uma reducao da
carga bacilar a niveis indetectaveis (%1%,

Uma outra questdo importante relaciona-se com a administragdo de proteinas e
péptidos por via inalatdria, até a data considerada controversa e de dificil realizagdo. A
administracdo pulmonar permite uma rapida absor¢do da molécula activa. Contudo, este
factor nem sempre representa uma vantagem, uma vez que uma curta duragcdo do efeito

terapéutico pode significar a necessidade diaria de multiplas doses. Por outro lado a

administracdo pulmonar de tais moléculas promove, na maioria dos casos, a ocorréncia de
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reaccOes antigénicas por parte de algumas linhagens celulares localizadas no pulmao. Mais
ainda, a instabilidade destas preparagdes, ¢ também uma contra-indicagdo, uma vez que a via
de administragdo pode reduzir a sua actividade biologica. A utilizacdo de transportadores
coloidais para a administracdo de proteinas e péptidos parece ser a solugdo. A
encapsulacdo/adsor¢do de proteinas as nanoparticulas aumenta a duragdo do seu efeito
terapéutico, uma vez que promove a libertacdo controlada das mesmas. Por outro lado, estes
sistemas ao protegerem as moléculas no seu interior reduzem a possibilidade de ocorrerem
respostas imunogénicas apds a inalacdo, mantendo a sua estabilidade (130)

Estudos anteriores concluiram que a adi¢do da proteina LysB a uma cultura de M.
smegmatis pode, em determinadas condicdes, inibir o crescimento bacteriano da cultura 8
Deste modo sera interessante observar o efeito desta mesma proteina em estirpes virulentas de
M. tuberculosis. Contudo, e apesar de representar uma estratégia promissora, a sua aplicagdo
clinica encontra-se comprometida, uma vez que a administragdo de proteinas por via
inalatoria para o tratamento de doengas respiratorias se tem observado ineficaz .

O M. tuberculosis €, tal como referido anteriormente, uma bactéria de crescimento
lento. Deste modo, os regimes ou estratégias terapéuticas devem, idealmente, apresentar para
periodos de administragdo prolongados, baixos niveis de toxicidade e, ser bactericidas,
eliminando rapidamente o microrganismo. Por outro lado, e sendo o mycobacterium um
parasita intracelular, os farmacos devem ser capazes de ser internalizados pelas células
hospedeiras. Assim o método ideal para o tratamento da TB seria aquele que promoveria a
distribuicdo do composto de forma segura e por periodos de tempo prolongados, promovendo
também o seu transporte ao ambiente intracelular no qual permanecem em estado latente

. . 11
inameros bacilos ¥,
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O desenvolvimento de um sistema transportador de LysB com a capacidade de
direccionar esta proteina ao seu local de ac¢ao podera contribuir para o “desenho” de novas

estratégias eficazes no tratamento da TB.
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1.6. Objectivos

Viérias abordagens tém sido propostas para o tratamento das micobactérias, incluindo
as multirresistentes. Entre elas, diminuir a auséncia de selectividade dos farmacos existentes
tornando-os farmacologicamente mais eficazes.

O objectivo deste trabalho consiste em, numa primeira fase desenvolver um sistema de
nanoparticulas lipidicas que apresentem a capacidade de adsorver a proteina LysB do
micobacteriéfago Ms6. Seguidamente pretende-se o desenvolvimento de um sistema
terapéutico, no qual a proteina LysB se encontra adsorvida eficazmente as nsLp.

Numa segunda fase pretende-se perceber qual o efeito da adicdo do sistema
nsLp LysB desenvolvido, sobre o crescimento Mycobacterium smegmatis em cultura.
Adicionalmente, e com o objectivo de avaliar a possivel endocitose do sistema nsLp LysB
pretende-se analisar o efeito do mesmo em culturas de macrdéfagos infectados com as
micobactérias seleccionadas para o estudo.

E ainda objectivo do presente trabalho a comparagio da eficacia terapéutica do sistema

nsLp LysB, com actividade antimicrobiana da forma livre (LysB).
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Capitulo 2. Material e Métodos

2. 1. Estirpes Bacterianas e Bacteriofagos

As diferentes estirpes bacterianas utilizadas na realiza¢do deste trabalho encontram-se

identificadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1- Estirpes bacterianas utilizadas.

Estirpe bacteriana

Descricao

Referéncia ou Fonte

M. smegmatis (m021 55)

Mutante de M. smegmatis
ATCC607 com alta eficiéncia de

transformagao

Snapper et al *?

Mycobacterium bovis BCG

' ' Estirpe Pasteur ATCC
Estirpe da vacina 1173P2
(M. bovis) 35734
Estirpe de M. tuberculosis
M. tuberculosis H37Ra ATCC 25177

avirulento

Escherichia coli IM109

(E. coli)

Estirpe de E. coli IM109
contendo o plasmideo pM302

Gil et al ©¥
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2. 1.1. Condicoes de crescimento

As estirpes de micobactérias foram cultivadas num meio sintético de 7H9
suplementado com 0,05% de Tween 80" ou com 0,05% de Brij 35, com agitacao a 37°C. O
meio 7HI10 foi o utilizado para o crescimento em meio sélido com uma temperatura de
incubagdo de 37°C. A estirpe recombinante de E. coli IM109 contendo o plasmideo pM302
©% foi cultivada a 37°C em meio liquido Luria-Bertani broth (LB) (Difco, Detroit, EUA),
com agita¢do ou em meio LB agar suplementado com 100 pg/ml de ampicilina.

Todos os procedimentos envolvendo as estirpes de M. tuberculosis € M. bovis BCG,
foram realizados em cdmara de fluxo laminar vertical num laboratorio de nivel de seguranca
bioldgica 3, da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa e, de acordo com as

respectivas normas de seguranca.

2.2. Producio da proteina LysB

2.2.1. Expressao e Purificacdo de LysB em E. coli

Obteve-se a proteina LysB purificada a partir da indugdo da sua expressao em E. coli
(pMP302). As células foram cultivadas até que se atingisse a densidade optica de 600nm
(DOgpo). Nesta altura, a expressdo foi induzida pela adicdo de isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) (Novabiochem) de modo a obter uma concentragdo final de
ImM, durante 4h. As células foram depois centrifugadas a 4000rpm durante 15min e o
sedimento celular lavado por duas vezes com Tampao Fosfato (PBS). O sedimento foi

ressuspendido em 20ml do mesmo tampao, suplementado com uma mistura de inibidores de

30



Sistema nsLp LysB

proteases (500uM AEBSF, 500uM EDTA, 1uM E-64, 1uM Leupeptina, 150nM Aprotinina;
Calbiochem).

No passo seguinte, promoveu-se a lise celular, para extrac¢do das fracgdes proteicas,
em prensa de French (French Pressure Cell Pressure — Thermo Electron), a uma pressao de
15.000 Ib/in®, trés vezes consecutivas. Em seguida procedeu-se & centrifugagdo a 10.000 rpm
durante 15min a 4°C, do lisado celular obtido.

Utilizando como técnica a cromatografia de afinidade, purificou-se o sobrenadante,
correspondente a frac¢ao soluvel. Para este efeito utilizou-se uma coluna (Sigma) com resina
Ni-NTA (Qiagen) carregada de ides Ni*" e os tampdes descritos na tabela 2.2, de acordo com

as instrugdes do fabricante.

Tabela 2.2- Solugdes utilizadas para a purificagdo da proteina LysB por cromatografia de afinidade.

Composiciao

50mM NaH2P04

Tampao de equilibrio/lavagem 300mM NaCl pH 7,5

10mM Imidazole

50mM NaH,POg4
Tampao de Elui¢io I 300mM NaCl pH 7,5

30mM Imidazole

50mM NaH2P04
Tampao de Eluicao I1 300mM NaCl pH 7,5

250mM Imidazole
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Recolheram-se 15 frac¢des de 1,5 ml cada, que foram analisadas por electroforese em
gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE), seguido da coloracdo do gel com azul de
comassie. O azul de comassie ¢ um corante inorganico que se liga as proteinas através de
ligagdes i6nicas entre grupos de acido sulfonico e os amino positivos das proteinas, assim
como através de atracgdes de Van der walls, e permite detectar entre 30 a 100ng de proteina,
por banda, em géis de poliacrilamida (Tabela 2.3). O gel obtido permaneceu na solucdo de
comassie (2,5g de Comassie Blue Brilliant R-250- Sigma- em 400ml Metanol, 100ml de
Acido Acético e 450ml de Agua) até a obtencdo de uma coloragdo uniforme (cerca de 12h de
contacto). Apds este tempo, executou-se a descoloracdo do gel, para visualizacdo das bandas,

com um tampéo de descoloragdo (70% Agua, 10% Acido Acético e 20% de Metanol).

Tabela 2.3 — Preparacdo de um gel para SDS-PAGE.

Solucao Stacking

ProctoGel 6,25 ml ProctoGel 650 ul
Solucao Butter 3,25 ml ProtoGel, Stacking Butter 1,25 ml
Agua 2,862 ml Agua 3,050 ml
APS 10% 100 pl APS 10% 50 pl
Tened 10 pl Tened 7,5 ul

Com o objectivo de obter a proteina LysB purificada, efectuou-se uma dialise das

fracgdes seleccionadas em PBS (kit Cellu step2, Orange scientific), durante 24h.
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Determinou-se, a concentragdo final de proteina através do método de Bradford,

utilizando soro de albumina bovina (14) como padrao (Tabela 2.4) (57.58)

Tabela 2.4 — Preparacdo da curva de calibragdo com BSA.

Padroes Quantidade de Quan’tidade de Quantidade Biorad Protein
BSA Agua Assay
Sug Sul 795 ul 200 pl
10png 10 pl 790 pl 200 pl
I5pg 15 pl 785 ul 200 pl
20pg 20 pul 780 ul 200 pl
25ug 25 ul 775 ul 200 pl
Proteina 4 ul 796 ul 200 pl
Branco -- 800 ul 200 pl

2.2.2. Actividade Biologica da LysB

Para estudar a actividade da proteina LysB nas diferentes condi¢cdes em estudo
adicionaram-se 120pg/ml de LysB purificada a uma cultura de M. smegmatis mc*155, com
uma DOggy de aproximadamente 0,200. O efeito da proteina LysB no crescimento de M.
smegmatis foi avaliado por leitura da densidade Optica e/ou contagem de colonias a intervalos

de tempo definidos.

2.3. Producao das Nanoparticulas (nsLp)
Com base em estudos descritos na literatura, preparou-se as nanoparticulas (nsLp) **.
As nanoparticulas lipidicas s3o preparadas com base em lipidos, concretamente
glicerolipidos, solidos a temperatura ambiente. As matérias-primas utilizadas encontram-se

descritas na Farmacopeia EP 5 (2005) como excipientes farmacéuticos. Estas sdo lipidos
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maioritariamente utilizados em formulagdes de farmacos pouco soliveis, com o fim de
diminuir os problemas de solubilidade e melhorar a sua biodisponibilidade. A selecgdo
adequada do lipido permite o desenvolvimento de sistemas transportadores de farmacos
especificos para os fins a que se destinam.

As formulacdes foram estabilizadas recorrendo a um agente tensioactivo nao iénico, o
polissorbato 80 (Monooleato de polioxietileno (20) sorbitano) que apresenta um valor de
EHL= 15 (Equilibrio Hidréfilo lipéfilo) (FP 8). Este agente possui a capacidade de formar
uma pelicula resistente na regido da interfase, o que confere maior estabilidade as
formulagdes das quais faz parte. E um excipiente sobejamente conhecido, habitualmente
utilizado na industria farmacéutica, alimentar e cosmética.

Para a fase aquosa e, para as diluigdes necessarias aos métodos de caracterizagao,

utilizou-se dgua purificada (FP8).

2.3.1. Preparaciao das Nanoparticulas

O método proposto pela literatura '*? divide-se em trés etapas principais:

1- Fusdo da fase lipidica a uma temperatura superior em 20°C a descrita como
necessaria para fundir o lipido e aquecimento da solu¢do aquosa de tensioactivo a
mesma temperatura.

2- Mistura a quente, seguida de homogeneizacdo por emulsificagdo das fases
(Silverson Machine, Inglaterra), em reactor de vidro tipo L.

3- Embalagem e arrefecimento da preparacdo de nanoparticulas.
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e

Figura 2.1 — Representagdo esquematica do sistema operativo utilizado para a preparagdo de

dispersdes coloidais de particulas lipidicas-nsLp. Retirado de Videira, 2008 .

Tabela 2.5 — Parametros estabelecidos, de acordo com a literatura para a produgao nsLp.

Condicoes do método de fusao/emulsificacio

Volume 100 ml

Agitacao 14.000 (r.p.m.)

Tempo de preparagado 10 min.

Temperatura Superior em 20°C ao ponto de
fusdo (p.f.) do lipido
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2.3.2. Caracterizacdo das Nanoparticulas

. . . . 144
Caracterizou-se as nsLp, de acordo com os procedimentos descritos na literatura **

14) " Assim procedeu-se as seguintes determinagdes:
e Determinacio do diametro médio
Para determinar o didmetro médio da particula (78) e o indice de polidispersao (Ip) da
dispersdo utilizou-se a espectrofotometria de correlacdo de fotdes (PCS; Autosizer
Malvern Instruments IV, Reino Unido).
e Determinacio da carga eléctrica superficial
A carga superficial, traduzida pelo valor do potencial Zeta, foi medida apés diluigdo
das amostras em dgua purificada (20ul: 1ml) (Malvern Zetasizer IV, Reino Unido).
e Analise Morfolégica
A analise morfologica das particulas foi executada por analise de microfotografias
obtidas por microscopia electronica de transmissdao (TEM; Philips, CM 120 Biotwin).
e Determinacio do numero de particulas
O numero de particulas foi determinado através de um método espectrofotométrico
baseado nos valores de dm e na turbidez da amostra.
e Estabilidade fisica das preparacoes
Para avaliar o intervalo de tempo ao longo do qual as nsLp se mantém inalteradas,
procederam-se a estudos de estabilidade nas preparagdes. Avaliou-se a integridade dos
sistemas nsLp aos tempos 30 dias e aos 3 meses, com as preparagdes mantidas a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. De acordo com a literatura estas preparacdes

sdo estaveis por periodos superiores a 24 meses.
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2.4. Producao do sistema nsLp_LysB
Promoveu-se, por contacto, durante lh, a temperatura ambiente e com o auxilio de
agitacdo suave e constante, a adsor¢cdo da LysB as nsLp. Através deste procedimento
adsorveu-se uma quantidade de proteina equivalente a 120 pg/ml a varias concentracdes de

nsLp.

2.4.1. Eficiéncia da adsorc¢ao
Determinou-se a eficiéncia do processo, apds a formagdo do sistema nsLp LysB.
Desta forma, centrifugou-se o sistema obtido com o auxilio de centricons. Recolheu-se, apos
centrifugacdo, a quantidade de proteina ndo adsorvida.
A concentragdo final de proteina ndo adsorvida foi determinada pelo método de

Bradford, utilizando BSA como padrao.

2.4.2. Determinacio do diAmetro médio do sistema nsLp_LysB
Determinou-se o didmetro médio das particulas apos a adsor¢do da proteina LysB, de

acordo com o método referido na alinea 2.3.2.

2.5. Estudo da actividade biologica do sistema nsLp_LysB
2.5.1. Estudo da actividade biologica do sistema nsLp_LysB em culturas

de M. smegmatis mc*155

Com o objectivo de avaliar o efeito do sistema nsLp LysB, “in vivo ", testou-se varias
concentragdes de nsLp LysB. Assim, adicionou-se as varias formulacdes preparadas a
culturas de M. smegmatis mc2155, com uma DOggo de aproximadamente 0,200, e seguiu-se a
cinética de crescimento por leitura da densidade Optica a intervalos de tempo pré-definidos,

procedimento semelhante ao executado para a proteina livre. A cada tempo recolheram-se
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aliquotas de todas as condi¢des em estudo e plaqueou-se varias dilui¢des, para posterior
determinagao das CFU.

Neste ensaio utilizou-se o 7H9 como meio de cultura para o crescimento bacteriano.
Ao meio de cultura adicionaram-se tensioactivos diferentes. Para algumas condi¢des utilizou-

se 0,05% de Brij 35, enquanto que para outras 0,05% de Tween 80.

2.5.2. Estudo da actividade biologica do sistema nsLp_LysB em linhas
celulares de macrofagos infectados com M. smegmatis mc’155
e Linha Celular
Para este ensaio usou-se macrofagos de ratinho da linha celular J774A.1, que foram
crescidos e mantidos em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Difco Invitrogen) com 0,01% de piruvato e alta concentragdo de glucose (4,5 g/L),

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Difco) e de 20 mM de glutamina.

e Culturas de Macrofagos

Apos a aderéncia das células a caixa de cultura de tecidos, cerca de 30 minutos apds o
plaqueamento, substituiu-se o meio, para retirar o dimetilsulfoxido (DMSO) existente na
mistura de congelacdo. Os macrofagos cresceram até cerca de 80% de confluéncia (cerca de 2
dias) numa caixa de cultura de tecidos de 10 cm de didmetro, em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB. Apods o crescimento, raspou-se a placa com um “cell scraper” e
ressuspendeu-se as células em 10 ml de meio DMEM.

Seguidamente, aplicou-se 1 ml de meio DMEM suplementado a 10% com SFB em
cada poco da caixa de cultura de tecidos de 24 pocos. A todos eles adicionou-se uma gota, da

suspensdo obtida anteriormente e incubou-se a 37°C com 5% de COa.
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A. Estudo de Citotoxicidade

- Método de exclusdo com azul de tripano

A uma placa de 24 pocgos com macrofagos a 80% de confluéncia adicionou-se os
sistemas em estudo: nsLp, LysB, nsLp LysB e [nsLp_ LysB]/2. Promoveu-se o contacto
durante 24h. Apds 1h e 24h de contacto promoveu-se a coloragdo das células com Azul de
tripano para contagem do numero de células vidveis. Assim, a cada tempo, lavou-se as células
com PBS, duas vezes consecutivas. Colocou-se nos pogos 300 pl de Azul de tripano e deixou-
se actuar durante 5 minutos. Seguidamente lavou-se com PBS para retirar o excesso de
corante e adicionou-se 300 pl de paraformaldeido a 30% (93). Apos 15 minutos (tempo de
fixagdo das células) lavou-se os pocos novamente com PBS e observou-se ao microscopio

optico para contagem do niimero de células viaveis.

-Colorag¢ao com rodamina-faloidina.

A uma placa de 24 pogos com macrofagos a 80% de confluéncia adicionou-se os
sistemas nsLp e nsLp LysB. Promoveu-se o contacto durante 24h. Apds 1h e 24h de contacto
promoveu-se a coloracdo das células com rodamina-faloidina para identificar a origem da
morte celular. Apos eliminacdo do meio e lavagem com PBS, fixou-se as células com PFA a
3% durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, permeabilizou-se as células
com Triton x-100 a 1% em PBS durante 3 minutos. Lavou-se trés vezes consecutivas com
PBS/glicina e bloqueou-se a reac¢do com solucdo bloqueio (2% soro fetal bovino, 1% de
albumina frac¢do V, em PBS/glicina) durante 15 a 20 minutos. Seguidamente, promoveu-se a

coloracdo com rodamina-faloidina e incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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B. Estudo da actividade do sistema nsLp LysB

e Preparagdo do in6culo e infec¢do da linhagem celular

A partir de uma cultura de M. smegmatis em meio liquido, em fase exponencial,
preparou-se uma suspensdo contendo cerca de 1,0 x 10° UFC/ml. Para tal, retirou-se um
volume de 1 ml da cultura inicial em fase exponencial de crescimento e diluiu-se em PBS,
fazendo-se a posterior centrifugacdo durante 3 minutos, a 4°C. Retirou-se o sobrenadante e
fez-se a dilui¢do do sedimento em PBS até se obter uma densidade optica de 0,2 a 600 nm,
correspondente a 1,0 x 10° UFC/ml aproximadamente. O indculo foi colocado durante alguns
minutos num banho de ultra-sons para garantir a dispersao dos bacilos e evitar a formagdo de
agregados.

Para a infeccio de macréfagos, do indculo 1,0 x 10° UFC/ml lavado duas vezes em
PBS foi preparado um indculo com 1,0 x 10’ UFC/ml em meio DMEM com 10% de SFB. O
inéculo foi posto durante alguns minutos num banho de ultra-sons para garantir a dispersao
dos bacilos e evitar a formacdo de agregados. Os possiveis aglomerados de micobactérias
foram desfeitos passando as células por uma seringa de agulha fina, de forma a garantir a
fagocitose individual de cada bacilo.

Os macrofagos com cerca de 80% de confluéncia foram infectados com um indculo
micobacteriano cuja concentragdo permitiu obter uma multiplicidade de infec¢do (m.o.i.) de

10:1 (bacilos /macréfago).
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e Ensaio 01: Actividade biologica do sistema nsLp LysB com infec¢do prévia dos

macrofagos com M. smegmatis mc*155.

Infectou-se os macréfagos a 80% de confluéncia com uma m.o.i. de 10:1 promovendo-
se o contacto destes com o inoculo bacteriano durante lh, para garantir a internalizacdo da
maior percentagem de bacilos. Seguidamente, e de forma a eliminar os bacilos ndo
fagocitados, retirou-se 0 meio DMEM e lavou-se os pocos, trés vezes consecutivas com PBS.
Para recuperar as micobactérias que sobreviveram intracelularmente, lisou-se os macrofagos
infectados de um dos pogos com uma solugdo de Igepal a 1% (Sigma-Aldrich) em agua,
executando-se posteriormente o plaqueamento de varias diluigdes em agua destilada estéril do
lisado. As dilui¢des foram preparadas numa placa de 96 pogos (Orange scientific) pelo
método das dilui¢des seriadas e as aplicagdes em meio s6lido foram efectuadas em duplicado.
Avaliou-se a contagem das UFC ap6s incubagdo a 37°C em meio mico.

Nos restantes pogos substituiu-se o meio, € adicionou-se os sistemas em estudo (nsLp;
LysB; nsLp LysB; [nsLp LysB]/2). Seguiu-se o ensaio durante 24h, por ser uma estirpe de
crescimento rapido. A tempos pré-definidos (1h; 4h; 8h; 24h) lisou-se os macrofagos dos
pogos correspondentes com uma solucdo de Igepal a 1% (Sigma-Aldrich) em agua, para
recuperar as micobactérias que sobreviveram intracelularmente. Preparou-se dilui¢des do
lisado obtido, em agua destilada estéril, tal como anteriormente referido, e plaqueou-se em

meio mico. Avaliou-se a contagem das UFC apds incubagao a 37°C.

e Ensaio 02: Actividade bioldgica do sistema nsLp LysB apds o contacto prévio
dos macrofagos com o sistema e posterior infecgdo por M. smegmatis mc*155.
Promoveu-se o contacto inicial dos macréfagos com os sistemas em estudo (nsLp;

LysB; nsLp LysB; [nsLp LysB]/2) durante 1h. Apds este periodo de tempo substituiu-se o
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meio contendo os sistemas por novo meio e iniciou-se a infeccdo dos macrofagos a 80% de
confluéncia com uma m.o.i. de 10:1, por contacto destes com o inoculo bacteriano de M.
smegmatis mc*155 durante 1h. Seguiu-se o ensaio durante 24h e a tempos pré-definidos (1h;
4h; 8h; 24h) lisou-se os macrofagos dos pocos correspondentes com uma solucao de Igepal a
1% (Sigma-Aldrich) em agua. Preparou-se dilui¢des do lisado em dgua destilada estéril, tal
como anteriormente referido e plaqueou-se em meio mico. Avaliou-se a contagem das UFC

apos incubagdo a 37°C.

2. 6. Estudo da actividade biologica do sistema nsLp LysB em

macrofagos peritoneais infectados com M. smegmatis mc*155

e Sacrificio do animal
De acordo com a legislacdo em vigor, sacrificou-se os animais por overdose anestésica

com cloroférmio, provocando uma depressdo respiratoria, indolor (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Camara fechada utilizada para sacrificio do animal por overdose anestésica com

cloroférmio.

e Colheita de macrofagos peritoneais
Ap0s a introdugdo de todo o material necessario a realizagdo da experiéncia na camara

de fluxo laminar, encheu-se duas seringas de 5 ml/ratinho com uma agulha de 21 G*1 com
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PBS estéril. Desinfectou-se, com alcool a 75°, e colocou-se o animal sacrificado no interior da
camara de fluxo laminar, em dectbito dorsal. Seguidamente injectou-se o PBS na cavidade
abdominal do ratinho, utilizando para o efeito seringas de 5 ml com agulhas de G* 5/8 - 0,5*
16 mm. Durante 1 a 2 minutos efectuou-se uma massagem abdominal, para aumentar o
nimero de macrofagos nesta cavidade. Apos a massagem, executou-se a colheita do liquido

peritoneal com seringas de 1 ml e agulha de 19 G* 1 - 1,1* 25 mm (Figura 2.3).

Figura 2.3 — Recolha dos macréfagos peritoneais apos o sacrificio do animal por overdose anestésica
com cloroférmio. (A) Injeccdo de PBS na cavidade abdominal do ratinho. (B) Colheita do liquido

peritoneal.

e Isolamento de macrofagos peritoneais

Efectuou-se a centrifugacdo (Multifuge 1 L-R, Heraeus, Kendro Laboratory Products,
Germany) do liquido peritoneal recolhido durante 10 min, a 1100 rpm, e a uma temperatura
de 4° C. Ressuspendeu-se o pellet em meio RPMI 1640 completo (Ref. R 0883, Sigma-
Aldrich, St.Louis, Missouri, USA) com 10% de SFB (Gibco. Faetal Bovine Serum/ Heat

inactivated Ref. 10500-064).

e “Cultura” dos macréfagos peritoneais
Ap0s a ressuspensdo do pellet, efectuou-se a distribuicdo das células em caixas de

cultura de 24 pocos estéreis e colocou-se as mesmas a incubar, durante 5 horas a 37°C com

43



Sistema nsLp LysB

5% CO;. No final do tempo de incubacido removeram-se as células ndo aderentes e quaisquer
substancias indesejaveis, por meio de 2 a 3 lavagens consecutivas com PBS estéril.
Finalmente, incubou-se os macrofagos isolados em novo meio de cultura, nas mesmas

condicdes, durante 24 horas.

e Preparagdo do indculo de M. smegmatis e infeccdo celular dos macrofagos

peritoneais

A partir de uma cultura em meio liquido, em fase exponencial, preparou-se uma
suspensao de 1,0 x 10® UFC/ml. Para tal, retirou-se um volume de 1 ml da cultura inicial em
fase exponencial de crescimento e diluiu-se em PBS, fazendo-se a posterior centrifugagao
durante 3 minutos, a 4°C. Recolheu-se o sobrenadante e diluiu-se o sedimento em PBS até
obtencdo de uma DOgyy de 0,2, correspondente a 1,0 x 10 UFC/ml. De forma a garantir a
dispersao dos bacilos e evitar a formacdo de agregados colocou-se o inéculo preparado,
durante alguns minutos, num banho de ultra-sons.

Para a infec¢do de macréfagos peritoneais, com o indéculo 1,0 x 10° UFC/ml lavado
duas vezes em PBS preparou-se um segundo indéculo com 1,0 x 10° UFC/ml em meio RPMI
com 10% de SFB. Procedeu-se, para este efeito, de modo semelhante ao anteriormente
referido. Contudo, e para garantir a fagocitose individual de cada bacilo, passou-se ainda os
possiveis aglomerados de micobactérias por uma seringa de agulha fina para que pudessem
ser eliminados. Seguidamente, infectou-se os macréfagos peritoneais com o indculo

micobacteriano preparado anteriormente, obtendo-se uma m.o.i. de 10:1 (bacilos /macréfago).
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e Actividade biologica do sistema nsLp LysB

Para garantir a internalizagdo dos bacilos promoveu-se a infeccdo dos macréfagos por
um periodo de 1h. Em seguida, e com o objectivo de eliminar os bacilos ndo fagocitados,
retirou-se o meio RPMI e lavou-se os pogos com PBS por 3 vezes consecutivas.
Posteriormente, ¢ para recuperar as micobactérias que sobreviveram intracelularmente, lisou-
se os macrofagos com uma solugdo de Igepal a 1% (Sigma-Aldrich) em agua, plaqueou-se e
incubou-se em meio mico, a 37°C. Aos restantes pogos adicionou-se 0s componentes em
estudo. Apds 1h de contacto com os mesmos promoveu-se a substituicdo do meio e seguiu-se
a infeccdo durante 24h. A tempos pré-determinados lisou-se os macrofagos e procedeu-se
como referido anteriormente.

Ap6s o periodo de incubacdo das placas de meio mico efectuou-se as contagens das

UFC.

2.7. Estudo da actividade Biologica do sistema nsLp_LysB em culturas
de M. tuberculosis.

Com o objectivo de verificar o efeito do nosso sistema nsLp LysB, in vivo, em
estirpes patogénicas, adicionou-se, a uma estirpe clinica de M. tuberculosis, em crescimento,
a concentracdo eficaz pré-determinada de nsLp LysB (125ul de nsLp com 120 pg/ml de
LysB). Neste ensaio utilizou-se, para o crescimento bacteriano, tubos de 7ml de BBL MGIT.
Ap6s a adigdo do composto incubou-se os tubos no BACTEC MGIT 960, aparelho especifico

para seguimento da cinética de crescimento bacteriano, a uma temperatura de 37°C.
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2. 8. Extraccio de Lipidos Totais das micobactérias

Com o objectivo de observar uma possivel alteracio do perfil lipidico das
micobactérias tratou-se os lipidos totais de M. smegmatis, com os compostos em estudo.

Os lipidos totais de M. smegmatis foram extraidos de acordo com o protocolo descrito
por Eckstein et al (2006) “9. Centrifugaram-se as culturas de M. smegmatis, em fase
exponencial de crescimento, a 4000 rpm durante 15 min. O pellet obtido foi congelado
durante 2h a -70°C e de seguida foi liofilizado. A frac¢do lipidica constituinte da parede
micobacteriana foi extraida com uma solug@o de cloroférmio/metanol (2:1) a 55°C. Apds 3h
de incubacdo, centrifugaram-se os extractos a 4000 rpm durante 10 min e a fraccdo
cloroférmica foi recuperada e seca sob uma corrente de azoto. Seguidamente, efectuou-se
uma lavagem de Folch, que consiste na adicdo de uma solugdo de 6ml de
cloroférmio/metanol (2:1) e Iml de agua. Homogeneizou-se as duas fases com o auxilio do
vortex, € em seguida, centrifugou-se as amostras a 4000 rpm durante 10 min. Transferiu-se a
fase organica (que contém os lipidos) para um novo tubo e secou-se a mesma sob uma
corrente de azoto. Finalmente, pesou-se o0s extractos secos e ressuspendeu-se em

cloroférmio/metanol (2:1).

2.9. Accao de LysB e nsLp nos lipidos totais das micobactérias.

A andlise das fracgdes lipidicas tratadas e ndo tratadas foi efectuada por cromatografia
em camada fina (TLC- Thin Layer Chromatography). Assim, aplicou-se 20 pl de cada uma
das amostras numa placa de aluminio coberta de silica gel 60 F254 (Merck) e as placas foram
eluidas com o sistema de solvente cloroférmio/metanol/agua (90:10:1, v/v). Em seguida
revelou-se as placas, através da pulveriza¢ao das mesmas com uma solugdo de H,SO4 a 10% e

posterior aquecimento.
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Capitulo 3. Resultados e Discussao

3.1. Producio da proteina LysB

3.1.1. Purificacdo da LysB

A proteina LysB foi produzida em E. coli JM109 a partir de um plasmideo

recombinante (pMP302). Neste plasmideo, o gene /ysB foi clonado de modo a originar uma

proteina recombinante com uma cauda de histidinas em N-terminal. Apds a indugdo da

expressao com IPTG e lise das células, o extracto total foi purificado por cromatografia de

. . o . . -
afinidade com uma resina carregada com Ni~ (Quiagen). Foram recolhidas as 15 fracgdes

posteriormente e analisadas por SDS-PAGE (Figura 3.1).
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Figura 3.1 — SDS-PAGE das fracgdes impares recolhidas na purificagdo de LysB. O gel foi corado

com azul de comassie. Os pesos moleculares do marcador encontram-se indicados a direita. A

esquerda aparece a indicacdo da proteina LysB com o peso molecular esperado (37kDa).
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Pela analise do gel seleccionaram-se as fracgdes F3 a Fi3. Estas foram submetidas a um
processo de dialise em tampao PBS. Apds a didlise, determinou-se a concentracdo final de

LysB pelo método de Bradford, usando a BSA como padrao (Figura 3.2).

1,4
12 /‘1"
1 -
B
2 03 * -
S Equacao 1:
S 06 *
o
<, / Y = 0,042x + 0.162
' +*
0.2 R’ = 0,985
0
0 5 10 15 20 25 30
Concentragdo {ug/ml)

Figura 3.2 - Curva de calibragdo da proteina BSA obtida pelo método de Bradford.

A partir da curva padrao obtida, calculou-se a concentracdo da proteina LysB. O valor

) (57)

de 2,58 mg/ml encontra-se dentro do intervalo de resultados descritos por Gil (2008) ", em

ensaios anteriores.

3.1.2. Efeito da LysB no crescimento de M. smegmatis
Estudos anteriores sugerem que a adicdo de LysB a uma cultura de M. smegmatis
resulta na inibi¢do do crescimento bacteriano ©”. Assim, com o objectivo de avaliar a
funcionalidade da proteina LysB produzida testou-se, do mesmo modo, o seu efeito no

crescimento bacteriano de M. smegmatis. Adicionaram-se 120 ug/ml de LysB purificada a
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uma cultura de M. smegmatis, em fase exponencial de crescimento. A ac¢do de LysB foi

monitorizada por leitura da densidade Optica a 600 nm durante 24h (Figura 3.3).

2,5
H M. smegmatis +Tween80
2
M M. smegmatis +Tween80 + LysB
E 1.5
c
=
o
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o
] 1
0,5
0] 2 4 6 10 24
Tempo {h)

Figura 3.3 - Variacdo da DOy das culturas de M. smegmatis (com 120 ug/ml de LysB e sem

proteina), na presenca de Tween 80 durante 24h.

Os resultados obtidos confirmam que na presenca da proteina LysB ha inibicdo do
crescimento de M. smegmatis, embora este fendtipo s6 se observe na presenca de Tween 80.
Na auséncia de Tween 80 nao se observou qualquer inibigdo do crescimento bacteriano
(Figura 3.4), o que sugere que pode existir uma dependéncia da actividade da proteina em
agentes tensioactivos. E do conhecimento geral, que a auséncia de substancias detergentes em
culturas de micobactérias resulta numa agregacao das culturas bacterianas. Como tal, o acesso
da enzima ao seu alvo terap€utico podera, de alguma forma, estar dificultado. Assim testou-

se, de seguida, a actividade da LysB numa cultura de M. smegmatis suplementado com Brij
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35, um tensioactivo ndo idnico, tal como o Tween 80. Os resultados representados na figura
3.4 mostram que ndo existe inibicdo do crescimento na presenca daquele tensioactivo. Os
dados obtidos indicam ainda que o tensioactivo sera especifico para a LysB. De facto a
dependéncia de agentes tensioactivos especificos ja havia sido descrita para outras enzimas
com actividade lipolitica. Segundo alguns autores, a apresenta¢do do substrato lipidico sob a
forma de uma dispersao micelar facilita a exposi¢ao do centro activo da proteina, tornando-a

eficaz @337,

Os resultados indicam que na presenca de Brij 35 ndo ha reducdo do crescimento

bacteriano e, a actividade da biomolécula nio se verifica.
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Figura 3.4 - Variacdo da DOgyy das culturas de M. smegmatis (com 120 pg/ml de LysB e sem

proteina), na presencga de Brij 35 durante 24h.
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3.2. Adsor¢io da LysB em nsLp

Foi objectivo do presente estudo a preparagdo de um sistema transportador capaz de
direccionar moléculas com actividade farmacolédgica a células-alvo. Preparou-se um sistema
de veiculacdo coloidal com base em lipidos s6lidos pelo método proposto por Videira (2008)
(144).

O método tradicional para a adsor¢do de proteinas a superficies carregadas ¢
denominado de adsor¢do por incubacdo. Esta abordagem ¢ vantajosa relativamente a
encapsulacdo dado que ndo compromete a estrutura da proteina e consequentemente a sua
actividade. Desta forma, promoveu-se a adsor¢ao de LysB a superficie das nanoparticulas por
incubagdo por um periodo de 1h sob condi¢des previamente seleccionadas.

ApoOs este tempo a fracgdo correspondente a proteina livre foi separada por
centrifugacdo/ultracentrifugacdo e a sua concentracdo determinada. A percentagem de
proteina adsorvida foi calculada de acordo com a equagdo 2 frente a uma curva de calibragao

utilizando BSA como padrio.

Equacao 2:

% adsor¢cao = Proteina Final — (Proteina Sobrenadante — Proteina Inicial)

100

Os resultados expressos em percentagem de proteina incorporada sugerem que
estamos perante uma adsor¢do em monocamada (Higushi), indicando que a proteina se

distribuiu uniformemente pela superficie das particulas dispersas (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1 — Eficiéncia de adsor¢do da LysB as nsLp, por incubag@o com uma concentragdo inicial de

proteina de 1033,4. (A) Percentagem de lipido, (B) Didmetro médio de nsLp LysB, (C) Concentragdo

de LysB no sobrenadante, (D) Eficiéncia de adsorgao.

LysB em solucido apos 1h de Percentagem de LysB
adsorcao (C) adsorvida (D)
(n=6) (n=6)
3 137,4 4,15 ug 99,50% £ 0,6
3 120,3 3,64 ng 99,60% + 0,6

Relativamente ao valor do didmetro médio das particulas dispersas, os resultados
indicam que estamos na presenca de um sistema de nanoparticulas lipidicas com uma
populacdo de tamanho homogéneo, cerca de 98,6 £ 4.0 nm (3% de lipido m/m). O valor
médio aumenta para concentragdes superiores de lipidos (6% m/m) sem que se verifique o

alargamento da distribui¢cao de tamanhos (Figura 3.5).

. LysB ér_l—;—,’f——f—g

Lipid_MP

Z 3 4 & = T
Lipid %

Figura 3.5 — Valor do diametro médio das particulas dispersas em func¢do da percentagem de Lipido.
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A presenga de proteina a superficie das particulas, adsorvida por interac¢des fracas,
contribui igualmente para o aumento do didmetro médio sendo este, no entanto, de valor
residual (120,3 + 2.6 nm; 3% de lipido).

Os resultados estdo de acordo com os sistemas transportadores coloidais, uma vez que
sdo constituidos por nanoparticulas lipidicas de estrutura reticulada, que permitem reter ou
adsorver a sua superficie, moléculas activas e promover, a partir dele, a libertacao lenta dos
mesmos Y.

Adicionalmente, o facto de o processo de preparagdo de nsLp e, mais tarde
nsLp LysB, envolver a utilizagdo de lipidos polares permite o desenvolvimento de carga a
sua superficie, contribuindo de forma decisiva para a interac¢do com a proteina, na interfase.
O valor do diametro médio apresentado pelas nanoparticulas lipidicas e a sua respectiva area
de superficie sdo também parametros importantes. As dimensdes submicrométricas da
entidade dispersa concorrem para um elevado incremento da area de superficie, contribuindo
para as propriedades Gnicas das dispersdes coloidais % 4%,

Os valores obtidos de concentracdo de proteina adsorvida, através da metodologia
realizada, um método de adsor¢do simples, indicam e confirmam o elevado potencial destas
nanoparticulas para funcionar como sistemas coloidais de transporte de moléculas activas,
mais especificamente, a sua eficicia no transporte de proteinas.

Comparativamente a outros estudos em que se utilizaram diferentes sistemas de
particulas, podemos afirmar que as nsLp representam um sistema coloidal eficaz no transporte
de moléculas activas, uma vez que a eficiéncia de incorporagdo ¢ de cerca de 99,5 %. De
facto, os estudos descritos por Ahmad et a/ (2008) apresentam uma eficiéncia de incorporagao

),

inferior Neste estudo, os autores, incorporaram moxifloxacina em nanoparticulas

constituidas por PLG, obtendo uma eficiéncia de incorporacdo que nao ultrapassa os 56,07%
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@) Também Kisisch et al (2007) promoveu a incorporacdo de Moxifloxacina em

nanoparticulas de poli(butil-cianoacrilatos) sem que a eficiéncia do processo atingisse 0s
52,9% 7. Estes dados levam-nos a sugerir que a natureza lipidica das nsLp concorre para a

elevada eficacia dos sistemas.

3.3. Actividade Bioldgica do sistema nsLp_LysB

3.3.1. Estudo da actividade de nsLp_LysB em culturas de M. smegmatis mc*155

Ap6s preparacdo do sistema nsLp LysB o passo seguinte consistiu na avaliacdo da sua
actividade sobre células de M. smegmatis. Adoptou-se um procedimento semelhante ao
executado nos estudos com a proteina livre, mas em que foram testadas concentracdes
crescentes do sistema nsLp LysB. Uma vez que a concentra¢do de proteina eficaz ja havia
sido determinada (120 pg/ml), para a formulagdo deste sistema utilizou-se uma concentragdo
de proteina constante, fazendo-se variar apenas o volume final da dispersdo de nanoparticulas
entre 50ul e 500ul, correspondente a 2,43x10" e 2,43x10"" particulas/ml, respectivamente.
Para a realizacdo do ensaio, adicionou-se ao meio de cultura Brij 35, de forma a evitar a
formagdo de aglomerados de micobactérias. A adicdo de agentes tensioactivos tem como
objectivo homogeneizar as culturas de modo a permitir a leitura da densidade optica. O efeito
sobre o crescimento bacteriano foi avaliado através da leitura das densidades oOpticas de
suspensoes celulares a 600nm em periodos de tempo pré-determinados, até as 24h (Figura

3.6).
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Figura 3.6 — Variagdo da DO das culturas de M. smegmatis por adi¢ao de diferentes concentragdes

de nsLp ao sistema nsLp LysB (120 pg/ml de proteina). O ensaio realizou-se na presenca de Brij 35.

E possivel observar um efeito inibidor do crescimento de M. smegmatis, para
concentracdes de nsLp/ml superiores a 2,43 x 10'° particulas/ml (50 pl nsLp/LysB). Este
facto pode estar relacionado com o menor numero de particulas transportadoras disponiveis
para a mesma concentracao de proteina. Deste modo, ao existir uma maior concentracio de
proteina livre e, a semelhanca do que ocorreu no ensaio anterior, na presenca de Brij 35 a
proteina LysB livre ndo ¢ eficaz.

Com base nestes resultados, seleccionou-se a menor quantidade de nsLp eficaz (125 pl
nsLp) para prosseguir os estudos. Assim, o passo seguinte foi comparar a actividade do
sistema seleccionado, com a proteina livre, em diferentes condigdes.

Os resultados relativos a variacdo da densidade optica de cada uma das amostras

encontram-se registados na figura 3.7.
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Figura 3.7 — Variacao da DOg das culturas de M. smegmatis por adigdo da proteina livre (120 pg/ml
de LysB) a culturas com Tween 80 ¢ com Brij 35¢ por adigdo de nsLp vazias, e do sistema nslp_LysB

em culturas com Brij 35, durante 24h.

A actividade da proteina livre esta de acordo com o anteriormente observado, isto €,
verifica-se a inibi¢do do crescimento as 24h na presenga de Tween 80, ndo se observando esta
reducdo na presenca de Brij 35. Pelo contrario, o sistema nsLp LysB mostrou-se eficaz,
mesmo na presenca de Brij 35, o que indica que a actividade da proteina nanoincorporada ¢
independente do tensioactivo utilizado, mostrando-se um modelo eficaz para apresentacdo de
proteina aos substratos.

Utilizando o mesmo sistema, uma vez observada a eficacia com o sistema nsLp LysB,
pretendeu-se verificar se era possivel observar o mesmo efeito com metade da concentragdo

testada [nsLp LysB]/2. Neste ensaio, utilizou-se metade das concentragdes de nsLp e LysB.
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3.3.1. Avaliacao da actividade de nsLp_LysB na viabilidade de M. smegmatis

mec2155

Os resultados até agora obtidos resultam de um método de leitura da densidade optica,

que ndo reflecte a viabilidade das células presentes. Assim sendo, e com o objectivo de

validar os resultados previamente obtidos, procedeu-se a ensaios de actividade sobre o M.

smegmatis com a quantificagdo do nimero de bactérias vidveis presentes. Para avaliar a

influéncia dos parametros relacionados com a actividade da proteina, a suspensdo bacteriana

foi semeada em meio 7H9, meio 7H9 com Tween 80 e meio 7H9 com Brij 35. Seguidamente

procedeu-se a contagem do niimero de coldonias em meio 7H10. Os sistemas e as condigdes

em estudo estdo representados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Diferentes condigdes em estudo. Cada amostra foi adicionada ao meio de cultura apos

inoculagdo.
< 7H9 com 0.05% 7H9 com 0.05% 7TH9
o
3 Tween 80 Brij 35
=
= nsLp nsLp nsLp
5]
E LysB LysB LysB
é nsLp LysB nsLp LysB nsLp LysB
< [nsLp LysB]/2 [nsLp LysB]/2 [nsLp LysB]/2

Os resultados observados apos incubacdo de M. smegmatis com LysB, livre ou

nanoincorporada, demonstram que a proteina LysB inibe o crescimento bacteriano de M.

smegmatis na presenga de Tween 80 (Figura 3.8).
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Figura 3.8 — Avalia¢do do efeito dos sistemas nsLp, LysB, nsLp LysB e [nsLp LysB]/2 em M.
smegmatis por contagem do numero de unidades formadoras de colonias (UFC), em meio 7H9 com

adicdo de Tween 80.

Os resultados apresentados na figura 3.8 indicam que existe de facto uma inibi¢cdo do
crescimento bacteriano, na presenga de Tween 80 que comprova os resultados obtidos apenas
pela leitura da densidade Optica, ou seja, inibi¢do da viabilidade celular para os sistemas
estudados. Todavia, e contrariamente ao esperado o sistema nsLp LysB apresenta uma
diminuicdo da sua eficécia a partir das 8h. No entanto este aumento no numero de UFC ao fim
das 18h pode ndo ser significativo, isto porque a leitura das 24h poderia revelar novamente
uma diminuicao se a situagdo for semelhante a obtida entre as 4 e as 6h do ensaio. A leitura
das 24h nao foi efectuada, no entanto seria importante para perceber, neste caso particular, se
a inibi¢cdo do crescimento bacteriano se mantinha ou apenas o sistema nsLp LysB seria eficaz

durante um determinado periodo de acgao.
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A avaliacdo do efeito da proteina LysB, livre ou nanoincorporada, sobre M. smegmatis

em meio 7H9 suplementado com Brij 35 esta representada na figura 3.9.
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Figura 3.9 — Avaliagdo do efeito dos sistemas nsLp, LysB, nsLp LysB e [nsLp LysB]/2 em M.

smegmatis por contagem do nimero UFC, em meio 7H9 com adigao de Brij 35.

Na figura 3.9 destaca-se a eficacia do sistema nsLp LysB, na sua fun¢do de
transportador da proteina, facilitando a interac¢do com a parede bacteriana, tal como
observado por outros investigadores aquando da aplicacdo destas mesmas nanoparticulas no
transporte de outros farmacos *¥. O sistema [nsLp LysB]/2 foi também eficaz mas apenas
durante as primeiras 6h do ensaio, uma vez que o nimero de UFC aumentou entre as 6h e as
8h e entre as 8h e as 18h. Pelo contrario, a proteina livre ndo produziu qualquer efeito apesar
da presenca de um tensioactivo, como o Brij 35, no meio de cultura, tal como ja observado,

no ensaio anterior, pela medi¢ao da densidade optica.
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A eficacia dos sistemas em estudo, sem adi¢do de qualquer tipo detergente ao meio de

cultura, foi também avaliada. A representagdo grafica dos dados obtidos encontra-se na figura

3.10.
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B M. smegmatis + nsLp_LysB
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Figura 3.10 — Avaliacdo do efeito dos sistemas nsLp, LysB, nsLp LysB e [nsLp LysB]/2 em M.

smegmatis por contagem do nimero de UFC, em meio 7H9.

Os resultados demonstram que a proteina nanoincorporada ¢ eficaz na auséncia de
tensioactivo.

O efeito da presenca de nsLp LysB ¢, no entanto, mais tardio. A partir das 6h ¢ nitido
um efeito bactericida, tendo em conta a redugao observada no numero de UFC.

No sistema [nsLp LysB]/2, o efeito é observado apenas a partir das 2h. A semelhanca
do sistema anterior, observa-se um aumento do numero de UFC decorridas 6h apds o inicio

do ensaio. Este facto pode estar relacionado com a concentragdo de LysB nanoincorporada.
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Com base nos resultados obtidos para as trés condigdes descritas anteriormente
(presenca de Brij 35, presenca de Tween 80 e auséncia de tensioactivo), elaboraram-se duas
novas representagdes graficas, com o objectivo de evidenciar especificamente duas situagdes
distintas. A figura 3.11 @ representa a variagdo do nimero de UFC apos a incubacdo do
sistema nsLp LysB na presenca e auséncia do tensioactivo Brij 35. Por outro lado, a figura
3.11 @ ilustra a variagdo do numero de UFC entre culturas incubadas com nsLp LysB e

[nsLp LysB]/2, ambas na presenga de Brij 35.

45 16

4 4. smegmatis + nslp_lysh 14 —— WM. smegmatis+Brij 35+
nsLp_LysB

l H M. smegmalis + Brij 35+ nsLp_Lysb 12—

B V.. smegmatis + Brij 35 +
10— [nstp LysBI/2

I T
2 -
Oijjh
0 2 4 6

Tempo {h) Tempo (h)

UFC (x10°%)
UFC{x107)
o)

8 18

Figura 3.11 — ®Variacao das UFC de M. smegmatis, com a adi¢ao de nsLp_LysB, ao longo do tempo
do ensaio, na presenca e auséncia de Brij 35 no meio.® Variacdo das UFC de M. smegmatis, pela
adig¢do de nsLp LysB e [nsLp LysB]/2 ao longo do tempo do ensaio, em meio 7H9 com adicdo de
Brij 35.

A analise da figura 3.11 @ indica com detalhe a eficacia do sistema [nsLp_LysB]/2 no
que se refere a inibicdo da viabilidade celular do M. smegmatis em cultura. Todavia, e tal
como referido anteriormente € visivel uma eficacia apenas até as 6h apds o inicio do ensaio, 0
que indica que este ¢ um sistema menos reprodutivel que o sistema nsLp LysB, que apresenta

eficacia durante o periodo do ensaio.
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Por outro lado, a analise da figura 3.11 @ sugere a importancia da presenga de
detergente para a eficacia do sistema nsLp LysB, tal como referido anteriormente. De facto,
na presenca de Brij 35, a reducdo no nimero de UFC ¢ visivel ao fim de 2h do inicio do
ensaio, enquanto que na auséncia de detergente, o efeito apenas se observa ao fim de 6h.

Os resultados indicam que o sistema nsLp LysB representa uma terapéutica eficaz no
que se refere a inibi¢do do crescimento bacteriano de culturas de M. smegmatis.

Os sistemas de particulas podem ser utilizados de forma eficaz para o transporte de
terapé€uticas farmacologicas, incluindo moléculas activas, traduzindo-se na reducdo da dose
administrada sem que exista uma reducdo da eficacia terapéutica, mas reduzindo
comprovadamente a incidéncia de efeitos adversos '*. De facto, existem varios estudos que

aplicam os sistemas nanotransportadores no tratamento de infecg¢des respiratorias, como a TB

(3, 43,76, 104, 107) (31, 145)

, patologias tumorais , € até mesmo no tratamento de doengas metabdlicas
(diabetes) % 19 Estes estudos reforcam o objectivo do presente trabalho, uma vez que a
incorporagdo de farmacos/moléculas activas em nanoparticulas promove a melhoria da

biodisponibilidade dos mesmos e, consequentemente, alteracdes nas vias de entrada na célula,

ou seja, na sua internalizagao celular.

3.3.2. Estudo da actividade de nsLp_LysB em linhas celulares de macroéfagos.

A. Estudos de citotoxicidade

(1) M¢étodo de exclusao com azul de tripano
De forma a inferir acerca da inocuidade dos compostos em estudo avaliou-se, pelo
método de exclusao com azul de tripano, o efeito toxico dos compostos e sistemas em estudo

(nsLp, LysB, nsLp LysB e [nsLp LysB]/2) na viabilidade de culturas celulares de
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macrofagos. Este método de coloracdo baseia-se no principio de que células vidveis
apresentam membranas intactas, € como tal evitam a penetracdo do corante, enquanto que as
membranas metabolicamente inactivas de células mortas ndo conseguem evitar a entrada do
corante nas mesmas. A percentagem de células viaveis foi calculada com base na diferenca
entre o nimero de células total e o nimero de células mortas para uma determinada amostra
celular. Deste modo, apos 1h e 24h de contacto com os sistemas descritos, as células foram
fixadas com paraformaldeido ©®® e coradas com o azul de tripano. Os resultados relativos a

viabilidade celular encontram-se resumidos na tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Resultados do ensaio de citotoxicidade dos sistemas em estudo.

Células viaveis apos 1h de  Células viaveis apos 24h de

contacto contacto
(Y0) (“0)
Macrofagos 100
Macréfagos + nsLp 99 99
Macrofagos + LysB 99 99
Macrofagos + nsLp LysB 54 88
Macroéfagos + [nsLp LysB]/2 75 96

Os resultados indicam que a adi¢do de nsLp e LysB a culturas de macrofagos nao
influéncia a viabilidade celular da cultura de macrofagos. Resultados semelhantes foram
anteriormente obtidos por Videira (2008), na avaliagdo da citotoxicidade de nsLp “in vitro”
em culturas de macrofagos peritoneais de ratinho. Este estudo revelou que as nanoparticulas
ndo provocam diminui¢do da viabilidade celular, até concentragdes de particulas oito vezes

. , . 144
superiores ao nimero de células semeadas 4%
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Relativamente as nanoparticulas com a proteina incorporada, os resultados
demonstram a diminui¢do da viabilidade celular por adi¢do dos sistemas nsLp LysB e
[nsLp LysB]/2. Esta, no entanto, parece estar relacionada ndo tanto com a toxicidade do
lipido e proteina que compdem o sistema, mas acima de tudo com a turvagao do meio que
podera traduzir-se numa deficiente oxigenagio da mesma. E possivel que uma elevada
concentracgdo intracelular de nanoparticulas, neste caso relacionada ndo apenas com o nimero
de particulas, mas também com a internalizacdo celular das nsLp, pode provocar uma
acumulagdo de nanoparticulas no citosol, com consequente aumento da actividade lipossomal
e possivel perda da viabilidade celular por saturacdo das vias endociticas !+ 1%,

Por outro lado, em cultura de macrofagos, os produtos com origem na degradacao das
nsLp, que possam apresentar alguma toxicidade, estdo durante periodos de tempo superiores
em contacto com as células do que “in vivo”. Desta forma, e tal como descrito por Gelperina
et al (2002) e Pereverzera et al (2007), espera-se uma toxicidade “in vivo” inferior a que se

’ 111
observa em cultura de macrofagos % 'Y,

(i)  Citoquimica fluorescente para a actina

Com este ensaio pretendeu-se avaliar se os sistemas em estudo promoviam a activa¢ao
dos macrofagos. Uma resposta imunoldgica ao contacto com 0s nossos sistemas seria
indesejavel, uma vez que o objectivo para estudos futuros serd a administragdo do sistema
nsLp LysB por inalagdo. Desta forma, marcou-se o citosqueleto de actina por coloragdo com
rodamina-faloidina (coloragdo vermelha). Este composto tem sido utilizado para a marcagao
celular do citosqueleto de actina com o objectivo de avaliar se existe activacdo celular, por

contacto com compostos que promovam a resposta imunitaria das células e a activacdo de
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receptores a superficie das mesmas. Num processo de activagdo celular, surgem a superficie
dos macrofagos activados receptores CD69 (glicoproteina de superficie), que funcionam
como um transmissor de sinal de receptor para activagdo do factor de transcricdo NF-kB,
(factor nuclear kappa-light-chain-potenciador de células activadas B) proteina complexa que
controla a transcrigdo do ADN e que estd presente na maioria das células animais,
promovendo a activagdo de linfocitos nk e plaquetas. Este factor estd ainda envolvido na
resposta celular a diferentes estimulos como stress, citocinas, radicais livres, antigénios virais
ou bacterianos > *”).

No presente ensaio apos coloragdo e tratamento com um anticorpo anti-CD69 ndo se
observou a activacdo dos macréfagos, o que sugere que o contacto com os sistemas em estudo
ndo promove a estimulacdo dos macréfagos em cultura e, consequentemente, os resultados
futuramente obtidos em macréfagos infectados com M. smegmatis apenas estardo
relacionados com a actividade dos nossos sistemas sobre as micobactérias.

A figura 3.13 C e D ilustra as observagdes microscopicas obtidas apés 1h e 24h de

contacto com as nsLp vazias e com o sistema nsLp LysB, respectivamente.
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.

Mano+LysB/

Figura 3.13 — Imagens obtidas ao microscopio de fluorescéncia por coloragdo, do citoesqueleto de
actina de macréfagos, com rodamina-faloidina apds 1h e 24h de contacto com os sistemas nsLp LysB
(D), nsLp vazias (C). A figura 3.13 A representa o controlo negativo ¢ a figura 3.13 B o controlo

positivo por marcagdo do indugdo da activagdo com LPS de E. coli.

Os resultados foram analisados por comparagdo com os dois grupos controlo: cultura
de macrofagos ndo activados (controlo negativo) e cultura de macrofagos activados (controlo
positivo). O controlo positivo (figura 3.13 B) foi obtido apods estimulagdo dos macrofagos
com LPS de E. coli. O lipopolissacérido (LPS) ¢ uma endotoxina bacteriana que promove
uma resposta imunitaria, apds o contacto com cé€lulas do sistema imunitério. A adi¢do de LPS
a uma cultura de macrofagos origina o aparecimento de receptores CD69 a superficie das
células (140). Deste modo a adi¢do do anticorpo anti-CD69 ao meio, promove o aparecimento
de fluorescéncia (verde) ao nivel da membrana plasmatica, visivel na figura 3.13, e que indica
uma estimulacdo das células em cultura. Por outro lado, o controlo de macrofagos apos adi¢ao
do anticorpo ndo apresenta a coloracdo referida (figura 3.13 A).

De igual modo, auséncia de fluorescéncia sugere que ndo existe activacdo dos

macrofagos em cultura pelo contacto com nsLp e nsLp LysB, uma vez que, contrariamente
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ao controlo positivo, os resultados demonstram a negatividade do anticorpo anti-CD69, como
se pode observar na figura 3.13 C e D.

De acordo com os resultados obtidos, e sabendo que ndo existe activagdo celular, nem
redu¢do de viabilidade, dos macrofagos em cultura por contacto com o sistema nsLp LysB,
prosseguiu-se com os estudos de eficicia terapéutica em macrofagos infectados com M.
smegmatis, com o objectivo de avaliar o efeito da internaliza¢do do sistema nsLp LysB na

multiplicagdo e sobrevivéncia de M. smegmatis intracelular.

B. Estudo da actividade Bioldgica de nsLp LysB em macrdéfagos peritoneais

infectados com M. smegmatis mc>155

A sobrevivéncia de M. smegmatis ap6s internalizacdo do sistema nsLp LysB, LysB e
nsLp foi avaliada utilizando para o efeito uma linha celular de macréfagos peritoneais de
ratinho.

Os resultados obtidos, relativos a inibi¢do do crescimento bacteriano, sdo preliminares,
ndo permitindo a sua analise estatistica. Contudo, este estudo revelou-se importante para a

caracterizagdo morfoldgica das células fagocitarias quando sujeitas ao tratamento com

nsLp LysB, LysB livre e nsLp vazias. A figura 3.14 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 3.14 - Fotografias de microscopio optico obtidas a diferentes ampliagdes. (A) Aspecto
morfologico das culturas de macrofagos peritoneais apés 1 € 8h de infecgdo com M. smegmatis. (B)
Aspecto morfologico dos macrofagos peritoneais infectados por M. smegmatis, decorridas 1 e 8h
desde o inicio do ensaio. Imagem obtida apds contacto com as nsLp. (C) Aspecto morfoldgico dos
macrofagos peritoneais infectados por M. smegmatis, decorridas 1 ¢ 8h desde o inicio do ensaio.
Imagem obtida apds contacto com o sistema nsLp LysB. (D) Aspecto morfologico dos macréfagos
peritoneais infectados por M. smegmatis, decorridas 1 ¢ 8h desde o inicio do ensaio. Imagem obtida
apos contacto com a proteina livre (LysB). Para todas as culturas macrofagicas presentes no ensaio,
excepto para o grupo controlo, promoveu-se, apos a infecgdo, um contacto de 1h com os sistemas em

estudo.
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A andlise microscopica indica uma recuperacao celular significativa apds um periodo
critico inicial, resultante do contacto com todos os sistemas em estudo. De facto, apos 8h do
inicio do ensaio, as células fagocitarias, tratadas com as nsLp e com o sistema nsLp_ LysB,
apresentam uma taxa de crescimento estabilizado, normal, o que sugere que estes sistemas sao
rapidamente internalizados pelos macrofagos (Figura 3.14 A, B, C), sugerindo o
envolvimento das vias endociticas, embora 0 mecanismo subjacente a este fendmeno continue

por esclarecer Y. O

sistema nsLp LysB apresenta uma elevada potencialidade para o
tratamento de infec¢des intracelulares porque, de acordo com estudos anteriores, as nsLp sao
particulas endocitaveis que permitem o transporte de farmacos directamente a uma célula
especifica Y.

A andlise morfologica das células, apds adicdo isolada de LysB, sugere uma
estimulacdo celular. De facto, os macrofagos comportam-se como células apresentadoras de
antigénio quando submetidas a ac¢do da LysB, uma vez que adquirem uma morfologia
distinta das restantes, como se pode observar na figura 3.14 D.

A actividade biologica de proteinas apos nebulizagdo estd comprometida,
essencialmente, por fendémenos de imunogenicidade e de instabilidade quimica relacionados

@ E de salientar a importancia da presenca do

com as proteinas administradas
nanotransportador, uma vez que a administragdo pulmonar de proteinas livres pode
desencadear uma resposta imunolégica indesejada. Byron et a/ (1990), Bukowski et al (2002),
Thanoo et al (1992) propuseram que a aplicacdo de sistemas transportadores nanométricos
constitui uma solugdo para melhorar a estabilidade das proteinas administradas #** *”. Num
estudo recente, Bukowski et al (2002) ja havia demonstrado que a utilizagdo de um complexo

’ . Lo o ~ (22
PEG-proteina reduz eficazmente a resposta imunogénica ap6s inalagio %
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No presente estudo, a analise microscopica demonstra que a incubagdo com nsLp nao
produz qualquer efeito de estimulacdo nos macrofagos peritoneais, sugerindo um processo
normal de fagocitose. Este facto estd de acordo com o anteriormente observado no ensaio com
o corante rodamina-faloidina, onde ndo ¢ visivel a estimulacdo dos macréfagos em cultura por
adic¢do das nsLp e do sistema nsLp LysB.

Os resultados obtidos, embora preliminares reforcam o nosso objectivo, uma vez que a
proteina nanoincorporada ndo promove uma activagdo dos macrofagos em cultura. A
activacdo de proteinas de membrana seria importante numa perspectiva de vacinagao.

A incorporacdo de proteinas em sistemas nanotransportadores para administragdo
pulmonar representa uma alternativa promissora a terap€utica injectavel ou oral de proteinas e
péptidos, por ser uma via ndo invasiva, aumentando também a adesdao do doente ao tratamento
(116)

Em concordancia com os autores referidos anteriormente, ¢ possivel afirmar que a
administracdo pulmonar de um nanotransportador podera constituir a melhor op¢do para a
aplicacao clinica da LysB.

De facto, a terapéutica baseada na vectorizagdo celular, na qual um transportador
conduziria os farmacos as células-alvo, os macrofagos alveolares, sendo por estas
internalizado utilizando os seus mecanismos celulares, tem sido destacada. Estes mecanismos
foram descritos por Yoshida et al (2006) que utilizando rifampicina incorporada em
microesferas observaram um aumento da concentragdo intracelular do farmaco em
macrofagos alveolares comparativamente ao farmaco livre, tendo os autores relacionado o
transporte intracelular de nanotransportadores com os mecanismos de fagocitose >, No
entanto, estes mecanismos de fagocitose estdo dependentes do didmetro médio e da

hidrofobicidade do transportador *%.
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Um sistema como as nsLp preenche os requisitos necessarios a um transportador
eficaz, dadas as suas caracteristicas de hidrofobicidade e didmetro médio. De facto, o target
intracelular pode ser antecipado tendo em conta o caracter endocitavel das nsLp, tal como foi
descrito por Videira, (2008) 4.

Mais ainda, a aplicacdo de nanoparticulas como transportadores de fArmacos mostrou
ser eficaz nao s6 para a administragdo pulmonar de farmacos, mas também para a
administracdo oral de farmacos e biomoléculas activas. De facto, Sarmento et al/ (2007)
desenvolveu um sistema de nanoparticulas para o transporte de péptidos apds administragao
oral. Os autores incorporaram insulina num transportador lipidico, com o objectivo de, através
do mesmo, controlar a sua libertagdo. A analise dos resultados demonstra que a reducao no
valor da glicémia foi mais significativa no grupo tratado com a insulina nanoincoporada '*.
Deste modo, ¢ possivel concluir que as SLN protegem a Insulina da degradacdo enzimética no
tracto gastrointestinal, promovendo a sua absor¢do intestinal, que de um modo geral se

. ’ 12
encontra comprometida, uma vez que se trata de uma proteina de elevado peso molecular %%,

C. Actividade do sistema nsLp LysB em macréfagos infectados com M.

smegmatis

O efeito antimicrobiano do sistema nsLp LysB sobre a morte celular de M. smegmatis
em macrofagos de ratinho da linha celular J774A.1 infectados com M. smegmatis foi avaliado
e comparado com o controlo da proteina livre (LysB) e das nsLp vazias. Para este estudo,
desenharam-se dois protocolos experimentais, nos quais se variou o0 momento da infecgao.

e Ensaio 01: infeccdo dos macréfagos com M. smegmatis e posterior internalizagdo

dos sistemas em estudo;
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e Ensaio 02: internalizagdo dos sistemas em estudo seguida de infeccdo dos
macréfagos com M. smegmatis.
Em qualquer dos ensaios, a sobrevivéncia das micobactérias foi avaliada apds a lise
celular e contagem das UFC de M. smegmatis.
Os resultados do ensaio 01 estdo resumidos na figura 3.15, na qual se pode observar a
diminui¢do do valor de UFC em todos os grupos em estudo, apos as 24h de ensaio, com
excepcdo dos controlos de macrofagos infectados por M. smegmatis ¢ de macréfagos

infectados por M. smegmatis ¢ incubados com as nsLp vazias.

97 H Macrdfagos + M. smegmatis
8 | L Macrofagos + M. smegmatis + LysB
W Macrofagos + M. smegmatis + nslLp .|-
= B Macrofagos + M. smegmatis + nsLp_LysB l
6 — m Macréfagos + M. smegmatis + [nsLp_LysB]/2
5

UFC/ml{x10°%)

N Tﬂ |

2 - : T =
1 -
0 - . T .
1 4 8 24
Tempo (h)

Figura 3.15 — Grafico com a variag@o do valore de UFC de bactérias extraidas das células lisadas para

cada intervalo de tempo em estudo.

Apesar da eficacia da LysB se observar em ambos os sistemas em estudo, ¢ claramente

visivel um menor efeito de LysB quando livre, comparativamente a apresentada no
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transportador lipidico. De facto, a proteina nanoincorporada revelou uma actividade cerca de
0ito vezes superior a observada para a proteina livre, traduzida por uma redugao do numero de
UFC/ml. Este facto, evidéncia, antes de mais, uma elevada biodisponibilidade intracelular,
que justifica por si s6 a maior eficicia terap€utica. Este efeito mais pronunciado no caso das
nsLp LysB, para concentracdes extracelulares equivalentes de LysB, sugere que podemos
estar perante uma menor permeabilidade celular a proteina livre, existindo uma maior eficacia
terapéutica do sistema nsLp LysB. Tal como havia sido descrito por Yoshida (2006) e
Pandey (2006), a eficacia terapéutica ¢ dez vezes superior para o fArmaco nanoincorporado
(105, 154)

Uma maior acumulagdo de farmaco nanoincorporado em macrofagos ficou
demonstrada pelos estudos de Kisich et a/ (2007), ndao tendo esta acumulacdo, no entanto,
correspondido a um aumento da eficicia terapéutica. Os autores referem que o farmaco
nanoincorporado atinge uma concentragdo intracelular cerca de trés vezes superior a obtida
para o farmaco livre 7. Desta forma, a utilizacio de nsLp representa uma mais-valia, o que
esta de acordo com os resultados anteriormente obtidos por Videira (2008) (%

Tendo em conta que a maioria dos autores refere o bloqueio das vias lisossomais dos
macrofagos, fomos verificar se este factor inibe de algum modo a endocitose do sistema
nsLp LysB. Assim, com o objectivo de avaliar se os macrofagos infectados teriam algum
efeito redutor na internaliza¢do do sistema nsLp LysB, realizou-se o ensaio 02, no qual se
adicionou as nanoparticulas a uma cultura de macréfagos e s6 posteriormente se procedeu a
infeccdo com M. smegmatis.

Os resultados representados na figura 3.16 confirmam a existéncia de uma actividade
sobre M. smegmatis, apresentando no entanto um menor efeito que no ensaio anterior,

sugerindo que ndo ha reducdo da capacidade de fagocitose dos macréfagos infectados.
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Adicionalmente, observou-se também uma reducao do nimero de UFC, tal como observado

no ensaiol.
Relativamente ao ensaio 02, os dados confirmam que, a semelhanga do ensaio
anterior, o aumento da carga bacteriana ¢ visivel nos grupos controlo de macrofagos

infectados por M. smegmatis e macrofagos infectados por M. smegmatis e incubado com as

nanoparticulas lipidicas vazias (figura 3.16).

H Macrdfagos + M. smegmatis
7 IMacrofagos + M. smegmatis + Lysh
6 M Macrdfagos + M. smegmatis + nsLp
H Macréfagos + M. smegmatis + nsLp_LysB
5 T B Macrofagos + M. smegmatis + [nsLp_LysB]/2 T
|
% 47
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Figura 3.16 — Grafico com a varia¢ao do valor de UFC de bactérias extraidas de células lisadas para

cada intervalo de tempo em estudo.

Os dados obtidos demonstram a mesma tendéncia de diminui¢do da carga bacteriana
na presenca da proteina LysB, livre ou nanoincorporada. Uma vez mais o efeito ¢ superior
para o sistema nsLp LysB, cerca de duas vezes superior ao apresentado pela LysB livre.

Relativamente ao ensaio 01, no ensaio 02 observou-se uma menor reducdo da carga
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bacteriana. E interessante verificar que o contacto prévio com a associagdo nsLp LysB em
estudo reduz, igualmente, a carga bacilar dos macrofagos infectados.

De facto, a utilizagdo de nsLp LysB como sistema terapéutico, ou seja apos a
infec¢do, desencadeia uma resposta mais eficaz, quando comparado com a sua utilizagdo
prévia a infecgio, onde se obtiveram respostas ligeiramente inferiores. E interessante verificar
que, aparentemente, ndo se observa uma saturacao das vias endociticas pela internalizagdo e
digestdo do sistema nsLp LysB e consequente libertagcdo da proteina no citosol.

A eficacia do sistema transportador ficou demonstrada nos dois protocolos através da
magnitude da resposta terapéutica. Contudo, a resposta parece estar dependente do esquema
de tratamento implementado.

O aumento da resposta bacteriana a LysB, incorporada nas nanoparticulas, pode estar
directamente relacionado com o mecanismo de internalizacdo do sistema transportador. A
relacdo da natureza lipidica do transportador com a elevada eficacia “in vitro” ja tenha sido
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demonstrada anteriormente (9.

3.4. Estudo da actividade biolégica do sistema nsLp LysB em culturas de M.

tuberculosis.

Com este ensaio pretendia observar-se o efeito das nsLp vazias e do sistema
nsLp LysB em uma estirpe clinica de M. tuberculosis. As amostras foram analisadas em
sistema BACTEC MGIT 960, aparelho automatizado que se caracteriza por uma maior
capacidade e rapidez de resposta. Este efectua para além da detec¢do do crescimento das
micobactérias, os testes de sensibilidade. O BACTEC MGIT 960 é um sistema nao

radiométrico, totalmente automatizado, que explora a fluorescéncia de um sensor de oxigénio
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para a detecgdo do crescimento de micobactérias em cultura, por uma determinagao precisa do
consumo de oxigénio 1%,

Apos 7 dias do inicio do ensaio observou-se uma floculagdo no meio de cultura onde
se incubou o sistema nsLp LysB. Apesar deste fenomeno, manteve-se a incubagdo até ao
final do ensaio. De facto, decorridos 30 dias desde a incubagdo, em triplicado, de uma cultura
virulenta de M. tuberculosis com o sistema nsLp LysB e com as nsLp vazias observou-se
uma inibicdo do crescimento bacteriano para o sistema nsLp LysB, mantendo o tubo com as
nsLp vazias o seu crescimento normal.

Embora os resultados sejam preliminares, uma vez que se realizou apenas um ensaio,
este demonstrou a importancia do sistema terapéutico em estudo na inibi¢ao do crescimento
bacteriano de uma estirpe clinica virulenta, o que sugere que este podera representar um bom

sistema para o transporte de biomoléculas usadas no tratamento de infecgdes bacterianas por

M. tuberculosis.

3.5. Extracc¢ao de Lipidos Totais das micobactérias

Tal como ja referido, a parede das micobactérias, ao contrario de outras bactérias
Gram-positivas apresenta, na sua constituicio, uma elevada percentagem de lipidos 7.
Estudos recentes classificaram a LysB como uma proteina com actividade lipolitica,
revelando uma capacidade para hidrolisar substratos de cadeia curta (esterases) e de cadeia
longa (lipases) ©”. A actividade de LysB em extractos lipidicos de micobactérias foi ja
demonstrada ©7-%).
Com o objectivo de avaliar a capacidade do sistema nsLp LysB em actuar sobre

extractos lipidicos de M. smegmatis, testou-se a sua actividade, no seu substrato natural, mais

especificamente, na fraccdo lipidica extraida da parede micobacteriana. Deste modo, os
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lipidos totais de M. smegmatis foram extraidos e tratados com a proteina LysB livre e
adsorvida as nsLp durante 24h a 37°C. Apods o periodo de incubagdo, as amostras foram
aplicadas numa placa de TLC e desenvolvidas num sistema solvente apropriado

(Cloroformio:Metanol: Agua) (Figura 3.17).

v

...,

A

» -
® .l
PBS lysB  nsLp_ nsLp
LysB

Figura 3.17 — Placa de TLC obtida apés a eluicio com o solvente (Cloroférmio:Metanol:Agua). A)
Controlo. Neste, os lipidos totais de M. smegmatis foram apenas tratados com PBS; B) representa
analise dos lipidos totais de M. smegmatis apds o tratamento dos mesmos com o sistema nsLp _LysB,

com as nsLp vazias ¢ com a proteina LysB livre.

A observacdo da placa de TLC obtida indica a presenca de diferengas entre o perfil das
amostras tratadas com LysB e nsLp LysB e o perfil das amostras tratadas com as nsLp vazias
e apenas com PBS (controlo). Como se pode observar na figura, nas amostras tratadas quer
com a proteina livre, quer com o sistema nsLp LysB ocorre o desaparecimento da banda

assinalada, presente no controlo (Coluna A) e na amostra tratada apenas com as nsLp. Por
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outro lado, sdo visiveis as semelhancas entre o perfil da amostra tratada com LysB e com
nsLp LysB. A coluna A representa o controlo, que corresponde ao extracto lipidico nao
tratado. Na coluna B estdo representados os extractos lipidicos apos o tratamento com a LysB
livre, o sistema nsLp LysB e as nsLp vazias. Os resultados obtidos confirmam a capacidade
de actuacgdo desta proteina sobre os substratos lipidicos. Gil (2008) ja havia demonstrado que
a LysB ¢ capaz de actuar ndo s6 na frac¢do lipidica de M. smegmatis mas também em M.
tuberculosis H37Ra e M. bovis BCG, concluindo que o substrato da LysB ¢ um lipido da

. pi e (57,58
parede celular, comum a todas as micobactérias ©”°%.
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Capitulo 4. Conclusao e

Perspectivas Futuras

Apesar da variedade de esquemas terapéuticos e da crescente investigacdo clinica, na
area da infecciologia, mais especificamente no que respeita a TB, os agentes antibacterianos
disponiveis para aplicagdo terapéutica apresentam limitacdes que abrangem tanto a sua
toxicidade sistémica, como o desenvolvimento de resisténcias que impedem a resolucao
clinica da doenca. A metabolizagdo hepatica destes firmacos e a ocorréncia de efeitos
adversos decorrentes da sua utilizacdo continuam a ser um factor determinante para a
necessidade de desenvolver solugdes tecnoldgicas inovadoras.

O presente trabalho consistiu na producdo de um sistema constituido por um
nanotransportador lipidico e uma proteina fagica (nsLp_LysB), na sua analise ¢ avaliacdo da
sua actividade antimicrobiana em culturas de M. smegmatis ¢ em macréfagos infectados pelo
mesmo agente bacteriano.

As nanoparticulas desenvolvidas de acordo com o método criado por Videira, em
2008, demonstraram novamente que representam um sistema de particulas promissor, abrindo
novas perspectivas para a sua utilizacdo em terapéuticas selectivas.

Com este trabalho, e a semelhanga de estudos anteriores elaborados por outros autores,
demonstrou-se também a eficacia da proteina LysB na inibi¢do do crescimento bacteriano de
culturas de M. smegmatis em fase exponencial de crescimento. Mais ainda, concluiu-se que a

utilizacao de um sistema transportador representa uma mais-valia para a aplicacao terapéutica
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desta proteina, uma vez que lhe confere algumas caracteristicas importantes e permite manter
ou melhorar o seu desempenho enquanto biomolécula activa. A incorporagdo em
nanoparticulas lipidicas pode representar uma estratégia interessante para alterar, ndo apenas a
farmacocinética, como também a biodistribui¢ao de farmacos.

Deste modo, a aplicagdao de nanoparticulas como transportadores de moléculas activas
e farmacos podera ser a chave para o sucesso terapéutico, em todas as fases evolutivas da
patologia, uma vez que promove a veiculacdo da molécula/fArmaco ao seu local de accao,
reduzindo possiveis efeitos adversos, metabolizagdo com perda de eficacia dos mesmos € uma
maior adesao por diminui¢do do nimero de tomas diarias.

Foi também possivel concluir que a aplicagdo deste sistema nsLp LysB ¢ eficaz na
reducdo da carga bacilar de macrofagos infectados por M. smegmatis. Este facto ¢
particularmente importante, uma vez que permite a passagem dos estudos de culturas
celulares para estudos onde um novo interveniente (macrofagos) poderia alterar a resposta
observada para as culturas de M. smegmatis. De facto, em macréfagos infectados previamente
por este agente bacteriano, a diminui¢cao do nimero de UFC ¢ notdria e indica que este € um
sistema eficaz.

A alteracdo do perfil lipidico de M. smegmatis apos o tratamento com LysB ja tinha
sido anteriormente descrita. Este estudo vem também reforcar esta ideia, uma vez que nao so
ocorre alteragdo do perfil lipidico nas amostras tratadas com a proteina livre como também as
amostras tratadas com o sistema nsLp LysB apresentam um perfil distinto do controlo e
semelhante ao obtido para a LysB isolada. Assim a hipdtese levantada pelos investigadores de
que a actuagdo desta proteina estd associada a camada lipidica da parede das micobactérias ¢
com esta nova aplicacdo refor¢cada. Em estudos futuros serd interessante verificar se os

resultados obtidos com o sistema nsLp LysB s3o semelhantes ao da proteina livre para

80



Sistema nsLp LysB

estirpes seleccionadas Deste modo sera interessante executar novos estudos em que este
sistema seja aplicado sobre os lipidos da parede de outras micobactérias, incluindo os lipidos
da parede de M. tuberculosis.

Os conceitos da nanomedicina oferecem novas estratégias que se tém revelado
importantes para a area da farmacoterapia. Um elevado niimero de compostos bioactivos pode
ser adsorvido com os nanotransportadores permitindo, num futuro préximo, o tratamento da
maioria das infec¢des e patologias respiratdrias, incluindo a TB. Por outro lado, os efeitos
adversos podem ser reduzidos aumentando a concentragdo dos farmacos apenas no 6rgao
alvo. O potencial de um transportador coloidal, esta relacionado com a organizagdo da matriz
que o constitui e com a capacidade deste em ndo ser reconhecido pelo sistema imunolégico,
atingir selectivamente a regido lesada, estar disponivel durante um periodo de tempo
adequado, libertar no tempo uma concentracdo terapéutica de farmaco, alterar o indice
terapéutico dos farmacos a ele associados, e proteger o firmaco da degradacdo enzimatica.

Este trabalho sugere que a utilizagdo de um sistema transportador permite a
administracdo de biomoléculas, incluindo ADN, ARN, péptidos e proteinas. Isto porque as
caracteristicas proprias destas nanoparticulas protegem-nas da degradagdo enzimatica,
permitindo deste modo a sua administragdo por vias de administragdo, impossiveis quando se
considera a molécula livre.

Com base nas caracteristicas deste sistema nsLp LysB e no ensaio onde se promoveu
primeiramente o contacto dos macréfagos com os compostos e s6 depois a sua infecgdo com
M. smegmatis, é interessante verificar que o contacto prévio com a associacdo nsLp LysB em
estudo parece reduzir a carga bacilar destas células fagociticas.

A encapsulagdo de agentes antibacilares para terapéutica da TB em vectores coloidais

¢ uma das formas propostas para prolongar a sua eficacia, concentrar o farmaco no local de
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accdo e diminuir, nomeadamente nos 6rgdos sauddveis, a toxicidade caracteristica destes
agentes. Deste modo, estudos futuros deveriam incidir sobre o sistema nsLp LysB com o
objectivo de avaliar a inibi¢do do seu crescimento em culturas clinicas virulentas, bem como a
sua eficdcia na reducdo da carga bacilar de macrofagos infectados pelas mesmas.

Deste modo serd interessante executar novos estudos em que este sistema seja aplicado
sobre os lipidos da parede de outras micobactérias, incluindo os lipidos da parede de estirpes

de M. tuberculosis.
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