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RESUMO

MATHIAZZI, B.l. Modificacdo de superficie de nanocristais para entrega e
aumento de atividade de farmacos. 2022. Trabalho de Conclusédo de Curso de
Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, ano.
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INTRODUCAO: Frente aos desafios do desenvolvimento de novos farmacos para
os tratamentos de infec¢cdes bacterianas ou doencgas cronicas, como cancer, 0S
nanomateriais tém demonstrado grande potencial. Os farmacos na forma de
nanocristais podem solucionar problemas relacionados a biodisponibilidade e,
quando recobertos por diferentes revestimentos, podem possuir sua eficacia
aumentada. Assim, € proposto o0 reposicionamento da niclosamida na forma de
nanocristal revestido para aumentar a sua atividade antimicrobiana e antitumoral.
OBJETIVO: Avaliar o potencial do uso de nanocristais revestidos com acido
hialurbnico ou acido fdlico para aumento da atividade antimicrobiana da
niclosamida e aumento da atividade antitumoral. MATERIAL E METODOS: Foi feito
o revestimento do nanocristal de niclosamida com acido hialurénico ou &cido félico.
Em seguida, os arranjos foram caracterizados por espalhamento de luz dinamico
em relacdo ao seu diametro médio, polidispersidade e potencial zeta. As atividades
antimicrobianas foram avaliadas por meio de concentracdo inibitéria minima. A
atividade antitumoral dos arranjos foi avaliada determinando-se o ICs0 e a
internalizacéo celular em células tumorais de pulmédo. RESULTADOS: Os arranjos
de nanocristal revestido com acido hialurénico ou &cido félico foram formados e o
principal indicativo foi o0 aumento do Dz. O nanocristal sozinho possui 0 Dz de 73,4
+ 1,2 nm, o nanocristal revestido com HA possui 151,3 + 2,2 nm e com FA 141,8 £
1,6. A concentracdes inibitdrias minimas em log obtidas contra Staphylococcus
aureus foram de -0,19 para a NCL e +0,18 para NCL/HA ou NCL/FA. Né&o foi
observado inibicdo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa em nenhuma das
formulagdes. Os valores de ICsp in vitro foram obtidos para as nanosuspensdes de
NCL/FA (120,5 puM), de NCL (32,7 puM) e da solucao de HA (537,1 puM). Os valores
para NCL/HA e FA foram muito altos (>1000 pM). CONCLUSAOQ: Apesar dos
nanocristais revestidos possuirem atividade antimicrobiana e antitumoral, os
revestimentos ndo conferiram aumento de atividade nos sistemas in vitro quando
comparado a atividade do nanocristal de niclosamida sem revestimento, ao
contrario do observado para outros farmacos ja reportados na literatura.



1. INTRODUCAO

Ha muitos desafios na medicina quimioterapica em relacao as principais doengas da
sociedade contemporanea. Entre elas, estdo as infeccbes bacterianas causadas por
bactérias multiresistentes, que sdo de preocupacao de saude global e que foram listadas
pela World Health Organization (WHO) na lista de prioridade critica global para
desenvolvimento de novos antibiéticos (TACCONELLI et al., 2018). A descoberta de
novos antibiéticos tem como desafio o design de produtos com propriedades fisico-
quimicas adequadas, que atendam as diferentes condi¢cbes farmacocinéticas ou
farmacodinamicas e que possuam perfis de toxicidade aceitaveis (BUTLER et al., 2022).
Nanoparticulas e nanoantibiéticos vém demonstrando potencial para combater as
infeccbes por bactérias multiresistentes, seja administrados sozinhos ou em associacao
a outras substancias. Os nanomateriais tém apresentado boa biocompatibilidade e
eficacia devido as diferentes possibilidades de formulacdo e ao seu tamanho reduzido
(ALEJO et al., 2022; MATHIAZZI; CARMONA-RIBEIRO, 2020; MODI et al., 2022).

Além das infeccdes bacterianas, os diversos tipos de cancer também representam um
problema alarmante. Em 2020, foram registrados cerca de 2,21 milhées de novos casos
de cancer de pulmédo mundialmente, sendo o cancer de pulm&o um dos neoplasmas mais
letais (SHARMA, 2022). Os nanomateriais também vém sendo aplicados para o
tratamento de cancer, os quais podem ser combinados a drogas convencionais para
aumentar sua eficacia e reduzir a morbidade associada ao céancer. Lipossomas,
nanoparticulas poliméricas, nanotubos de carbono, peptideos e particulas inorganicas
sdo exemplos de compostos que vém sendo utilizados para formar nanoparticulas
antitumorais (AGRAWAL et al.,, 2018; CHIANG; CHENG; LIN, 2021). Uma melhor
compreensdo dos obstaculos das interagcbes entre os farmacos antitumorais
nanometricos e os targetings celulares pode ser explorada para reestruturar 0s
nanomateriais para superar as barreiras bioldégicas de forma mais eficiente e, assim,
superar as terapias com medicamentos originais, ndo nanométricos (DE LAZARO;
MOONEY, 2021).

Os farmacos na forma de nanocristais, que sédo os cristais dos farmacos puros
processados até atingirem a escala nanométrica (menores que 1 pum), também sao
propostas promissoras de nanotecnologia para atender ao tratamento dessas doencas,
porque melhoram a performance biofarmacéutica. Os nanocristais alcancam maior
solubilidade e possuem vantagens de aumento da permeabilidade pelos tecidos e

necessidade de uma dose menor a ser administrada, indicando que ha aumento, também,
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da sua biodisponibilidade (MCGUCKIN et al.,, 2022). Além disso, sao facilmente
escalonaveis a grandes proporc¢des industriais (AGRAWAL et al., 2018; DEMIR et al.,
2018; PAWAR et al.,, 2014). Os nanocristais de varios farmacos lipossolaveis com
tamanhos variando de 110 nm a 425 nm, como danazol, loratadina, sinvastatina, entre
outros, demonstraram melhora na dissolugéo e biodisponibilidade por via oral (LV et al.,
2022). Nanocristais administrados por via intravenosa podem ter sua dissolugéo
prolongada e, consequentemente, gerar um perfil de concentracéo plasmatica do farmaco
sustentavel com apenas uma administracao, como foi demonstrado com o itraconazol (LV
et al., 2022).

A niclosamida (NCL) é um farmaco que, originalmente, foi desenvolvido para o
tratamento de infeccdes por Taenia solium, através do mecanismo de desacoplamento
da fosforilacdo oxidativa das mitocondrias do parasita (BARBOSA et al., 2019, p. 202).
Nos ultimos anos, tem sido proposto o reposicionamento da NCL para varias outras
patologias devida a sua capacidade de agir como inibidor e antagonista em varias vias
farmacoldgicas e também induzir apoptose celular. Além disso, é possivel fazer a sua
combinacgdo a outros farmacos para atuar em sinergia ou como adjuvante aos tratamentos
(DOMALAON et al.,, 2019; LU et al.,, 2022). Estudos vém mostrando seu sSucesso
principalmente como farmaco antimicrobiano (GONTIJO; PEREIRA; DE LACERDA
BONFANTE, 2021; GWISAI et al., 2017; MOHAMMAD et al., 2018; ZHANG et al., 2022),
antitumoral (FU et al., 2020; HUANG et al., 2022; NAQVI; MOHIYUDDIN; GOPINATH,
[s.d.]; YEH et al., 2022; ZHAO et al., 2021), antiviral (CAIRNS et al., 2022) e também para
o tratamento de doencas pulmonares e respiratorias cronicas (OUSINGSAWAT et al.,
2022). Um dos maiores problemas da niclosamida é a sua baixa solubilidade em &gua, o
que dificulta a sua absor¢cdo em algumas mucosas, como a intestinal e a pulmonar.
Esforcos tém se concentrado para contornar este problema através das estratégias
anteriormente mencionadas, como a incorporacdo da NCL em nanoestruturas
(OUSINGSAWAT et al.,, 2022) ou através de sistemas utilizando o seu nanocristal
revestido (JARA; WARNKEN; WILLIAMS, 2021). Esses revestimentos tém a capacidade
de aderir a superficie do cristal do farmaco, seja por interacdo eletrostatica ou por
interacdes intermoleculares, e recobri-lo. Assim, esses recobrimentos interagem com as
membranas celulares e receptores das células dos tecidos para, entdo, aumentarem a
interacdo com o alvo farmacoldgico, facilitando a adesdo do farmaco no tecido, a sua
solubilizag&o, sua liberagéo e o targeting celular.

No presente trabalho, é proposto o revestimento dos nanocristais de NCL com acido



hialurénico (HA) ou &cido félico (FA). O HA € um polimero linear, ndo ramificado, soltvel
em agua, viscoelastico contendo repeticdes de dissacarideos de acido glucurbénico -N-
acetilglucosamina, que néo é sulfatado (ALIPOOR et al., 2022). O HA é muito utilizado
em produtos cosméticos, como produtos de skin care, protetores solares, produtos
capilares, preenchedores da derme e produtos de cuidado com as unhas (AL-HALASEH
et al., 2022). Esse uso consolidado do HA em cosméticos € devido as sua capacidade de
reter agua, de proteger contra raios UVB e sua propriedade de boa ades&o em superficies
(AL-HALASEH et al., 2022). De maneira geral, o HA pode afetar varios processos
celulares (diferenciagéo, proliferacdo, desenvolvimento e reconhecimento molecular) e
também processos fisioldgicos (lubrificacdo, equilibrio de hidratacdo, construcdo de
matriz e interacdes estéricas) (ALIPOOR et al., 2022). O HA é utilizado em alguns tipos
de cancer para monitorar o progresso do neoplasma devido a sua propriedade
mucoadesiva e porgue pode combinar-se com alguns receptores de superficie celular de
orgdos como rins, vasos, fluidos corporais, figado e principalmente tecidos tumorais, o
que é vantajoso para direcionar o drug delivery de proteinas, &cidos nucleicos, peptideos
e diferentes agentes anticancerigenos (YASIN et al., 2022). A sinalizacao intracelular do
HA ocorre por meio da sua ligacdo a alguns receptores, como CD44, RHAMM e LYVE-1.
O CD44, que é um dos principais receptores de adeséo celular do HA, é abundantemente
encontrado na matriz extracelular de tumores. Dessa maneira, o0 HA pode sinalizar
seletivamente as células cancerosas que expressam CD44 em excesso e é foco de muitos
estudos com nanomateriais contendo HA como direcionador para melhorar a terapia do
cancer sem efeitos colaterais (KIM et al., 2019). O HA também pode ser conjugado com
o FA no tratamento de tumores (YASIN et al., 2022). Ja o FA é a forma monoglutamil
oxidada do folato. O folato € uma vitamina B solavel em agua amplamente utilizada e a
sua deficiéncia em humanos esta sendo investigada em relacdo a patogénese de varias
doencas, como cancer. O FA esta presente em alimentos fortificados e as recomendacdes
da sua ingestdo sdo baseadas no conhecimento de seu papel protetor na anemia,
aterosclerose, defeitos do tubo neural e para o cancer. A entrada celular de FA ocorre por
meio do transportador de folato reduzido, o receptor de folato acoplado a prétons e
também do receptor de folato (HELMY et al.,, 2022). O alfa-receptor de folato é
superexpresso em muitos tipos de cancer e, por causa disso, o FA tem sido amplamente
utilizado para formar nanoparticulas com o intuito de direcionamento ativo no cancer, seja
para fins terapéuticos ou diagnésticos (MOHARIL et al., 2022; RAMEZANI FARANI et al.,
2022).



O HA e o FA também tém sido utilizados para desenvolver nanomateriais de
antimicrobianos. O HA pode atuar de maneira sinérgica a antimicrobianos porque possuli
propriedades bacteriostaticas e de impedimento de formacéo de biofilme contra algumas
cepas bacterianas. Além disso, como o CD44 & um receptor superexpressado em
macréfagos, as nanoparticulas hibridas com HA podem ser utilizadas para direcionar e
destruir seletivamente infec¢bes bacterianas intracelulares (MOHAMMED et al., 2022). A
hidrolise do HA é feita principalmente pela familia das enzimas HAase, que esta presente
em mamiferos e também em bactérias, ambas com alvo para clivar a ligacéo glicosidica
B1-4 do HA. O conceito de desenvolvimento de nanoparticulas de carreamento de
antibiéticos responsivas a enzima HAase tem sido empregado para permitir a liberagédo
sob demanda de antibiéticos encapsulados, melhorando a seguranca e efetividade na
entrega de antibiéticos (MOHAMMED et al., 2022). O FA pode ser associado a
nanoparticulas para a formacdo de nanocompédsitos ou filmes com atividade
antibacteriana contra E. coli e S. aureus (MALLAKPOUR; SEYFI, 2022) e podem impedir
a formagé&o de biofilme contra P. aeruginosa (EIVAZZADEH-KEIHAN et al., 2022).

Levando em consideracdo o reposicionamento da niclosamida como farmaco
antimicrobiano e antitumoral, neste trabalho é preterido obter nanosuspensdes revestidas
dos nanocristais de niclosamida com HA ou FA com o objetivo de aumentar a sua
atividade e eficacia. Assim, investigar quais as consequéncias deste revestimento sobre
as atividades antimicrobiana e antitumoral em relacdo a nanosuspensado original de

niclosamida.

2. OBJETIVO(S)

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial do uso de nanocristais revestidos com &cido hialurénico ou &acido
félico para aumento da atividade antimicrobiana da niclosamida e aumento da atividade

antitumoral.

2.2. Objetivos especificos
I. Preparar e -caracterizar fisico-quimicamente os arranjos formados pela
combinagcdo do nanocristal de niclosamida e o revestimento com &cido
hialurdnico ou acido folico;
[I.  Avaliar e comparar as concentrac¢des inibitérias minimas das nanosuspensfes

de niclosamida e niclosamida revestida com acido hialurénico ou acido fdlico;



lll.  Avaliar e comparar o ICso da atividade antitumoral e internalizagéo celular das
nanosuspensodes de niclosamida e niclosamida revestida com &cido hialurénico

ou acido félico.

3. MATERIAL E METODOS

a. Obtencao das nanosuspensdes

Foi realizada a obtencdo das nanosuspensdes a partir do preparo dos nanocristais por
pulverizagdo e por moagem em alta energia. O agente estabilizante utilizado foi o
surfactante ndo idnico Tween 80 (polissorbato 80) a concentracdo de 3% (w/w) para a
concentracdo de farmaco a 6% (w/w) em agua destilada.

O processo de nanopulverizacéo foi realizado em duas etapas, aplicando diferentes
velocidades, tempos e volumes da solucdo aquosa estabilizada. Como nos métodos
realizados no trabalho de BARBOSA, 2014, a primeira etapa consistiu de 2,6 g de
niclosamida mais 20 mL da solucdo do tensoativo no recipiente de mistura e, entéo, foi
adicionado 35 g de esferas de zircénia estabilizadas com itrio, de diametro igual a 0,5 mm
como meio de moagem em moinho de alta energia (Emax, Retsch Technologies). Nesta
etapa as condi¢cdes de nanopulverizagédo foram de 1500 rpm por 15 minutos. Na segunda
etapa 20 mL de solucao estabilizante serdo adicionadas ao recipiente a 400 rpm por 1

minuto.

b. Revestimento dos nanocristais

Para a preparacdo das nanoparticulas de NCL/revestimento, foi utilizado o método
similar ao trabalho de AGRAWAL et al., 2018. Os revestimentos escolhidos para recobrir
o nanocristal de niclosamida foram o acido hialurénico (HA) e o acido félico (FA). Foram
preparadas solucdes estoques na concentracdo de 10 mg.mLt de HA ou FA em agua
ultrapura. Em um béquer, foram adicionados 1,92 mL da nanosuspenséao de niclosamida
e 19,955 mL de agua ultrapura. Sob agitacdo vigorosa, 3,125 mL de solucdo de HA ou
FA foram gotejadas e o sistema permaneceu em agitacdo por mais 15 min, formando,
entdo NCL revestida com HA (NCL/HA) ou NCL revestida com FA (NCL/FA). Cada
sistema foi, em seguida, centrifugado a 15.000 rpm por 1h para remover o revestimento
livre em solucdo e resuspendido em 0,5 mL de agua ultrapura. Apds, as formulacdes

foram armazenadas a 4°C.



c. Caracterizacdo fisico-quimica dos nanocristais revestidos
A distribuicdo do tamanho médio das particulas (Dz), indice de polidispersidade e

potencial zeta (¢) foram medidos por espalhamento de luz dindmico (DLS) utilizando um

Zeta plus—Zeta potential Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY,
USA). As amostras que foram submetidas as medi¢cdes DLS foram diluidas a partir das
dispersdes originais para leituras ideais (10—100 uL de dispersdes em 2 mL de solucao

de 1 mM de NaCl). Todas as medi¢Oes ocorreram a 25 + 1 °C.

d. Determinacdo de concentracdo inibitéria minima (CIM)

Para avaliar a eficicia da atividade antimicrobiana das nanoparticulas, foi utilizado o
método de diluicdo de meio de cultura em caldo triptona soja (TSB). Staphylococcus
aureus ATCC (American Type Culture Collection) 6538 ou Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 foram semeadas separadamente em tubos contendo agar Muller-Hinton e
incubadas de 18h-24h a 37°C em COs2. A turbidez das suspensdes de bactéria foram
ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala McFarland a 625 nm, para atingir a
absorbancia de 0,100 (CHAPIN; LAUDERDALE, 1996) em solucéo a 0,9% de NaCl, que
contém uma concentragdo de células entre 108 — 2.108 UFC/mL (BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016). Da dispersao de bactéria, foi utilizada uma aliquota de 100 uL para
inocular 100 mL de caldo TSB estéril.

O meio foi distribuido em pocos de placas de microtitulacdo de 96 pocos
(microdiluicdo). Em cada poco, foram adicionados 180 pL de caldo TSB previamente
inoculado com a suspensédo de bactéria. No primeiro pocgo, foram adicionados 20 uL da
nanosuspensao original de NCL, de NCL/HA ou NCL/FA ou das solucbes de HA ou FA e
homogeneizada. Em seguida, foi feita a diluicdo de 1:10, 1:100 e assim sucessivamente
até 1:108. As placas foram incubadas por 24h a 37°C, em CO.. Para realizar a leitura da
concentragdo inibitéria minima, foi utilizado o indicador redox cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC), seguindo o método descrito por Francisco et al. no qual 50 pL de
solucdo de 0,5% de TTC em 0,9% NaCl é adicionado em cada pog¢o para, entdo,
prosseguir a uma incubagéo por 10 min a 37°C (FRANCISCO et al., 2014).

e. Determinacéo de ICso e internalizagao celular
Células cancerosas de pulmdo humano (A549 ATCC® CCL-185™) foram utilizadas
nos ensaios in vitro de determinagéo do ICso e internalizacdo do nanocristal. As células

foram mantidas em Meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) com 10% soro



fetal bovino e 1% de penicilina/streptomicina, a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 por
24h-48h.

Apoés as células serem dissociadas e semeadas em placa de 96 pocos, para a
avaliacdo a viabilidade celular, as células foram tratadas com as nanosuspensdes de
NCL, NCL/HA ou NCL/FA e solugdes controle de HA ou FA concentracdes crescentes
para determinacdo de ICso (concentracdo inibitéria necesséria para matar 50% da
populacdo de células) e na concentracdo fixa de 100 pg.mL* para a avaliacdo da
internalizacdo. Uma solucdo com 10% de AlamarBlue® em meio de cultura RPMI foi
preparada e, feita a lavagem de cada po¢o com PBS por trés vezes, foram adicionados
100 pL da solucdo em cada poco, exceto nos pocos de internalizacdo, que permaneceram
apenas com o meio RPMI. Os indculos foram incubados por 2 horas, a 37°C. Ao final do
periodo de incubacéo, a fluorescéncia foi medida no Molecular Devices FlexStation® 3,
com o comprimento de onda de excitacdo/emissdo de 560/590 nm para as leituras de
ICs0. J& para a leitura de internalizacéo, foi retirado o meio dos pocos, foram lavados os
pocos com PBS e adicionados 200 uL de PBS para prosseguir a leitura em comprimento
de onda de excitacdo/emisséo de 650/670 nm. Os dados de viabilidade foram expressos
como variacdes percentuais em relacao ao grupo controle (EILENBERGER et al., 2018),
assim:

Viabilidade (%) = 100 — [(Absorcao do C+ - Absorcao obtida) / Absorgéo do C+ x 100].

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

a. Caracterizacéao fisico-quimica das nanosuspensdes de NCL, NCL/HA e
NCL/FA
As diferentes amostras contendo os nanocristais de niclosamida foram caracterizadas

por DLS e potencial zeta. Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagéo fisico-quimica das nanosuspensdes de niclosamida com tween (NCL),
nanosuspenséo de niclosamida apos 3 meses desde o0 processamento, nanosuspensao de niclosamida
revestida com &cido hialurénico (NCL/HA) e nanosuspenséao de niclosamida revestida com &cido félico

(NCL/FA). Foram obtidos os seu diametro médio (Dz), potencial zeta () e polidispersidade (P).

Amostra Dz (nm) ¢ (mV) P
NCL 48,2+0,1 -20,9 +1,02 0,489 + 0,036
NCL 3 meses 734+172 -21,2+0,6 0,013 + 0,009
NCL/HA 151,3+2,2 -21,0+0,4 0,262 + 0,009
NCL/FA 1418+ 1,6 -23,2+28 0,272 + 0,005

Fonte: elaborado pelo autor (2022)
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Os nanocristais de niclosamida possuiam, inicialmente, o diametro de 48,2 nm,
polidispersidade de 0,489 e -20,9 mV de potencial {. Apés o revestimento com HA,
ocorreu 0 aumento do diametro para 151,3 nm e diminuicdo da polidispersidade para
0,262, enquanto o potencial ¢ ndo sofreu alteracdo significativa (-21,0 mV). De maneira
similar, o revestimento com FA também aumentou o diametro (141,8 nm), diminuiu a
polisdispersidade (0,272) e ndo foi observada grande alteragéo do potencial ¢ (-23,2 mV).
A superficie do nanocristal de niclosamida € negativamente carregada, assim como
ocorre com a molécula ionizada em agua ou PBS (FU et al., 2020). Comparando o
didmetro da nanoparticula de niclosamida antes e apés a adi¢cdo de HA ou FA, percebe-
se 0 aumento do didmetro apdés a adicdo dos &cidos, indicando que ocorreu o
revestimento do nanocristal e a formacao dos arranjos NCL/HA ou NCL/FA. O potencial
permaneceu negativo porque o acido hialurénico e o acido félico possuem residuos de
carga negativa quando ionizados em agua. Os potenciais estdo coerentes com o
revestimento porque nao era esperado que a carga superficial dos arranjos tivesse
alteracdo em valor ou em médulo e permanecessem de caracteristica anidnica.

Foi possivel perceber que a nanosuspensao de NCL teve seu diametro aumentado
apos 3 meses desde a sua preparacao, atingindo 73,4 nm, além de ter a polidispersidade
diminuida para 0,013, enquanto que o potencial { ndo teve seu valor drasticamente
alterado (-21,2 mV). Esse resultado € um indicativo da estabilidade da formulacao,
mostrando que ocorre agregacdo entre 0S nanocristais de niclosamida, porém

praticamente nao altera sua carga superficial total.

b. Determinacédo e avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanosuspensdes
pela concentracao inibitéria minima (CIM)

Foram realizadas as determina¢des da concentracao inibitéria minima (CIM) das
nanosuspensdes de NCL, NCL/HA e NCL/FA para as bactérias Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.

Os nanocristais de NCL possuem cor amarelada e, por conta disso, as amostras
geraram opacidade nos pocos, o que dificultou a leitura do resultado. Para facilitar a
diferenciacdo dos pocos onde ocorreu 0 crescimento microbiano e onde ocorreu a
inibicdo, apos a incubacdo, foi utilizado o indicador redox cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio
(TTC). O TTC j4 era muito utilizado para distinguir particulas alimentares de crescimento
microbiano (BELOTI et al., 1999) e, mais recentemente, foi desenvolvido o método rapido

de identificacdo de crescimento microbiano para ensaios laboratoriais (FRANCISCO et
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al., 2014). O seu sal em meio aquoso estéril € incolor, porém, o TTC sofre reducao por
acdo das células bacterianas vivas e sua molécula reduzida possui cor avermelhada.
Assim, foi considerada a CIM a ultima concentracdo com o meio que nao adquiriu cor
avermelhada. Na Figura 1 ha uma demonstracdo da comparacao entre a placa contendo
nanosuspensao de NCL e os controles com a suspensao de HA, FA e controle negativo
antes da adicdo do TTC (A) e apos a adicao e incubagdo com TTC (B).

Figura 1 - Comparac¢éao entre a placa de crescimento antes da adi¢cdo de TTC (A) ap6s a adicdo de TTC e
incubacéo (B) por 10 min.

(A)

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

Os resultados obtidos com a leitura apés a adi¢cdo de TTC estdo apresentados na
Tabela 2 abaixo. A suspensdo inicial foi inoculada com cerca de 2.108 UFC/mL. Assim,
em cada pogo, a concentracdo de bactéria que interagiu com as nanosuspensdes foi
cerca de 3,6.10° UFC/mL.

Tabela 2 - Resultados da determinacdo da CIM contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa.

A Concentracdo Presenca de crescimento Presenca de crescimento
mostra
(ug.mL1) Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

NCL 6500 Nao N&o foi observada inibicao
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650 N&o
65 N&o
6,5 Nao
0,65 Nao
0,065 Sim
0,0065 Sim
0,00065 Sim
1500 Nao
150 Nao
15 N&o
NCL/HA Lo Néo Né&o foi observada inibicao
0,15 Sim
0,015 Sim
0,0015 Sim
0,00015 Sim
1500 Nao
150 Nao
15 N&o
NCL/FA Lo Néo Né&o foi observada inibicao
0,15 Sim
0,015 Sim
0,0015 Sim
0,00015 Sim
HA 1000 - 0,0001  Nao foi observada inibicgo ~ N&o foi observada inibicao
FA 1000 — 0,0001  N&o foi observada inibicio N&o foi observada inibi¢éo

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

Cada uma das amostras foi testada em triplicata. Expressando os resultados em

log da concentracao (logC), é possivel realizar a comparagao da concentracéo de inibicéo

de maneira padronizada utilizando o grafico de dispersao dos valores e obtendo as curvas

sigmoidais para cada amostra. Na Figura 2 esta o grafico da presenca ou ndo de

crescimento de Staphylococcus aureus versus a concentracdo de cada nanosuspensao

testada.
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Figura 2 - Curvas de CIM para Staphylococcus aureus expressas em log da concentracdo de cada
amostra. A direita, ha a legenda para identificar as curvas das amostras das nanosuspensées de
niclosamida revestida com acido hialurénico (NCL_HA), niclosamida revestida com acido félico (NCL_FA)
e niclosamida (NCL) e também as solucdes controle de acido hialurdnico (HA) e acido félico (FA).

Grafico de Dispersdao de NCL_HA; NCL_FA; NCL; HA; FA versus Log(C)

Variavel
—&— NCL_HA
—m= NCLFA
-—%- NCL
—k- HA
—&- FA

Dadosde Y

Log(C)

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

Nos resultados obtidos ndo ocorreu a inibicdo de crescimento in vitro da NCL com
ou sem revestimento contra Pseudomonas aeruginosa, corroborando os resultados de
Domalaon et al. e Rajamuthiah et al. (DOMALAON et al., 2019; RAJAMUTHIAH et al.,
2015). Além disso, a NCL néo teve atribuicdo de atividade contra Pseudomonas
aeruginosa pelo revestimento com HA ou FA. Contudo, na literatura, alguns trabalhos
descrevem que a NCL possui a capacidade de bloquear algumas vias de sinalizacéo
celular de Pseudomonas aeruginosa. Imperi et al. descrevem que a NCL afeta a
transcricdo de cerca de 250 genes e inibe a sua resposta de quorum sense por inibir a
producdo da molécula sinalizadora acil-homoserina lactona, além de suprimir fatores de
viruléncia de P. aeruginosa (IMPERI et al.,, 2013). Em outros trabalhos, também foi
identificada que a NCL pode potencializar a eficacia da colistina contra bactérias Gram-
negativas, incluindo P. aeuginosa (LU et al., 2022). E conhecido que a hidrofobicidade e
0 peso molecular séo fatores que restringem a permeabilidade de muitos antibiéticos pela
membrana externa das bactérias Gram-negativas, como a NCL (SCHWEIZER,
RAMIREZ; SCHWEIZER, 2022). Porém, neste caso, incorporar elementos hidrofilicos ao
farmaco nao foi suficiente para agregar atividade contra Gram-negativas. Uma boa

estratégia seria associa-lo a revestimentos que aumentem a permeabilidade da
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membrana externa das bactérias.

Jé para a bactéria Staphylococcus aureus as nanosuspensées de NCL, de NCL/HA
e de NCL/FA apresentaram atividade antimicrobiana. E necessario destacar que, para as
trés nanosuspensdes, a inibicdo ocorreu a baixas concentracdes: a 0,65 pg.mL?! para
NCL e a 1,5 pg.mL?* para NCL/HA ou NCL/FA. Isso representa uma vantagem para
tratamentos quimioterpicos com antibidticos (BUTLER et al.,, 2022), ja que seria
necessario administrar baixas dosagens dos nanocristais para atingir o efeito de inibicéo
do crescimento. Porém, comparando os decaimentos das curvas, € possivel perceber que
a nanosuspensao de NCL gera inibicdo no valor de logC -0,19, que é um pouco menor
em relagéo ao logC das nanosuspensdes com cristal revestido (+0,18). Assim, pode-se
concluir gue o revestimento ndo atribuiu vantagem para a atividade antimicrobiana do
nanocristal de niclosamida porque houve inibicdo de crescimento em logCs muito
préximos. Ao mesmo tempo, é possivel afirmar que a atividade antimicrobiana dos
arranjos NCL/HA e NCL/FA ocorre em funcdo somente da concentragédo de NCL, o que
pode ser considerado um ponto positivo, j& que o revestimento do nanocristal nao diminuiu

consideravelmente a sua atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram-positiva.

c. Determinacdo e avaliacdo da atividade antitumoral das nanosuspensdes pelo
ICs0 € internalizagéo celular
Foram realizados os procedimentos propostos para a determinacao do ICso e da
internalizacao celular das nanosuspensdes de NCL, NCL/HA, NCL/FA e das solucdes
controle de HA e FA. O valor de ICso é 0 valor inibitério médio, ou seja, o valor da
concentracdo da nanosuspensao necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular.
As células utilizadas foram células cancerosas de pulméo humano. Para realizar a leitura
da viabilidade celular ou da internalizagédo, foi utilizado o reagente AlamarBlue®. Na

Figura 3, esta representada a placa ap0s a incubacé&o com o reagente.

Figura 3 - Determinagéo do ICso e internaliza¢do celular dos nanocristais de NCL, NCL/HA, NCL/FA e os
controles HA e FA. Os pocos das placas para determinacéo do ICso foram incubados por 2h em meio
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RPMI com AlamarBlue®, a 37°C.

Fonte: elaborado pelo autor (2022)

N&o foi possivel determinar a internalizagdo celular utilizando o método de
fluorescéncia em comprimento de onda de excitacdo/emissao de 650/670 nm. Ocorreu
muita variacdo dos dados e os resultados obtidos ndo foram conclusivos. Ja para o ICso,
foram obtidos os valores com base na viabilidade celular calculada a partir dos valores de

absorcdo. Os resultados expressos em porcentagem de células viaveis estdo
apresentados na Figura 4.

Figura 4 - Gréaficos da determinacdo do ICso das nanosuspensdes de NCL/FA (A), NCL/HA (B), NCL (C) e
os controles FA (D) e HA (E). Os valores de viabilidade celular estédo expressos em porcentagem (%) e as
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concentracdes estdo expressas em logaritmo
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Fonte: elaborado pelo autor (2022)

Foi possivel obter os valores de ICsp in vitro para as nanosuspensdes de NCL/FA
(120,5 pM), de NCL (32,7 uM) e da solucdo de HA (537,1 uM). Os valores para NCL/HA
e FA foram muito altos (>1000 uM), indicando que néo tiveram atividade de morte celular
pronunciada nas concentracdes testadas. Ao comparar os valores de ICso para o
nanocristal de NCL sem revestimento e das nanosuspensdes de NCL/HA ou NCL/FA,
percebe-se que o ICso da NCL é menor, indicando que foi necessaria uma menor
concentragdo para gerar morte das ceélulas cancerosas. Para alcancar atividade
antitumoral, é preciso uma maior concentragdo das nanosuspensdes com nanocristal
revestido. Assim, € possivel afirmar que, aparentemente, 0s revestimentos néao
contribuiram para a morte celular das células tumorais. Contudo, comparando as duas

nanosuspensoes revestidas, a NCL/FA teve maior atividade antitumoral em relacdo a
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NCL/HA. J& para as solu¢gbBes de HA ou FA, ocorreu um leve aumento na porcentagem
de células viaveis a baixas concentragdes (entre 1 e 10 uM) e, a partir de 30 uM, ocorreu
decaimento da porcentagem de viaveis. Portanto, a baixas concentracdes o HA e o FA
podem contribuir para o crescimento de células tumorais, mas a altas concentracdes, as
células tumorais perdem viabilidade.

Apesar de néo ter sido observado aumento da atividade antitumoral in vitro com o
revestimento dos nanocristais, ja foi constatado na literatura que nanocristais revestidos
com moléculas hidrofilicas podem contribuir para o aumento da atividade antitumoral em
modelos in vivo. Agrawal et. al., viram que o lapatinibe, farmaco de caracteristica lipofilica
utilizado no tratamento de cancer de mama, teve sua atividade aumentada quando foi
formulado na forma de nanocristais e essa atividade foi melhorada quando o nanocristal
foi revestido com HA (AGRAWAL et al., 2018). Os autores puderam observar que houve
melhora dos parametros farmacocinéticos nos camundongos tratados com nanocristais
revestidos com HA em relacdo ao lapatinibe na sua forma de nanocristais. Isso é devido
a carga negativa conferida pelo HA que pode proteger o farmaco de ser liberado
rapidamente. Além disso, os autores observaram também que ocorreu maior regressao
do tumor pelo o tratamento com o lapatinibe revestido com HA, principalmente por causa
do maior direcionamento do farmaco ao receptor CD44 e por aumentar a permeacgao e
retencdo do farmaco no tumor, consequentemente, melhorando a bioacumulacdo nos
tecidos e biodistribuicdo do farmaco no corpo (AGRAWAL et al., 2018). Da mesma
maneira, seria esperado que outras moléculas de caracteristica hidrofilica e
negativamente carregadas pudessem causar estas melhoras de eficacia, como o FA.
Contudo, o teste in vitro ndo revela a situacdo de distribuicdo e acumulacdo das
nanosuspensdes como nos modelos animais. Assim, os testes realizados possuem a
limitacdo de observacdo da viabilidade celular em situagcdo de um sistema sem

biodistribuigéo.

5. CONCLUSOES
Apds o revestimento com HA ou FA, o Dz das nanosuspensfes foi aumentado,
indicando que houve formacgéo de revestimento dos nanocristais. Foi possivel perceber
gue a nanosuspensdo de NCL teve seu diametro aumentado apés 3 meses, indicando a
estabilidade do nanocristal. Nos experimentos de determinacdo de CIM, as
nanosuspensdes ndo geraram inibicdo de crescimento in vitro de Pseudomonas

aeruginosa, corroborando os resultados da literatura. Ja para a bactéria Staphylococcus
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aureus, as nanosuspensoes de NCL, de NCL/HA e de NCL/FA apresentaram atividade
antimicrobiana a baixas concentracdes, tendo a NCL sem revestimento apresentado
menor CIM. O revestimento ndo atribuiu vantagem para a atividade antimicrobiana do
nanocristal de NCL porque houve inibicdo de crescimento para as trés nanosuspensoes
em logCs muito proximos. Enquanto isso, nos experimentos com células tumorais de
pulméo, foram obtidos os ICso para as nanosuspensdes de NCL/FA, de NCL e para a
solucdo de HA. Os valores obtidos para NCL/HA e FA foram muito altos. O ICso da
nanosuspensdao de NCL indica atividade antitumoral maior em relacdo as
nanosuspensdes de NCL/HA ou NCL/FA, sendo que a NCL/FA demonstrou maior
atividade em relagdo a NCL/HA. A avaliacdo in vitro pode apresentar uma limitacdo para
o teste de atividade antitumoral e também atividade antimicrobiana, ja que os efeitos dos
revestimentos sdo fortemente observados em modelos animais, onde € possivel mapear

a bioacumulacéo e biodistribuicdo do farmaco no corpo.
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