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NANOPARTICULAS DE PRATA FUNCIONALIZADAS AO COMPLEXO
VANCOMICINA-CISTEAMINA PARA TRATAMENTO DE Staphylococcus aureus
E Enterococcus faecalis

RESUMO

Atualmente, a resisténcia bacteriana é um dos maiores desafios de saude publica do
século XXI. As bactérias como Staphylococcus aureus (S. aureus) e Enterococcus
faecalis (E. faecalis) destacam-se a nivel internacional quanto aos isolados, sendo
gue cerca de 30% sao de S. aureus e 19,5% de E. faecalis comumente relacionadas
as infec¢cdes nosocomiais. Esses microrganismos apresentam outro aspecto em
comum, a resisténcia a vancomicina, um antimicrobiano inibidor da producédo de
peptidoglicano da parede celular. Nos ultimos anos, em virtude desta resisténcia
houve um aumento na demanda de novos farmacos para cessar este problema. Neste
ambito, as nanoparticulas de prata (AgNPs) destacam-se pela acdo antibacteriana,
baixa toxicidade em sistemas biol6gicos e a possibilidade de associacdo com
antibioticos a fim de aumentar o efeito no combate destes microrganismos. Neste
contexto, o presente projeto teve como objetivo a funcionalizagdo da vancomicina na
superficie das AgNPs com intuito de aumentar o efeito antibacteriano no tratamento
da cepas planctonicas de S. aureus e E. faecalis. Neste estudo foi possivel a
modificacdo quimica da vancomicina por meio da quimica carbodiimida. As AgNPs
sintetizadas apresentaram um diametro hidrodinamico de 43,82 nm e uma banda de
ressonancia plasmoénica centrada em 392 nm, enquanto o nanofarmaco
Ag@vancomicina demonstrou um diametro de 47,28 nm e uma banda centrada em
391 nm. Nos ensaios microbiolégicos de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) com a Ag@vancomicina foi possivel obter
uma CIM de 0,25 pg/mL para S. aureus ATCC (29213), o que representou uma
reducdo 8 vezes da concentracdo. Entretanto, para as clinicas SA-1 e SA-2, a CIM
manteve-se a mesma do farmaco sozinho. Porém, a SA-3 a CIM foi reduzida em 2
vezes quando comparada ao antibiético. A cepa de E. faecalis ATCC (29212)
determinou a CIM em 0,12 pg/mL, correspondendo aproximadamente uma reducao
de 16 vezes da CIM do farmaco. Enquanto, para as cepas clinicas EF-1, EF-2 e EF-3
a reducao observada da CIM correspondeu a 4, 2 e 2 vezes, respectivamente. A CBM
foi de 1 pg/mL de Ag@vancomicina para ambas as espécies ATCC. Entretanto nas
clinicas o efeito bactericida em concentracdes baixas so foi observado para SA-1 e
SA-2, para as demais CBM é maior que 4 pg/mL. Os resultados destes ensaios
exibiram um excelente desempenho do nanofarmaco sintetizado, o que indica que a
funcionalizacdo potencializa a acdo bacteriostatica tanto das AgNPs quanto da
vancomicina. Porém, para exercer a agdo bactericida a concentracdo deve ser
aumentada para determinadas cepas clinicas. Portanto, sugere-se que a
Ag@vancomicina tem grande potencial para as aplicagdes em cepas resistentes a
este antibiotico.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, vancomicina,
Nanoparticulas de prata.



SILVER NANOPARTICLES FUNCTIONALIZED TO VANCOMYCIN-CYSTEAMINE
COMPLEX FOR TREATMENT OF Staphylococcus aureus AND Enterococcus
faecalis

ABSTRACT

Currently, bacterial resistance is one of the biggest public health challenges of the 21st
century. Bacteria such as Staphylococcus aureus (S. aureus) and Enterococcus
faecalis (E. faecalis) stand out internationally in terms of isolates, with about 30% being
from S. aureus and 19.5% from E. faecalis commonly related to nosocomial infections.
These microorganisms present another aspect in common, the resistance to
vancomycin, an antimicrobial inhibitor of cell wall peptidoglycan production. In recent
years, due to this resistance, there was an increase in demand for new drugs to pause
this problem. In this context, silver nanoparticles (AgNPs) stand out for their
antibacterial action, low toxicity in biological systems, and the possibility of association
with antibiotics to increase their effect on fighting these microorganisms. In this
background, this project aimed at the functionalization of vancomycin on AgNPs
surface to increase the antibacterial effect in planktonic strains the S. aureus and E.
faecalis treatment. In this study, it was possible to chemically modify vancomycin
through carbodiimide chemistry. The synthesized AgNPs revealed a hydrodynamic
diameter of 43, 82 nm and a plasmonic resonance band centered at 392 nm, while the
nanodrug Ag@vancomycin demonstrates a diameter of 47, 28 nm and a band
centered at 391 nm. In the microbiological assays of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) with Ag@vancomycin, it was
possible to obtain a MIC of 0.25 pg/mL for S. aureus ATCC (29213), which represented
an 8-fold reduction of concentration. However, for clinics SA-1 and SA-2, the MIC
remained the same as for the drug alone. However, SA-3 and MIC were reduced by 2-
fold when compared to the antibiotic acting alone. For E. faecalis ATCC (29212) the
MIC found was 0.12 pg/mL, corresponding approximately to a 16-fold reduction in the
MIC of the drug. While for EF-1, EF-2 and EF-3, the observed reduction in MIC
corresponded to 4, 2 and 2 times, respectively. MBC was 1 pg/mL Ag@vancomycin
for both ATCC strains. For clinics, the bactericidal effect at low concentrations was only
observed for SA-1 and SA-2, for the other MBC it is greater than 4 pg/mL. The results
of these assays showed excellent performance of synthesized nanodrug, which
indicates that the functionalization enhances the bacteriostatic action of both AgNPs
and vancomycin. However, to exert the bactericidal action, the concentration must be
increased for certain strains. Therefore, it is suggested that Ag@vancomycin has great
potential for applications in strains resistant to this antibiotic.

Keywords: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, vancomycin, silver
nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

No atual cenério pandémico um grande problema de saude publica foi esquecido
e fortalecido, a resisténcia bacteriana, que é definida pela sobrevivéncia de bactérias
guando expostas a antimicrobianos, que sédo farmacos cuja principal funcao é inibir ou
matar os microrganismos. (ARMITAGE; NELLUMSUM, 2021; BOOLCHANDANI,
2019). Recentemente, a doenca Coronavirus 2019 (COVID-19) proporcionou
consequéncias desastrosas a nivel econémico, social e bem-estar em todos os
paises. (SUBRAMANYA, 2021). Inicialmente, em virtude do aumento de casos e da
rapida piora do quadro clinico dos individuos infectados, a populacdo comecou a
recorrer para medicamentos que trouxessem uma resposta terapéutica significativa,
como no caso dos antibiéticos, que foram usados de forma indiscriminada e
inconsequente, 0 que contribuiu para o aumento da resisténcia bacteriana (RAWSON,
2021; TIAN; XIAO, 2020).

Dentre as bactérias resistentes a antibioticos, as Gram-positivas como

Staphylococcus aureus (S. aureus) e Enterococcus faecalis (E. faecalis) destacam-se
a nivel internacional quanto aos isolados, sendo que cerca de 30% sao de S. aureus,
comumente relacionadas as infec¢cdes nosocomiais. Enquanto, 19,5% sao de E.
faecalis relacionadas com as infec¢des do trato urinario e entre outras manifestacoes
clinicas (HUANG, 2019; UCKAY, 2017).
A bactéria S. aureus € um importante patégeno oportunista que tem como habitat a
microbiota nasal, pele e trato gastrointestinal de individuos saudaveis, e quando
adentram na corrente sanguinea ou nos tecidos podem causar infeccbes graves,
como bacteremia, endocardite e entre outras. A contaminagao por este microrganismo
ocorre principalmente em hospitais, e seu tratamento ainda é dificultoso em razao do
aparecimento de cepas multirresistentes, tem-se exemplo da MRSA (Staphylococcus
aureus resistente a  meticilina) (TAYLOR; UNAKAL, 2021; RASIGADE,
VANDENESCH, 2014).

E. faecalis € uma bactéria pertencente a microbiota de humanos e animais,
também é encontrada em alimentos e em locais de pouca higiene. Entre os isolados
de Enterococcus, a prevaléncia desse género € de 80 a 90% das amostras. Nos
altimos anos, tornou-se responsavel por varias infecgcdes, como bacteremia,
endocardites, sepse neonatal e infecgbes de feridas cirurgicas. Este microrganismo

apresenta resisténcia intrinseca e adquirida a vérias classes de antibiéticos, como os
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beta-lactamicos, cefalosporinas, aminoglicosideos e dentre outros. Em decorréncia da
resposta inata a antibioticos, o seu tratamento € muitas vezes limitado, devido aos
inUmeros clones multirresistentes que aparecem e dificultam o trabalho dos
antimicrobianos (BARROS, 2014; MERLO, 2013).

Esses microrganismos além de serem causadores de infecgbes graves,
apresentam outro aspecto em comum, cOmo 0 Uso em seu tratamento dos antibioticos
da classe dos glicopeptideos, que engloba farmacos como a vancomicina,
teicoplanina e ramoplanina. A vancomicina € a mais recomendada para estas
bactérias, devido a alergia de alguns pacientes a classe dos beta-lactamicos e da
resisténcia a oxilicina por S. aureus. O mecanismo de acéo deste antibidtico € dado
pela ligagéo na porcéo terminal D-Alanil-D-Alanina (D-Ala-D-Ala) de um pentapeptideo
encontrado na producdo do peptidoglicano da parede celular, quando ocorre essa
ligacdo, a etapa de transpeptidacdo é impedida de acontecer e consequentemente
ocorre a morte do microrganismo (BANLA, 2018; SILVEIRA, 2006).

Na corrida pelo descobrimento de novos antimicrobianos, a nanotecnologia vem
ganhando notoriedade nas aplicacdes biomédicas com as nanoparticulas, em
especial as de prata (AgNPs) que se destacam pela ac¢édo antibacteriana, na qual
atuam na membrana da bactéria causando danos por meio do aumento da
permeabilidade, extravasamento de conteudo celular e por fim morte do
microrganismo. As AgNPs também interagem com estruturas presente na parede
celular da bactéria, induzindo o rompimento da parede e morte. Elas também podem
alterar a cadeia respiratoria e produzir espécies reativas de oxigénio (ERO),
proporcionando danos e apoptose. Além de apresentarem baixa toxicidade em
sistemas biolégicos e a possibilidade de associacdo com antibidticos a fim de
aumentar o efeito no combate destes microrganismos (BRUNA, 2021; FRANCI, 2015).

Esta propriedade de modificacdo da area superficial das AgNPs € de grande
interesse cientifico visto que a possibilidade de funcionalizar moléculas como o0s
antibioticos, espera-se aumentar o efeito bactericida e bacteriostatico com potencial
duplo efeito, ja que as AgNPs apresentam mecanismo de acdo em diferentes vias e 0
antibidtico sintetizado atua em um mecanismo de acéo especifico. Neste contexto, o
presente projeto tem como objetivo a funcionalizacdo de AgNPs ao complexo
vancomicina-cisteamina com intuito de aumentar o efeito antibacteriano no tratamento

da S. aureus e E. faecalis.
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OBJETIVO GERAL

e Desenvolvimento de um nanofarmaco a base de nanoparticulas de prata
funcionalizadas ao complexo vancomicina-cisteamina para tratamento de

cepas de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese de nanoparticulas de prata e sua caracterizagdo pela
Espectroscopia UV-Visivel e Espalhamento Dinamico de Luz.

e Modificagdo quimica da vancomicina e sua caracterizacdo pela
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier.

e Funcionalizacdo das nanoparticulas de prata ao complexo vancomicina-
cisteamina e sua caracterizacao.

e Avaliacdo in vitro da acdo das AgNPs funcionalizadas a vancomicina-
cisteamina no tratamento das bactérias Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis por meio da determinacdo da Concentracao Inibitéria
Minima.

e Avaliagdo da atividade microbicida das AgNPs funcionalizadas a
vancomicina-cisteamina sobre as bactérias Staphylococcus aureus e

Enterococcus faecalis por meio da Concentracdo Microbicida Minima.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo serd abordada a reviséo de literatura dos topicos mais relevantes
deste estudo.

2.1 RESISTENCIA BACTERIANA

No ramo da Infectologia, o progresso do tratamento de infec¢cdes bacterianas
deu-se com a introducdo dos antibidticos, os quais proporcionaram um avanco
significativo, reduziram as taxas de morbidade e mortalidade. Contudo, nos ultimos
anos o uso indiscriminado destes farmacos também contribuiu para o surgimento de
microrganismos resistentes, retratando um perigo para a sociedade. Além de limitar
as opcoes terapéuticas, agravar quadros clinicos e prorrogar o tempo de internacao,
também houve aumento de custos e atualmente, a resisténcia bacteriana € um dos
maiores desafios de saude publica do século XXI (DA COSTA; SILVA JUNIOR, 2017,
LOUREIRO, 2016).

Essas infec¢des além de causar danos no organismo dos individuos infectados,
geram também uma grave interferéncia no ambito econdmico. Nos EUA, o Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (do inglés, Center for Disease Control and
Prevention) estimou que aproximadamente 23.000 individuos morrem no ano por este
tipo de infeccdo. Recentemente, um relatorio reportou que até 2050 aproximadamente
300 milhdes de mortes ocorreram e isso significard uma perda de até 100 trilhdes de
dolares para a economia mundial. Este cenario € agravado principalmente pela
limitacdo de medicamentos frente ao combate dos microrganismos multirresistentes
(MUNITA; ARIAS, 2016).

A resisténcia bacteriana pode ser dada de forma intrinseca, adquirida pela
passagem de mutacdes genéticas em genes cromossdmicos ou por transferéncia
horizontal de gene de um microrganismo para o outro (MUNITA; ARIAS, 2016). A
forma intrinseca € definida pela capacidade de uma espécie resistir a acdo de um
farmaco, devido a presenca de estruturas ou fungBes na propria constituicdo da
espécie. Este tipo de resisténcia é conhecido como resisténcia natural, visto que para
determinado antibidtico a prOpria espécie ja apresenta em seu coédigo genético os
genes de resisténcia, um exemplo, € o caso do género Klebsiella que apresentam

resisténcia natural & ampicilina pela producéo das beta-lactamases. Ou seja, quando
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esse antibidtico é aplicado ndo ha efeito porque a bactéria ja apresenta em sua
constituicdo os genes de resisténcia, impedindo a acao do farmaco (SILVEIRA, 1999;
BASTOS, 2005).

A forma adquirida ocorre em funcdo das mutacdes, que podem acontecer
guando as bactérias estéo se replicando, pela presenca de agentes mutagénicos, tem-
se exemplo, as EROS ou pela obtencéo de genes exdgenos resistentes presentes em
outros microrganismos, advindos da transferéncia horizontal por meio dos
mecanismos de conjugacao bacteriana, transformacéo ou transducgéo. A transferéncia
horizontal do material genético tem em seu processo a presenca de materiais
genéticos moveis como os plasmideos, fagos transdutores e elementos transponiveis
(transpons). Essa transferéncia ocorre para uma célula ndo descendente, porém um
microrganismo descendente de uma célula modificada vai apresentar os genes de
resisténcia. Esta forma de resisténcia também pode acontecer por mutacao no acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid) da bactéria (BAPTISTA,
2013; MARTINEZ; BAQUERO, 2000).

A conjugacao € uma forma de transferéncia do material genético resistente por
meio do contato direto de duas células de mesma ou diferente espécie, sendo uma
doadora (F+) e uma receptora (F-). Este tipo de transferéncia foi descoberto em 1946
por Joshua Lederberg e Edward Tatum, que observaram a transferéncia dos genes
cromossbémicos entre dois isolados de Escherichia coli. O plasmideo é composto por
DNA extracromossOmico, o qual possibilita sua replicagéo e transmissao para outras
células O processo de conjugacéo ocorre por intermédio do pili, durante a clivagem
de uma sequéncia especifica de DNA plasmidico realizada pelas enzimas de restricdo
da célula F+. Em seguida da transferéncia, a célula F+ produz a cadeia complementar
do DNA plasmidico e a F- produz a cadeia complementar, na Figura 1 é ilustrado esse
tipo de transferéncia. Quanto a resisténcia a antibiéticos, o plasmideo e designado
como R plasmideo, por apresentar 0os genes de resisténcia. Esse tipo de transferéncia
ocorre em bactérias Gram-positivas, como E. faecalis, sendo a conjugacéo realizada
por plasmideos e genes cromossémicos (SNUSTAD; SIMMONS, 2008; BAPTISTA,
2013).
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Figura 1: Processo de conjugacgdo bacteriana.
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No processo de transformacéo, um determinado microrganismo libera no meio
seu material genético, outra bactéria adquire o DNA extracelular e engloba em seu
genoma. A origem deste DNA pode advir de cromossomos, plasmideos ou de
bacteriéfagos. O processo s6 ocorre se a bactéria receptora estiver em condicdes
favoraveis para receber o DNA, que € no estado de competéncia, a qual produz
proteinas de superficie aptas para se ligar a este DNA (FIO; MATOS FILHO;
GROPPO, 2000). Na Figura 2, é demonstrado este mecanismo.

Figura 2: Processo de transformagao bacteriana.

at E — Bacteria
/ -~ : - 1 =
DNA Cromossomo bacteriano

Fonte: Snustad e Simmons, 2008.

A transducéo engloba os bacteriéfagos (também conhecido como fagos), que
neste processo possuem a funcao de vetores do DNA, levando do doador para o
receptor. Os bacteridfagos transportam um pedaco pequeno do DNA da bactéria
lisada, que ao contaminar a nova bactéria integra este DNA ao seu genoma. Este tipo
de processo € muito observado em S. aureus devido ao aumento das beta-lactamases
gue provocam a resisténcia neste microrganismo (SNUSTAD; SIMMONS, 2008;
BAPTISTA, 2013). Na Figura 3, é elucidada a transferéncia por transducéo.
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Figura 3: Processo de transduc¢do bacteriana.
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Fonte: Snustad e SIMMONS, 2008.

2.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva pertencente a familia Micrococcaceae e
ao género Staphylococcus que engloba 52 espécies e 28 subespécies. Em virtude da
sua capacidade patogénica € o microrganismo de maior importancia clinica deste
género. E comum encontra-la na microbiota humana, como mucosa nasal, cabelo e
entre outros lugares. Quanto a colonizacao, é estimado que metade dos individuos
sejam colonizados por este microrganismo e aproximadamente 15% da populacéo
conduzem S. aureus nas narinas. Em profissionais de salde, diabéticos, usuarios de
drogas, pacientes hospitalizados e imunocomprometidos a taxa de contaminacao €
de até 80% (LEE, 2018; TAYLOR, UNAKAL, 2021).

Nos ultimos anos tornou-se relevante por conta das infecgbes hospitalares,
advindas da penetracdo dessa bactéria em tecidos como feridas. A sua estrutura é
revestida por uma capsula de polissacarideo, cuja funcdo é impedir a fagocitose
bacteriana, contribuindo para seu acesso na corrente sanguinea ou locais estéreis do
organismo. Além dessa funcdo, esta capsula também possibilita a converséo de
fibrinogénio em fibrina, tornando-se uma caracteristica para identificacdo desta
bactéria (LEE, 2018; LIMA, 2015).

As infeccbes causadas por S. aureus apresentam elevado risco aos individuos

hospitalizados em virtude da resisténcia aos antibidticos convencionais. Essa
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resisténcia esta relacionada aos fatores de viruléncia que possibilitam a colonizacéo
e disseminacéo rapida pelo organismo do hospedeiro. A sua variabilidade de genes é
o principal fator de adaptacao desta bactéria em diferentes ambientes, o que contribui
para sua sobrevivéncia e multiplicacdo. A resisténcia conferida a esses genes
depende do tipo de transferéncia, expresséo e localizacao (FARIA, 2008; KONEMAN,
2001). Outro fator de viruléncia é a secrecdo de enzimas e citotoxinas por este
microrganismo que contribuem para a transformagéo dos tecidos do hospedeiro em
nutrientes essenciais para 0 seu crescimento. A progressao da infeccdo também esta
relacionada com a resisténcia a fagocitose, que ocorre por meio da expressao de
proteinas anti-opsénicas que interferem na producdo de anticorpos quando
associadas a superficie e a capsula de polissacarideo (DINGES; ORWIN;
SCHLIEVER, 2000; FOSTER, 2005).

Do ponto de visto clinico, é nas décadas de 50 e 60 que ela comeca a se destacar
qguanto a resisténcia, com o aparecimento de cepas resistentes a penicilina.
Entretanto, em 1961 com o advento da meticilina também é relatado cepas resistente
a este farmaco. Até o final da década de 80 as cepas resistentes a meticilina ganham
notoriedade em virtude dos graves surtos de infec¢des hospitalares, principalmente
nas unidades de terapia intensiva (UTIs). Com a ascensao de cepas MRSA, as op¢oes
terapéuticas se restringiram ao uso dos antibioticos da classe do glicopeptideos, como
a vancomicina e teicoplanina (MORENO, 2006; SANTOS, 2007).

Em 1997 no Japao é descrito a primeira cepa MRSA resistente a vancomicina,
em seguida em 2000 foi identificado no Brasil outro isolado e em 2002 no EUA é
identificado o primeiro isolado clinico de VRSA. A resisténcia aos antibiéticos pelo
microrganismo S. aureus esta relacionada com as mutacBes genéticas ou pela
obtencdo de genes resistentes. Quando a resisténcia € por mutacdes genéticas,
geralmente a mutacdo altera o sitio de ligacdo do antibidtico e impede de agir na
bactéria. Em contrapartida, quando é pela aquisicdo de genes, estes inativam ou
destroem o farmaco, normalmente os plasmideos e os transpons realizam esta fungéo
(BERNARD, 2004; DE LIMA, 2005).

Atualmente, as opces terapéuticas para as infec¢cdes causadas por S. aureus
séo limitadas, ocorrendo na pratica clinica até mesmo a associacdo de mais de um
farmaco para o tratamento (TIAGO, 2017). Esta problematica impulsiona a
comunidade cientifica para o desenvolvimento de novos medicamentos eficientes

para o tratamento das infecgBes causadas por este patégeno.
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2.3 ENTEROCOCCUS FAECALIS

E. faecalis é uma bactéria Gram-positiva, pertence a familia Enterococcaceae,
ao género Enterococcus e engloba diversas espécies, como E. faecium, E.
caseliflavus, E. hirae, E. gallinaroum, E. avium e entre outras. Esta bactéria pertence
ao grupo de bactérias do acido lactico, de anaerobiose facultativa e catalase negativa
com capacidade de sobrevida em ambientes desfavoraveis com temperaturas entre 5
a 65°C, pH entre 4.6 a 9 e altas concentracdes de sais (KRAWCZYK, 2021; FISHER,
2009). E encontrada na microflora de animais e humanos, principalmente no trato
gastrointestinal e urinario, porém quando encontrada em outras areas do organismo,
€ apontada como um patdégeno oportunista. Além disso, também é encontrada em
alimentos, principalmente de origem animal e a contaminacdo em alimentos € dada
pela resisténcia desta bactéria a altas temperaturas (CAUWERTS, 2007; SEGLEY,
2004).

As infec¢cOes causadas pela E. faecalis podem ser advindas da flora microbiana
do paciente, no qual a contaminacdo ocorre por meio da transferéncia desse
microrganismo de individuo para individuo ou também pela ingestédo de alimentos ou
agua contaminada. E. faecalis também é considerado um problema de saude publica,
em virtude da resisténcia aos antimicrobianos consumidos de forma excessiva e sem
necessidade, que contribuem para a evolucdo e falta de controle das infeccdes
(WERNER, 2008; VIGNAROLI, 2011).

Quanto a resisténcia aos antibidticos, apresenta a forma intrinseca e adquirida
para varios farmacos, o que tem contribuido para o aumento das infeccfes. A
resisténcia da forma intrinseca é dada para a classe dos beta-lactamicos e
cefalosporinas. Enquanto, para a forma adquirida apresentam resisténcia aos
aminoglicosideos e glicopeptideos. Em virtude da resisténcia a maioria dos
antibioticos disponiveis e sobrevida nas superficies de objetos, € comum encontrar
esse microrganismo disseminado em ambito hospitalar (HOLLENBECK, 2012; ARIAS;
MURRAY, 2012). A aquisi¢ao de resisténcia por transferéncia horizontal permitiu que
esse microrganismo adquirisse caracteristicas que elevasse a sua viruléncia, sendo
estas a toxina citolisina, gelatinase, proteina de superficie e entre outras. A
disseminacao destas caracteristicas para outras espécies ocorre por meio da troca de
plasmideo conduzida por feromoénio, plasmideo dependente de contato e troca de
transposon (MCBRIDE, 2007).
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E. faecalis apresenta resisténcia a penicilina, na qual a Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) in vitro € cerca de 10 a 100 vezes maior que na maioria dos
Streptococcus, em virtude da proteina ligadora de penicilina (PBP, do inglés penicilin
binding protein) apresentar baixa afinidade a esse antibiético. O uso de vancomicina
em combate aos microrganismos Gram-positivos contribui para o surgimento de cepas
VRE. O glicopeptideo avoparcina utilizado na pecuaria também contribui para essa
resisténcia. Quando a vancomicina é empregada no tratamento, as bactérias por
mecanismo de reprogramacao e modificacdo da estrutura desenvolvem a resisténcia
a este farmaco. As estirpes VRE modificam os precursores de peptidoglicano da
parede celular, essa modificacdo acontece pela substituicdo do dipeptideo terminal D-
Ala-D-Ala, por D-Alanina para D-Lactato, denominado alto nivel de resisténcia, ou pela
D-Serina, definido como baixo nivel de resisténcia. Na Figura 4, € demonstrado este

mecanismo de resisténcia (MERLO, 2013; FIGUEIREDO, 2017).

Figura 4: Mecanismo de resisténcia a vancomicina.
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Fonte: Adaptado Merlo (2013).

Como este microrganismo é resistente a varios antibioticos e sua contaminagéo
engloba animais e humanos, novas estratégias para o desenvolvimento de
medicamentos capazes de tratar as infec¢cdes ocasionadas por E. faecalis tornam-se
necessarias, frente ao amplo mecanismo de resisténcia que ela possui e pelo perigo

eminente que causa.

2.4 GLICOPEPTIDEOS

Os glicopeptideos séo uma classe de antibiéticos de peptideos glicosilados ou
policiclicos ndo ribossémicos, que integra 0s antimicrobianos como a vancomicina,
teicoplanina e os derivados lipoglicopeptideos semissintéticos como a telavancina,

dalbavancina e oritavancina. Na estrutura destes farmacos ha um ndcleo de aglicona,
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composto por sete aminoacidos formando uma estrutura trimacrociclica ou
tetramacrociclica, que é sintetizada pelos peptideos ndo ribossémicos. Também a
presenca de agucar ligada ao nucleo do heptapeptideo, que para cada antibiético varia
namero, posi¢do e estrutura. A funcdo destes farmacos é inibir a sintese da parede
celular bacteriana, ao ligarem-se como substrato (precursores da parede celular) em
sentido contrario as enzimas do sitio alvo. Essa ligacdo ocorre no terminal D-Ala-D-
Ala no monémero de lipidio 1l. O espectro antibacteriano destes farmacos é limitado
apenas para as bactérias Gram-positivas em virtude das propriedades fisico-quimicas
da estrutura destes antimicrobianos impedem que eles transitem pela membrana
externa das Gram-negativas, o que bloqueia o acesso ao lipidio Il (MUNCH, 2015;
ZENG, 2016).

2.4.1 Vancomicina

Em 1956, o grupo Eli Lilly isolou do fungo Amycolatopsis orientalis (anteriormente
conhecida como Streptomyces orientalis) o antibiético vancomicina. Em virtude do
bom desempenho frente as estirpes de MRSA a vancomicina logo ganhou destaque
entre os antimicrobianos testados na época. O efeito bactericida ocorre na maioria
das bactérias Gram-positivas, porém o tamanho molecular deste antibiético o torna
incapaz de interagir com bactérias Gram-negativas, portanto ndo apresenta atividade
antimicrobiana para esses microrganismos (SILVEIRA, 2006; GOODMAN; GILMAN,
2006).

Em 1958, a agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) aprovou
sua aplicagdo em humanos, como uma alternativa no tratamento de infecgcbes
causadas por Staphylococcus resistentes a penicilina. Apés o conhecimento de sua
toxicidade, seu uso caiu e foi substituida por farmacos menos téxicos e de mesma
eficiéncia. No entanto, sua aplicacéo foi direcionada apenas para casos de pacientes
alérgicos a [-lactamicos ou a bactérias resistentes aos outros medicamentos
(SILVEIRA, 2006; MACEDO, 2017; RYBAK, 2006).

O mecanismo de acdo é dado no metabolismo das bactérias enquanto
constroem a parede celular. Neste caso, a vancomicina liga-se no terminal D-Ala-D-
Ala de um pentapeptideo e bloqueia a etapa de transpeptidacédo. Na Figura 5a) é
ilustrada esta ligagdo com o terminal D-Ala-D-Ala A resisténcia a vancomicina é

ocasiona pela modificacdo genética nos microrganismos em que estes passam a
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sintetizar o depsipetideo D-Alanil-D-Lactato (D-Ala-D-Lac) que induz uma interacéo
repulsiva na ligacdo de hidrogénio, como mostrado na Figura 5b). Como
consequéncia, a interagcao da vancomicina com o peptidoglicano decresce a um valor
superior a 1000 vezes (CHIOSIS, BONECA, 2001; GOODMAN; GILMAN, 2006).

Figura 5: a) Ligacao da vancomicina com o terminal D-Ala-D-Ala. b) Interag&o repulsiva da

vancomicina com o terminal D-Ala-D-Lac.
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Fonte: Silveira, (2006.

Embora, na década de 80 a vancomicina tenha apresentado um bom
desempenho quanto ao tratamento desses microrganismos. No ano de 1988, na
Inglaterra surgiu o primeiro isolado de E. faecalis resistente a vancomicina (VRE, do
inglés vancomycin resistant Enterococcus) e no Brasil, em 1998 na cidade de Sao
Paulo. Em contrapartida, isolados de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA, do
inglés vancomycin resistant Staphylococcus aureus) apareceu nos Estados Unidos da
América (EUA) em 2002 (ZANELLA, 2003; MIMICA, BEREZIN; 2006).

Estudos descreveram fendtipos de resisténcia a vancomicina para o0 género
Enterococcus, sendo o fendtipo VanA resistente a teicoplanina e vancomicina.
Enquanto, o fenotipo VanB produz o baixo nivel de resisténcia, mas sao resistentes a
vancomicina e sensiveis a teicoplanina. O fenotipo VanC é diferente dos outros
fendtipos quanto a modificacdo do terminal, visto que este tipo possui o terminal D-
Alanil-D-Serina (D-Ala-D-Ser) (SILVEIRA, 2006; GOODMAN; GILMAN, 2006). Assim,
com a ascenséo das infec¢cOes causadas pelas VRE e VRSA, cresceu-se a demanda
da comunidade cientifica pelo desenvolvimento de novos antimicrobianos eficientes

para o tratamento dessas doencas.
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2.5 NANOPARTICULAS DE PRATA

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem ganhado notoriedade no tratamento de
doencas por proporcionar o desenvolvimento de nanomateriais com propriedades
excepcionais e caracteristicas distintas, os quais possibilitam o aprimoramento de
farmacos. Os nanomateriais, por definicdo, sdo materiais com dimenséao entre 1 a 100
nm, que em virtude de seu tamanho, morfologia e composi¢cdo, proporcionam
propriedades particulares quando comparado ao material em tamanho macrométrico
(OLIVEIRA, 2016; MARTINS, 2017).

Os métodos de sintese mais empregados para produzir estes hanomateriais sdo
0 bottom-up (de baixo para cima) e o top-down (de cima para baixo). A abordagem
bottom-up engloba processos quimicos e bioldgicos, quanto aos métodos quimicos
estdo a eletroquimica, sol-gel e reducédo quimica, que produzem nanoparticulas de
formato esférico e sdo procedimentos de baixo custo. Neste método, é necessario um
precursor metélico, um agente redutor e um agente estabilizante. Em contrapartida,
0os métodos biolégicos englobam compostos de origem biolégica como fungos e
bactérias ou extratos naturais, produzem alto rendimento, solubilidade e estabilidade
e atualmente, € um dos métodos mais promissores (SILVA, 2017; XU et al., 2020).

Enquanto a top-down sintetiza por processos fisicos, como ablacdo a laser,
pulverizacdo catddica, ultrasonicacdo e entre outros, do estado solido ou aerossol
para a escala nanométrica. Nestes métodos fisicos, a producdo € em grande escala
e dependendo da técnica empregada as nanoparticulas sdo de alta pureza. Esses
procedimentos necessitam de grande quantidade de energia, equipamentos caros e
condicdes de pressao e temperatura elevadas. Assim, o método abordado de sintese
é de extrema importancia para as aplicacdes biolégicas, uma vez que as propriedades
como tamanho e estabilidade afetaram diretamente no resultado da atividade
bioldgica e toxicidade (YAGOOB, 2020; ZHANG, 2016).

Dentre as aplicacbes no ambito microbioldgico, as nanoparticulas metalicas que
mais se destacam sdo as nanoparticulas de prata (AgNPs), que apresentam
propriedades bactericidas, que possibilitam a interacdo com a superficie das
bactérias. Porém, a eficacia desta propriedade esta relacionada ao tamanho, forma e
ao que esta ancorado na superficie, o que contribui para a necessidade de controlar
as caracteristicas fisico-quimicas durante a sintese desses nanomateriais (WEI, 2015;
FRANCI, 2015).
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As AgNPs sao citotoxicas aos microrganismos quando interagem com a
superficie da membrana celular, destruindo a parede, desestabilizando os
ribossomos, induzindo a formagéo das ERO, para no fim provocar a morte, como
mostrado na Figura 6. A interacdo das AgNPs com as bactérias ocorre por atracéo
eletrostatica, visto que AgNPs com carga positiva atraem bactérias com carga
negativa, o que facilita a penetracdo de ions de prata na membrana bacteriana.
Quando isto ocorre, os radicais livres sdo formados e a respiragdo celular é
prejudicada, o que possibilita a atividade bactericida deste nanomaterial (DURAN,
2015; FRANCI, 2015).

Figura 6: Representacdo ilustrativa do mecanismo de acdo das AgNPs na bactéria.

Fonte: Adaptado de Xu et al. (2020).
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Bionanotecnologia,
Laboratorio de Nanossensores e Central Analitica Multiusuarios do Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP). Todas
as normas de biosseguranca preconizadas pelo Ministério da Saude foram seguidas,

bem como a adequada paramentacao conforme as precaucdes universais.

3.1 DILUICAO E CARACTERIZACAO DA VANCOMICINA

Primeiramente, 2 mg do antibiético vancomicina (Sigma Aldrich, PHR1732) foi
pesada em uma balanca analitica e diluida em agua ultrapura para uma concentracao
final de 8 mg/mL, seguindo a normativa especificada pela Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Em seguida, a solucdo solubilizada do farmaco foi
caracterizada pela Espectroscopia UV-Visivel a fim de verificar a integridade do
antibiético e suas respectivas bandas caracteristicas.

Uma diluicdo seriada da vancomicina foi realizada a partir da concentracéo inicial
de 500 pg/mL e as amostras foram caracterizadas pela Espectroscopia UV-Visivel, a
qgual por meio da relacéo entre absorcéo e concentracao foi possivel obter a equacéo

da regresséo linear do farmaco.

3.2 FORMACAO DO COMPLEXO VANCOMICINA-CISTEAMINA

A formacé@o do complexo vancomicina-cisteamina é dada pelo mecanismo de
reacdo da quimica carbodiimida, na qual é realizada a modificacdo da vancomicina,
ativando um grupo de &cido carboxilico do antibiético por meio da adicdo de 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC). Quando o &cido carboxilico da
vancomicina é ativado pelo precursor de reacdo, é favorecida a ligacdo entre o
terminal carboxilico do farmaco com o grupo terminal amino da cisteamina,
proporciona a formacdo de uma ligacdo amida entre o farmaco e o ligante, assim

caracterizando a formacao do complexo, como ilustrado na Figura 7.
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Figura 7: Modificacdo quimica da vancomicina.
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Fonte: A autora.

A razdo molar de 1 vancomicina (27,60 mM) : 25 Sulfo-NHS : 10 EDC : 2
cisteamina (8,04 mM) foi utilizada para a formacdo do complexo vancomicina-
cisteamina. Primeiramente, para o mecanismo de reagao ocorrer, um volume de 260
ML de vancomicina foi adicionado em um frasco ambar, em seguida da adigdo de 990
ML de Sulfo-NHS e 900 uL de EDC diluidos em solucdo tampdo PBS (do inglés,
Phosphate Buffered Saline) a 10 mM. O pH da solucdo foi ajustado para
aproximadamente 6,2 e a solucdo permaneceu por 30 min sob agitacdo constante.

Decorrido o periodo de incubacédo, um volume de 1785 pL de cisteamina foi
adicionado, seguida do aumento do pH para 7,0 com a adicdo de uma solucao de
NaOH (Hidroxido de sédio) a 0,5 M e novamente a solugdo permaneceu sob agitacao
por mais 2 h. Apés a formacdo do complexo, a amostra foi colocada em dialise em
uma membrana de porosidade 0,5 kDa (Repligen 131090T) para a purificacdo da
solucdo, devido a producdo de subprodutos de reacdo. Apés a dialise, o complexo
vancomicina-cisteamina foi quantificado e caracterizado pela Espectroscopia UV-

Visivel e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier.

3.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas com base na metodologia descrita
por Mulfinger et. al. (2007), seguida de pequenas modificacbes. Primeiramente, as
vidrarias utilizadas para a sintese foram lavadas previamente com agua régia, na
proporcdo volumétrica de 1:3 de acido nitrico (HNO3s) e acido cloridrico (HCI) para
remogcdo de ions contaminantes. Posteriormente, uma solucdo de 30 mL de
borohidreto de sodio foi resfriada por 1 h em um banho ultratermostatico. Em seguida,

um volume de 10 mL de nitrato de prata foi adicionado na solucdo em agitacao
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constante. Decorrido o tempo de formacao das nanoparticulas, a solucdo coloidal foi
colocada em temperatura ambiente, a qual permaneceu por mais 1 h de agitacédo
constante (MULFINGER, 2007). Na Figura 8, € mostrado o processo de sintese. As
nanoparticulas de prata sintetizadas foram caracterizadas pelas técnicas de

Espectroscopia UV-Visivel e Espalhamento Dinamico da Luz.

Figura 8: Sintese de nanoparticulas de prata por reducéo quimica.

30 mL de borohidreto de sédio Adigao de 10 mL Solugao coloidal Nanoparticulas de prata
em banho ultratermostatico de nitrato de prata mantida em agitagdo
por 1 hora na solugao constante por mais
1 hora

Fonte: A autora.

3.4 PRODUCAO DO NANOANTIBIOTICO AG@VANCOMICINA

A formacdo do complexo vancomicina-cisteamina, permite que na estrutura do
antibiético possua uma molécula de enxofre, a qual favorece a ligacdo do farmaco a
superficie da nanoparticula de prata. Assim, para a producdo do nanoantibidtico,
primeiramente foi desenhada em modelo 3D a molécula de vancomicina e estimado o
valor da area por meio do site MolView.org. Na Figura 9, é mostrado o desenho da
molécula e as distancias utilizadas no céalculo tedrico de area.

Visto que a vancomicina apresentou uma distribuicdo geométrica planar, o
calculo teorico de area foi mensurado como lado versus lado, obtendo a area de 2,69
nm2. Em seguida, foi utilizada a Equacdo 1 para determinar a quantidade de

vancomicina necessaria para funcionalizar a superficie do nanomaterial.

nd?

Quantidade de vancomicina por AGQNPs = ————
Area do farmaco

[1]
Sendo d o didmetro hidrodindmico das AgNPs e area do farmaco corresponde

ao valor obtido de 2,69 nm=.



Figura 9: Desenho em modelo 3D da molécula de vancomicina.

Fonte: A autora.
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Apoés a determinacao da quantidade de vancomicina para o recobrimento total

Transformada de Fourier.

Figura 10: Sintese do nanoantibiético Ag@vancomicina.
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Fonte: A autora.

da superficie da AgNPs, um volume de 28 pL do complexo vancomicina-cisteamina
foi adicionado a um volume de 1 mL das AgNPs na concentracdo de 1,9x10
particulas/mL e a solucdo foi incubada em agitacdo constante por 24 h para a
formacdo do nanoantibiético, como ilustrado na Figura 10. Apdés a incubacao, o
nanoantibiético Ag@vancomicina foi caracterizado pelas técnicas de Espectroscopia
UV-Visivel, Espalhamento Dindmico da Luz e Espectroscopia no Infravermelho por
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3.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.5.1 Espectroscopia UV-Visivel

A anadlise de Espectroscopia UV-Visivel foi realizada em um Espectrofotbmetro
DeNovixDS — 11, utilizando um volume de 2 pL depositado no pedestal do
equipamento e os espectros detectados na regiao de 190-840 nm foram coletados e
plotados no software OriginPro verséao 8.5.1.

3.5.2 Espalhamento Dinamico da Luz

A analise de Espalhamento Dinamico da Luz (do inglés, Dynamic Light Scattering
— DLS) possibilita caracterizar o diametro hidrodinamico, o indice de polidisperséo e o
Potencial Zeta das particulas. Nesta ocasido, o equipamento ZetaSizer nano — SZ90
da Malvern foi utilizado primeiramente no modo “Size”, em que um volume de 200 L
da amostra foi adicionado em uma cubeta de poliestireno (modelo ZENO0118) para
analise de tamanho e polidispersdo. Em seguida, no modo “Zeta” um volume de 1 mL
da amostra foi adicionado em uma cubeta capilar com os eletrodos da Malvern
(modelo DTS1070) para andlise da estabilidade das particulas. Os resultados em
ambas as caracteriza¢des foram adquiridos a partir de uma média de trés analises e

plotados no software OriginPro verséao 8.5.1.

3.5.3Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

A andlise de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier foi
realizada utilizando o Espectrofotbmetro FT-IR Spectrum 400 (Perkin-Elmer)
localizado na Central Analitica do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Univap.
As amostras foram depositadas na superficie do cristal de seleneto de zinco (ZnSe)
com diamante do acessorio UATR para a aquisicdo dos espectros utilizando os
parametros no modo absorbéancia, com resolucéo espectral de 4 cm™ e 32 varreduras

no intervalo de 4000 cm1a 900 cm.
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3.6 CITOTOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

O teste de citotoxidade das AgNPs foi realizado em triplicata na linhagem celular
L929 (Fibroblastos de Camundongo) adquiridas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ) pelo método de exclusédo do Azul de Tripan (Sigma Aldrich, T8154).
Primeiramente, as células do tipo Fibroblastos L929 foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal
Bovino (16000-044, Life Technologies) sob as condi¢cdes de 95% de umidade, 5% de
CO2 a 37 °C. Decorrida da adeséao celular por 24 h, o meio foi substituido pelas AQNPs
diluidas em meio de cultura nas seguintes concentragées 2,4x10%°; 4,8x10%°; 9,5x10'7;
1,9x10% e 3,8x10*! particulas/mL. Apés a incubacdo por 18 h, as AgNPs foram
removidas dos pocos e foi adicionado 50 pyL de Azul de Tripan, sendo incubado por 5
min. Posteriormente, o Azul de Tripan foi removido e os pocos da placa foram lavadas
duas vezes utilizando 150 uyL de PBS. O microscépio invertido NIB-100 (Bel
Equipamentos Analiticos) com o auxilio do Programa Future WinJoe versédo 1.0.7.9
foi utilizado para a coleta de 5 imagens de cada poco tratado com as AgNPs e a
contagem das células foi realizada utilizando o programa ImageJ versdo 1.48 e a

viabilidade celular foi calculada pela Equacéo 2.

Viabilidade celular(%) _ Nuamero de células translicidas X 100 [2]

Numero total de células

3.7 AQUISICAO DOS MICRORGANISMOS E ACONDICIONAMENTO DAS CEPAS

As cepas de S. aureus ATCC 29213 e as clinicas (SA-1; SA-2; SA-3) foram
doadas pelo Laboratério Oswaldo Cruz e as cepas de E. faecalis ATCC 29212 e as
clinicas (EF-1; EF-2; EF-3) foram doadas pelo Hospital de Clinicas Sul, ambos de Séo
José dos Campos. O perfil de susceptibilidade das cepas foi cedido pelos
Laboratérios, como mostrado na Tabela 1 e 2, o qual corrobora com as normas
definidas pelo Comité Brasileiro de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana (BrCast
- Brazilian Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing). Na Tabela 1, é
apresentado o teste de susceptibilidade das cepas de S.aureus, na qual se observa

para todas as cepas apresenta um perfil de sensibilidade a vancomicina.
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Tabela 1: Perfil de susceptibilidade das cepas de S. aureus.

Cepas de Staphylococcus aureus
g ATCC 29213 SA-1 SA-2 SA-3
Antibiético
CIM CIM CIM CIM
1 SIR . SIR . SIR . SIR
(Hg.mI™) (Hg.mI™) (Hg.ml™) (Hg.mI™)
Ciprofloxacina <=0,5 I <=0,5 I >2 R <=0,5 I
Cloranfenicol 8 S >16 R >16 R 8 S
Daptomicina <=1 S <=1 S <=1 S <=1 S
Eritromicina <=0,25 S >4 R >4 R >4 R
Linezolid 2 S <=1 S 2 S 2 S
Oxacilina <=0,25 S >2 R >2 R <= 0,25 S
Teicoplanina <=1 S <=1 S <=1 S 4 R
Tigeciclina <=0,12 S 0,25 S <=0,12 S 0,25 S
Trimetoprim-Sulfametoxazol <=0,5/9,5 S <=0,5/9,5 S <=0,5/9,5 S <=0,5/9,5 S
Vancomicina 2 S 1 S 1 S 2 S
Nota: SIR, classificacdo de acordo com especificagdes do BrCast; S = sensivel; | = intermediario; R = resistente.

Fonte: A autora.

Na Tabela 2, é demonstrado também o teste de susceptibilidade das cepas de
E. faecalis, a qual apresenta um perfil sensivel a vancomicina (TABELA-PONTOSDE-
CORTE-CLINICOS-BRCAST-V1-MAR-2021).

O cultivo e reativacdo das cepas foram realizados em caldo BHI (Brain Heart
Infusion, KASVI®) por 24 h a 35°C. Em seguida, um repique em meio seletivo foi
realizado para o cultivo e condicionamento da cepa. Decorrido a formacéo do indculo,
0s microrganismos foram suspensos em caldo BHI com 20% de glicerol (LGC
Biotecnologia) e armazenados no -80°C.

Tabela 2: Perfil de susceptibilidade das cepas de E. faecalis.

Cepas de Enterococcus faecalis
Qs ATCC 29212 EF-1 EF-2 EF-3
Antibiotico
CIM CIM CIM CIM
.| SR .| SR .| SR .| SR
(Hg.ml™7) (g.ml7) (g.ml7) (g.ml™)
Ampicilina <=2 S <=2 S <=2 S <=2 S
Eritromicina 2 | 4 I 2 I >4 R
Linezolid 2 S 2 S 2 S <=1 S
Teicoplanina <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=1 S
Tigeciclina <=0,12 S <=0,12 S <=0,12 S <=0,12 S
Nitrofurantoina <=16 S <=16 S <=16 S 32 S
Vancomicina 2 S 2 S 2 S 1 S
Nota: SIR, classificagdo de acordo com especificagdes do BrCast; S = sensivel; | = intermediario; R = resistente.

Fonte: A autora.
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3.7.1 Determinacédo da Concentracgao Inibitoria Minima

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é definida como uma técnica que
determina a menor concentragdo de farmaco capaz de inibir o crescimento bacteriano.
Assim, para este teste de susceptibilidade foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo seguindo a norma M7-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Inicialmente, as cepas planctonicas de S. aureus e E. faecalis foram semeadas em
agar BHI e incubadas a 35°C por 24 h. Em seguida, um in6culo de cada cepa foi
preparado utilizando as colbnias bacterianas e solucéo fisioldgica estéril (0,9% de
NacCl), e padronizado pela escala 0,5 Mac Farland utilizando o turbidimetro calibrado
Densichek (Biomérieux®). Na microplaca de 96 pocos foi adicionado em todos os
pocos um volume de 100 yL de meio de cultura Mueller Hinton (HiMedia®, Mumbai,
india). Nos grupos tratados foram adicionados 100 pL do nanofarmaco na
concentracéao final de 2 pg/mL e uma diluicdo seriada foi realizada até a dltima linha
da placa de 96 pocos. O grupo controle negativo e outro grupo branco foram
realizados para o controle de contaminacdo. Apds adicdo do nanofarmaco na
microplaca, 100 pL do inéculo padronizado foi adicionado e a placa foi incubada por
18 h a 35°C. Decorrido este periodo de tratamento foi realizado a andlise visual de
turbidez e andlise de densidade 6ptica (ODeoo) o Espectrofotometro Synergy HTX
Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, USA), do Laboratério de
Bioquimica Aplicada a Engenharia Biomédica do Instituto de Pesquisa e

Desenvolvimento da Univap.

3.7.2Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima

A Concentracao Bactericida Minima (CBM) é definida como uma técnica em que
se determina a menor concentracdo de farmaco capaz de extinguir por completo o
microrganismo. Dessa maneira, apds a determinacdo da CIM, a diluicdo que nao
demonstrou turvacdo do meio foi semeada em agar BHI pelo método da gota
utilizando um volume de 10 pL da diluigdo da microplaca sendo incubada por 24 h a
35°C para o crescimento microbiano. A CBM foi determinada avaliando visualmente o

crescimento bacteriano em placa, sendo realizado em duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo abordados os resultados deste estudo, como a
caracterizacdo do antibidtico, sua modificacdo quimica, a sintese de AgNPs e do
nanoantibidtico Ag@vancomicina, bem como a Concentracédo Inibitéria Minima e

Concentracdes Bactericida Minima em cepas de S. aureus e E. faecalis.

4.1 CARACTERIZACAO DA VANCOMICINA

A vancomicina na concentracdo de 8 mg/mL foi -caracterizada pela
Espectroscopia UV-Visivel, na qual foi possivel observar a integridade do farmaco
pela presenca das bandas caracteristicas em 230 e 280 nm, como mostrado na Figura
11. A banda de 280 nm é relatada como a banda de absor¢cdo mais importante do
farmaco em solu¢do aquosa, a qual apresenta carater acido quando diluido em agua,
corroborando com o espectro encontrado (Figura 11). Entretanto, quando hd mudanca
no pH para um carater basico, ocorre um deslocamento para 305 nm, indicando a
degradacédo do antibiotico (O’'NEIL, 2006; TARIQ, 2015).

Figura 11: Espectro de absor¢&o da vancomicina.
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Fonte: A autora.

A diluicdo seriada do farmaco a partir da concentracdo de 500 pL/mL (Figura

12a) possibilitou a obtencdo da equacédo da regressao linear (Figura 12b), a qual foi
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utilizada para determinar a concentracdo do complexo vancomicina-cisteamina para

as aplicacfes nos testes de susceptibilidade.

Figura 12: Diluicao do farmaco vancomicina; a) Espectro UV-Visivel da diluicdo seriada. b)
Equacdo da regressao linear do farmaco e o fator de ajuste R2.
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Fonte: A autora.

4.2 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO VANCOMICINA-CISTEAMINA

O complexo vancomicina-cisteamina foi formado pela modificacdo da
vancomicina via quimica carbodiimida. Neste processo houve a presenca de
subprodutos de reacao, fazendo-se necessaria a purificacdo da solucao pelo método
de didlise, o qual durou nove dias havendo troca da 4gua do reservatério a cada 24
horas. Na Figura 13a, é observado o espectro UV-Visivel do complexo vancomicina-
cisteamina apos sua formacado, em que se observam as bandas de 227 nm, 262 nm e
269 nm, indicando respectivamente a presenca da vancomicina, Sulfo-NHS e EDC
em sua composicado. Em contrapartida, na Figura 13b, é apresentado o espectro UV-
Visivel do complexo apoOs a dialise, nota-se o aparecimento da banda 276 nm,
sugerindo um deslocamento 3 nm da banda caracteristica de 280 nm devido a

modificacdo do antibidtico.
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Figura 13: Espectro de absorcédo do complexo vancomicina-cisteamina. a) Complexo
vancomicina-cisteamina. b) Complexo vancomicina-cisteamina purificado.
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Em virtude da presenca dos subprodutos a purificacdo do complexo

vancomicina-cisteamina é essencial principalmente para a funcionalizacdo com as

AgNPs, visto que estes reagentes quando em contato aglomeram as nanopatrticulas.

Na Figura 14 é mostrado um teste de estabilidade das AgNPs, em que ao ter contato

com a solucdo ndo purificada, ha mudanca de cor, do amarelo para o rosa indicando

a desestabilizacdo e aglomeracdo das AgNPs (Figura 14a). Na Figura 14b é

apresentado teste das AgNPs com o complexo apos a purificacao por dialise, na qual

a cor amarela das AgNPs € mantida, indicando que o complexo vancomicina-

cisteamina foi purificado.

Figura 14: Teste de estabilidade da AgNPs na adicdo do complexo. a) AgNPs e complexo
vancomicina-cisteamina (pré didlise). b) AgNPs e complexo vancomicina-cisteamina
purificado (p6s dialise).
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Fonte: A autora.

Na Figura 15a, € apresentado o espectro de FT-IR da vancomicina, na qual se

observa as bandas vibracionais caracteristicas do farmaco, sendo elas: 1644 cm

(deformacéo angular na ligacdo C=0), 1586 cm™ (estiramento da ligacdo C-N), 1500



41

cm?® (vibracdes de flexdo do grupo N-H de amidas e aminas), 1395 cm* (estiramento
simétrico do grupo —CQOOQ), 1227 cm™ (deformacéo axial na ligacdo C-N), 1061 cm™
(deformacdo —CN em grupo de aminas e amidas) e 991 cm™ (vibracGes de flexdo do
grupo —COOH) (COATES, 2006; KAUR, GOYAL, KUMAR, 2018; WAN, 2018;
CASTILHO, HEWITT; RANIERO, 2017). As bandas vibracionais encontradas nesta
analise apresentaram-se analogas as descritas por Kaur e coautores (2018),
indicando a integridade do antibiotico (KAUR; GOYAL; KUMAR, 2018).

O complexo vancomicina-cisteamina apresentou bandas de absorcéo
semelhantes ao do antibiético puro, em que ha a presenca das bandas vibracionais
de 1648 cm, 1590 cm, 1505 cm?, 1399 cm, 1230 cm?, 1062 cm™, 1041 cm™ e
993 cmL. Nota-se que as bandas vibracionais caracteristicas do farmaco deslocaram
para esquerda com a modificacdo, como mostrado na Figura 15b. No espectro houve
o aparecimento da banda de 1041 cm. Segundo Castilho e coautores (2017), a
regido de 1020 a 1250 cm™ estd relacionada a formacdo da ligacdo amida,
apresentando a deformacao axial na ligacdo C-N (CASTILHO; HEWITT; RANIERO,
2017). Além das bandas de 993 cm, 1505 cm™ e 1399 cm! referentes a ligacédo de
acido carboxilico terem perdido intensidade, visto que é nesta ligacdo que a quimica
carbodiimida reage. Assim, estas mudancas observadas no espectro do complexo
confirmam a modificacdo da vancomicina e a formacdo da ligacdo C-N (amida) em

sua estrutura.

Figura 15: Espectro de FT-IR. a) vancomicina. b) Complexo vancomicina-cisteamina.
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4.3 CARACTERIZACAO DAS AGNPS E DA AG@VANCOMICINA

A metodologia de sintese de AgNPs pela reducdo quimica utlizando o
borohidreto de sédio produz nanoparticulas de didmetro menores e espectro de
absorcao entre 380 a 400 nm. Neste procedimento, a relacdo do borohidreto de sodio
ao nitrato de prata é de 2:1, visto que € necessario este excesso do agente redutor,
para que além de reduzir os ions de prata, ele também estabilize as nanoparticulas
formadas. Esta reducdo e estabilizacdo acontecem durante a sintese, em que os ions
do borohidreto de sodio sdo adsorvidos na superficie das nanoparticulas, as cargas
presentes no borohidreto de sddio formam uma repulsao eletrostatica entre as AgNPs,
a qual evita o processo de agregacdo das nanoparticulas (GARCIA, 2011; MELO
JUNIOR, 2012).

Na Figura 16a, é apresentado o espectro de absorcdo das AgNPs apoés a
sintese, a qual apresenta uma banda de ressonancia plasménica (do inglés, surface
plasmon resonance — SPR) centrada em 392 nm, corroborando com faixa de espectro
de absorcao descrita por Garcia (2011) para a sintese com o borohidreto de sédio
(GARCIA, 2011). Na Figura 16b, é observado o diametro das nanoparticulas
caracterizadas pelo DLS, nota-se que as AgNPs exibiram uma distribuicdo bimodal
em gue ha uma populacédo de tamanho de 1,51 nm e uma de 43,82 nm, as AgNPs
também apresentaram um indice de polidispersédo (Pdl) de 0.914. Em funcédo do
processo de amadurecimento de Ostwald, durante o processo de nucleacdo das
particulas alguns nucleos estdo se formando enquanto outros ja estdo formados,
assim como consequéncia apos a sintese as AgNPs exibem estas duas populacdes
de tamanho (JESUS et al., 2018).

Figura 16: Caracterizacdo das AgNPs. a) Espectro UV-Visivel. b) DLS.
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ApoOs a funcionalizacdo entre as AgNPs e o complexo vancomicina-cisteamina
formando o nanofarmaco, foi realizada a caracterizacéo para observar as mudancas
espectrais e didmetro médio da particula. Na Figura 17a, € observado um
deslocamento de 1 nm na banda de SPR do nanofarmaco, o qual pode estar
relacionado a resolucdo do espectro do equipamento de 1,5 nm. Na Figura 17b, é
mostrada a caracterizacdo do diametro da Ag@vancomicina que apresentou também
uma distribuicdo bimodal com populacdes de 2,34 nm e 47,28 nm, e um aumento PdlI
para 0,928. O aumento observado na populagédo de maior intensidade confirma a
efetividade de funcionalizacdo visto que o aumento de aproximadamente 3,46 nm
sugere a presenca do antibiético modificado na area superficial das AgNPs, o qual
apresentou um diametro teorico de aproximadamente 2,85 nm. O valor de
deslocamento do didmetro ndo é exatamente 0 mesmo do tamanho do antibiético,
pois o antibidtico pode se ligar na superficie das AgNPs com diferentes conformacoes.

Kaur e Kumar (2019) reportaram a funcionalizacdo da vancomicina em
nanoparticulas de prata. As AgNPs sintetizadas neste estudo também foram
produzidas pelo método de reducao quimica com o borohidreto de sédio, porém nesta
sintese foi adicionado o Polivinilpirrolidona (PVP) para a estabilizacdo dos coloides. O
diametro hidrodinamico destas AgNPs eram de aproximadamente 51 nm com um PdI
de 0,779 e apresentavam uma banda de SPR centrada em 431 nm. Em contrapartida,
quando foram funcionalizadas com a vancomicina passaram a apresentar um
diametro de 62 nm, Pdl de 0.650 e houve um deslocamento da banda de SPR para
429 nm. Tanto o aumento de didametro e o deslocamento da banda de SPR para a
regido inferior do espectro de absor¢cdo maximo foram observados neste trabalho e
corroboraram com os resultados de Kaur e Kumar (2019) (KAUR, KUMAR, 2019).

Figura 17: Caracterizacdo da Ag@vancomicina. a) Espectro UV-Visivel. b) DLS.
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Na Figura 18, é apresentado o espectro de FT-IR do nanofarmaco. Nota-se a
presenca dos modos vibracionais de 1592 cm, 1379 cm?, 1353 cm™, 1230 cm? e
1045 cm. Os modos vibracionais de 1592 cm, 1230 cm™ e 1045 cm* apresentam-
se deslocados, mas sao advindos do complexo vancomicina-cisteamina (Figura 15b).
Enguanto, os modos de 1379 cm™ e 1353 cm™ apareceram com maior intensidade
em virtude das vibracdes de ligacdo O-H e estiramento da ligacdo C-O, deformacéo
na ligacdo C-H e deformacdo na ligacdo N-H (KAUR, GOYAL, KUMAR, 2018;
ASHTARINEZHAD, 2015). Assim, os modos vibracionais observados por esta técnica

confirmam a presenca do antibiético na superficie das AgNPs.

Figura 18: Espectro de FT-IR da Ag@vancomicina.
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A estabilidade das AgNPs e do nanofarmaco foi avaliada pela analise de
Potencial Zeta. As AgNPs apresentaram um Potencial Zeta de -32,7 mV e uma
condutividade de 0,0220 mS/cm, o valor encontrado na andlise indica coloides
estaveis, uma vez que o Potencial Zeta das nanoparticulas se encontram fora da
regido de instabilidade situada de -30 mV a +30 mV (VIEIRA, 2015). A carga negativa
também esta relacionada com o processo de sintese que utilizou o borohidreto de
sédio como agente redutor e estabilizante. O nanofarmaco Ag@vancomicina
apresentou um Potencial Zeta de -26,9 mV e uma condutividade de 0,0255 mS/cm.
Embora, este valor encontra-se na regido considerada eletrostatica, o nanofarmaco
manteve-se estavel quando exposto ao meio de cultura Mueller Hinton. Na Figura 19,
€ possivel observar que ndo houve aglomeracdo das AgNPs e nem da

Ag@vancomicina, uma vez que o meio de cultura € rico em sais e sabe-se que ao
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adicionar uma solucdo salina nas AgNPs a carga superficial € desestabilizada
induzindo a unido das particulas e consequentemente o aumento de tamanho e a
mudanca de coloragao, indicando a aglomeragcao. Neste caso observa-se que nao
houve a agregacéo das particulas, pois as colora¢cfes das solu¢des permaneceram a

mesma. Dessa forma, o nanofarmaco pode ser utilizado nos ensaios microbiolégicos.

Figura 19: Teste de estabilidade das AgNPs e Ag@vancomicina no meio de cultura Mueller
Hinton.
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Fonte: A autora.

4.4 TESTE DE CITOTOXICIDADE DAS AGNPS

O método de exclusédo do Azul de Tripan baseia-se na analise da integridade da
membrana celular. As células viaveis, cuja membrana esta integra, ndo cora na adicdo
do corante. Enquanto as células inviaveis, as quais a membrana celular € rompida
pela acdo da droga, incorporam o Azul de Tripan e permanecem coradas apos essa
exposicao. A Figura 20 apresenta a viabilidade celular da linhagem celular L929 apos
o tratamento com AgNPs. Pode ser observado que, para as concentracbes de
2,4x10%°; 4,8x10'%; 9,5x10%° particulas/mL apresentam uma viabilidade acima de 90%,

enquanto as concentracdes de 1,9x10!! e 3,8x10'! particulas/mL estédo acima de 77%.
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Figura 20: Citotoxicidade das AgNPs na linhagem L929.
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Dessa forma, é possivel observar que para as trés menores concentracfes as
AgNPs ndo apresentaram uma toxicidade significativa, ou seja, para estas
concentragdes, a morte celular foi abaixo de 10%. Entretanto, para as duas maiores
concentragbes a morte celular encontra-se na faixa dos 20% de variagdo de nédo
toxicidade considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) nos testes com
cultura celular. Uma vez que o desvio padrdo das amostras (+3,0) encontra-se dentro
da variacéo aceita pela OMS, conclui-se que estas concentra¢cdes de nanoparticulas
também nao foram citotoxicas (CHALONER-LARSSON, 1999).

As AgNPs podem provocar alteracbes na morfologia, reduzir a viabilidade e
ocasionar apoptose e necrose, a nivel celular. Estes efeitos sdo consequéncias do
estresse oxidativo causado pelas AgNPs e pela liberacdo dos ions Ag* no
compartimento celular (ZHANG, 2014). Dessa forma, a acdo citotOxica pode ser
relacionada com o tamanho e concentracdo das nanoparticulas, em que particulas
menores interagem mais com o0s compartimentos celulares devido a grande area
superficial e maior conteddo de prata atribuida a sua composicao, permitindo a
penetracdo e absorcdo das AgNPs nas células, consequentemente provocando 0s
dados celulares (DURAN, 2019; NEL, 2006).

Liu e coautores (2010) avaliaram nanoparticulas de 5, 20 e 50 nm nas células
humanas A549, SGC-7901, HepG2 e MCF-7. O maior efeito citotoxico foi observado
nas particulas de 5 nm quando comparado com as de 20 e 50 nm, além disso as
nanoparticulas menores também internalizaram mais nas células do que as maiores,

0 que contribui para uma maior toxicidade na interacdo com a célula (LIU, 2010). Park
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e colaboradores (2011) utilizaram também AgNPs de 5, 20 e 50 nm em um estudo
com células de Fibroblastos L929. A citotoxicidade foi observada nas AgNPs de 5 nm,
enquanto as de 20 e 50 nm n&o apresentaram toxicidade significativa (PARK, 2011).
Outro estudo de Park et.al com camundongos utilizando AgNPs com tamanho médio
de 42 nm em diferentes concentracdes, reportaram que os efeitos toéxicos como a
concentracdo das AgNPs no figado e rins sO foi observado na maior concentracéo
aplicada (PARK, 2014). Portanto, os resultados de citotoxicidade corroboram com os
estudos mencionados, em que se utilizou nanoparticulas com tamanho médio de
aproximadamente 47 nm nédo apresentam efeito toxico nas células nas concentracdes

estudadas.

4.5 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE

Primeiramente, cabe salientar que os estudos com AgNPs funcionalizadas a
vancomicina ainda sao recentes, além das técnicas microbiol6gicas empregadas para
avaliacdo da acgéo antibactericida serem diversas, 0 mecanismo de acdo € pouco
elucidado. Assim, para realizar os testes de CIM com o nanofarmaco foi necessario
realizar o teste com as AgNPs. Assim, na Tabela 3 é possivel observar a concentracao
de AgNPs capaz de inibir o crescimento da S. aureus, a qual foi determinada para

uma concentracdo de 9,5x10° particulas/mL.

Tabela 3: Determinacdo da CIM das AgNPs em S. aureus.
Concentracdes de AgNPs
Microrganismo (particulas/mL)
2,4x101° 4,8x101° 9,5x10'° 1,9x10'! 3,8x10%

S. aureus
(ATCC 29213)

Fonte: A autora.

O teste de CIM com o0 complexo vancomicina-cisteamina e com a
Ag@vancomicina também foi realizado seguindo os critérios descritos na normativa
do CLSI. Na Tabela 4, sdo demonstrados os dados referentes a determinacdo da CIM
para o complexo vancomicina-cisteamina, a qual obteve um perfil de susceptibilidade
de 2 pg/mL para S. aureus ATCC (29213), a qual corrobora com a CIM determinada
pela BrCast quando se utiliza o antibidtico vancomicina, indicando também que a

modificacdo quimica realizada no farmaco nédo alterou seu efeito antibacteriano.
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Em contrapartida, para Ag@vancomicina na cepa ATCC (29213) de S. aureus a
CIM encontrada foi de 0,25 pg/mL, demonstrando um efeito de reducéo da CIM em 8
vezes, indicando que a funcionalizacdo das AgNPs com o antibi6tico proporcionou um
duplo efeito inibitdério no microrganismo. Visto que para a Ag@vancomicina de 0,25
ug/mL, o nimero de particulas das AgNPs era menor (2,4x10%° particulas/mL),
concentracdo esta que nao possui efeito de inibicho em cepas de S. aureus. O
resultado observado demonstra que a reducédo da CIM é consequéncia do sinergismo
ocorrido entre as AgNPs e o antibiotico.

Na Tabela 4, também sdo apresentados os resultados da Ag@vancomicina na
aplicacdo em cepas clinicas (SA-1; SA-2; SA-3) de S. aureus. Para as cepas SA-1 e
SA-2, a CIM foi de 1 pg/mL de Ag@vancomicina, quando comparado ao perfil de
susceptibilidade definido pelo BrCast, observa-se que ndo houve uma reducéo na
CIM, visto que manteve-se a mesma. Entretanto, para a cepa SA-3 a CIM foi 1 pg/mL
e ao comparar a concentracdo encontrada pelo BrCast, € observado uma reducao de
2 vezes da CIM.

Tabela 4: Determinacdo da CIM do complexo vancomicina-cisteamina e
Ag@vancomicina em S. aureus.

Concentracdes de

Microrganismo Complexo vancomicina-cisteamina (ug/mL)
0,12 0,25 0,50 1 2 4 8
[ J
S. aureus Concentragdes de Ag@vancomicina (pg/mL)
(ATCC 29213) 0,12 0,25 0,50 1 2 4 8
[ ]
SA-1 °
SA-2 °
SA-3 °

Fonte: A autora.

Hur e Park (2016) funcionalizaram a vancomicina em AgNPs (Van-AgNPs) e
aplicaram em cepas ATCC (29213) e clinicas de S. aureus. Os autores reportaram
que a CIM para a ATCC (29213) de S. aureus que foi utilizada como o padrao de
controle, foi de 45,3 ug/mL. Entretanto, para as cepas clinicas principalmente as
resistentes a oxacilina, a CIM foi de 90,6 pg/mL. Embora, as Van-AgNPs utilizadas
possuirem diametro de aproximadamente 12 nm, a CIM foi alta quando comparada a
do farmaco sozinho (HUR, PARK, 2016).
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O efeito de uma maior concentracdo para as cepas clinicas principalmente com
perfil de resisténcia a um farmaco pode ser relacionado com os mecanismos de
resisténcia que o microrganismo pode adquirir e/ou desenvolver no meio inserido, que
no caso pode variar de individuo para individuo. Embora, para a vancomicina todas
as cepas tenham perfil de susceptibilidade sensivel, a resisténcia a outros farmacos
pode interferir na acdo do nanofarmaco com a cepa. Assim, como no estudo de Hur e
Park (2016) para a cepa ATCC (29213) que possui um perfil de sensibilidade a
oxacilina (meticilina) a concentracao foi menor do que as clinicas (SA-1 e SA-2) que
segundo o BrCast apresentaram-se resistentes a este farmaco. Este fator pode ser
considerado uma hipétese da n&o reducdo da CIM quando aplicado a
Ag@vancomicina para as cepas SA-1 e SA-2, e do decréscimo da concentragédo
observada na cepa SA-3, que também é sensivel a oxacilina assim como a ATCC
(29213).

Jiang e coautores (2021) conjugaram a vancomicina com um dendrimero poli-
(amido-amina) (PAMAM) e AgNPs, produzindo o Van-PAMAM-AgNPs e aplicaram na
cepa de S. aureus ATCC (12600) sensivel a vancomicina e na cepa Xen36 resistente
a vancomicina. No estudo a CIM para a vancomicina foi de 2 ug/mL para a cepa
sensivel e de 8 pg/mL para a resistente. Porém, quando foi aplicado o Van-PAMAM-
AgNPs a CIM tanto para a cepa sensivel quanto para a resistente foi de 1 pg/mL ,
equivalendo uma reducao de 2 vezes para a sensivel e 8 vezes para a resistente. O
decréscimo observado da CIM é resultado da conjugacdo entre a vancomicina e as
AgNPs, visto que o PAMAM sozinho ndo apresentou atividade antimicrobiana nas
cepas. Além disso, como as AgNPs causam danos na parede, a unido pode
proporcionar a entrada da vancomicina no microrganismo (JIANG, 2021).

Kaur e colaboradores (2019) reportam a sintese de Van@citrato-AgNPs e sua
aplicacdo em S. aureus. O teste microbioldgico utilizado foi 0 método de difusédo em
agar, o qual avalia a zona de inibicdo (ZOlI) de crescimento. Neste estudo os autores
relatam que a ZOI para as AgNPs (60 pg/mL) foi de zero, para a vancomicina foi de
16 mm na concentracdo 0,3 mM (434,77 pg/mL) e para a Van@citrato-AgNPs a ZOl
foi de 26,5 mm para a mesma concentragcdo. O aumento da ZOIl no resultado da
Van@citrato-AgNPs quando comparado as AgNPs e ao farmaco € explicado pelo
efeito sinérgico relatado com a funcionalizacdo das AgNPs com o antibiotico. Sabe-se
gue quanto menor as nanoparticulas melhor é o seu efeito antibacteriano, porém o

diametro das Van@cintrato-AgNPs era de aproximadamente 91 nm, o que também
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interferiu o aumento da ZOlI ser so significante na presenca de uma concentracao alta
de farmaco (KAUR, 2019).

A concentragdo de farmaco € um fator determinante e de extrema importancia
para a aplicabilidade biologica do nanofarmaco, uma vez que a funcionalizacao é
realizada para que tenha a acédo dos dois elementos, tanto das AgNPs quanto da
vancomicina. Assim, quando comparado aos estudos citados, os dados obtidos
mostraram-se eficientes para a cepa ATCC (29213) e para SA-3 uma vez que foi
possivel o sinergismo entre as AgNPs e o antibidtico, sem que o efeito de um
sobressaisse o outro, além de ter reduzido a CIM do antibiético. Porém, para as cepas
clinicas SA-1 e SA-2, a ndo reducdo da CIM pode ser relacionada a resisténcia a
oxacilina, o que sugere que para essas cepas 0 hanofarmaco precisa ser sintetizado
para também agir no mecanismo de acdo das enzimas beta-lactamases, a qual
proporciona resisténcia ao farmaco nas cepas de S.aureus.

A cepa ATCC (29212) e clinicas (EF-1; EF-2; EF-3) de E. faecalis seguiu a
mesma metodologia para os testes de susceptibilidade utilizando as AgNPs, o
complexo e o nanofarmaco. Na Tabela 5, sdo mostrados os dados de CIM utilizando
as mesmas concentracfes de AgNPs testadas nas cepas de S. aureus. O intuito € o
desenvolvimento de um nanofarmaco que possa atuar de forma similar em diferentes
microrganismos Gram-positivos. A concentracdo de AgNPs capaz de inibir o
crescimento da E. faecalis foi de 9,5x10%° particulas/mL, correspondendo ao mesmo

perfil que o encontrado para a S. aureus.

Tabela 5: Determinacdo da CIM das AgNPs em E. faecalis.

Concentracdes de AgNPs
Microrganismo (particulas/mL)
2,4x10%° 4,8x10*° 9,5x10'° 1,9x10'* 3,8x10%?

E. faecalis
(ATCC 29212)

Fonte: A autora.

Na Tabela 6, nota-se que para o complexo vancomicina-cisteamina, a CIM na E.
faecalis ATCC (29212) foi de 2 pg/mL corroborando com a concentracdo determinada
pelo BrCast. Enquanto para Ag@vancomicina a CIM determinada foi de 0.12 pg/mL
na ATCC (29212), apresentando um decréscimo de aproximadamente 16 vezes na
CIM guando comparado a concentracdo do farmaco agindo sozinho. Nas cepas

clinicas EF-1, EF-2 e EF-3 areducéo observada da CIM correspondeu a 4, 2 e 2 vezes
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a concentracao de farmaco, respectivamente. Dessa forma, os resultados obtidos nas
cepas de E. faecalis constata o efeito sinérgico do nanofarmaco também para outra

bactéria Gram-positiva.

Tabela 6: Determinacdo da CIM do complexo vancomicina-cisteamina e
Ag@vancomicina em E. faecalis.

Concentracdes de

Microrganismo Complexo vancomicina-cisteamina (ug/mL)
0,12 0,25 0,50 1 2 4 8
[ J
E. faecalis Concentracdes de Ag@vancomicina (ug/mL)
(ATCC 29212) 0,12 0,25 0,50 1 2 4 8
[ ]
EF-1 °
EF-2 °
EF-3 °

Fonte: A autora.

Esmaeillou e coautores (2017) aplicaram Van-AgNPs em E. faecalis resistentes
(VRE) e encontraram uma CIM de 0,1 pg/mL. Os autores relatam que as AgNPs
utilizadas na funcionalizacdo com vancomicina apresentavam um diametro médio de
16-25 nm (ESMAEILLOU, 2017). O diametro menor das AgNPs contribui para uma
melhor agcdo com as bactérias, porém o resultado obtido de CIM de 0,12 pg/mL na
ATCC (29212), 0,50 pg/mL para EF-1 e EF-3, e 1 pg/mL para EF-2 de
Ag@vancomicina com diametro de 47 nm no teste com as cepas de E. faecalis,
demonstra que este tamanho de particula também possibilita a inibicdo do
crescimento do microrganismo. Além disso, a diferenca de reducao de CIM também
observada entre as cepas clinicas de E. faecalis sugerem que as estirpes podem se
diferenciar quanto a resposta terapéutica, em virtude das caracteristicas e
mecanismos de resisténcia que podem adquirir e/ou desenvolver.

Patel e Kumar (2020) aplicaram nanoparticulas hibridas (vancomicina-
pDA@AQgNPs) de diametro médio de aproximadamente 33 nm em E. faecalis
resistentes a vancomicina. No estudo o método de avaliacgdo da atividade
antimicrobiana das nanoparticulas foi a analise de ZOIl, em que a vancomicina-
pDA@AgNPs apresentou uma reducédo da ZOI significativa nas concentragdes de 1-
5 uM, enquanto para a vancomicina apresentar eficacia na morte bacteriana foi

necesséria altas concentracdes do farmaco (13-54 mM). O didmetro pequeno da
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vancomicina-pDA@AgNPs contribuiu para uma melhor interacdo do nanofarmaco
com a bactéria e a resisténcia da estirpe ao farmaco justifica o uso de uma
concentracdo mais alta. No entanto, a reducdo da ZOI baixas concentracbes do
nanofarmaco reforga que o sinergismo entre o antibidtico e as AgNPs proporcionam
um melhor efeito na morte do microrganismo (PATEL, KUMAR, 2020).

A CBM pode ser definida em até duas concentracfes acima da encontrada na
CIM. Assim, para as AgNPs em S. aureus a CBM foi a mesma determinada no CIM,
sendo de 9,5x10'° particulas/mL, como observado na Tabela 7.

Tabela 7: Determinacdo da CBM das AgNPs em S. aureus.

Concentracdes de AgNPs
Microrganismo (particulas/mL)
2,4x10%*° 4,8x10*° 9,5x10'° 1,9x10'* 3,8x10%?

S. aureus
(ATCC 29213)

O

Fonte: A autora.

Para o complexo vancomicina-cisteamina testadas na cepa ATCC a CBM foi
definida na concentracdo de 4 pg/mL e quando testadas o nanofarmaco
Ag@vancomicina foi maior que 1 pg/mL, como mostrado na Tabela 8. Nas cepas
clinicas SA-1 e SA-2 foi determinado a CBM quando utilizado uma concentracéo de 2
pug/mL do nanofarmaco, sendo uma acima da CIM determinado o efeito bactericida.
Na cepa clinica SA-3 houve crescimento bacteriano em todas as concentracfes

testadas, sendo entédo definido o CBM como maior que 4 pg/mL.
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Tabela 8: Determinacdo da CBM do complexo vancomicina-cisteamina e da
Ag@vancomicina em S.aureus.

Concentracdes de

Microrganismo Complexo vancomicina-cisteamina (ug/mL)
0,12 0,25 0,50 1 2 4 8
@]
S. aureus Concentracdes de Ag@vancomicina (ug/mL)
(ATCC 29213) 0,12 0,25 0,50 1 2 4 8
>0
SA-1 o
SA-2 o
SA-3 >0

Fonte: A autora.

A CBM determinada para E. faecalis utilizando as AgNPs se comportou diferente
a encontrada na CIM. Na Tabela 9, nota-se que a CBM foi a concentracédo de 3,8x10*!
particulas/mL, em que apresentou a comportamento esperado da técnica, tendo um

efeito bactericida acima de até duas concentra¢cdes da CIM.

Tabela 9: Determinacdo da CBM das AgNPs em E. faecalis.

Concentragcdes de AgNPs
Microrganismo (particulas/mL)
2,4x101° 4,8x10%° 9,5x10%° 19x10* 3,8x10%¢

o

E. faecalis
(ATCC 29212)

Fonte: A autora.

Na Tabela 10 é apresentada a CBM para o complexo vancomicina-cisteamina
na ATCC (29212) e da Ag@vancomicina em E. faecalis. Para o complexo
vancomicina-cisteamina a CBM foi de 8 ug/mL e para a Ag@vancomicina foi maior
que 1 pg/mL. Nota-se que para as cepas ATCC a CBM de Ag@vancomicina tanto na
S. aureus gquanto na E. faecalis foi a mesma. No entanto, para todas as cepas clinicas
de E. faecalis houve crescimento bacteriano em todas as concentracao testadas,
assim a CBM foi identificada como maior que 4 pg/mL, em que a Ag@vancomicina
nNao proporcionou agao bactericida no microrganismo para esta concentragao

aplicada.
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Tabela 10: Determinacdo da CBM do complexo vancomicina-cisteamina e da
Ag@vancomicina em E. faecalis.

Concentragdes de

Microrganismo Complexo vancomicina-cisteamina (ug/mL)
0,12 0,25 0,50 1 2 4 8
E. faecalis Concentracdes de Ag@vancomicina (ug/mL)
(ATCC 29212) 0,22 0,25 0,50 1 2 4 8
>0
EF-1 >0
EF-2 >0
EF-3 >0

Fonte: A autora

A vancomicina afeta especificamente a sintese da construcéo da parede celular
das bactérias Gram-positivas quando se liga no terminal D-Ala-D-Ala de um precursor
de peptidoglicano (SILVEIRA, 2006). Enquanto, as AgNPs possuem amplo
mecanismo de acdo nas bactérias, como a desestabilizacdo da membrana pelo
aumento de permeabilidade ao se depositar na membrana interna bacteriana e induzir
0 extravasamento de conteudo celular, consequentemente gerando a morte. A
capacidade de interagir com proteinas constituidas por enxofre na parede celular,
produzem danos a estrutura e rompem a parede. Além disso, as interacdes com
enxofre ou fésforo possibilita as AgNPs alterar a estrutura e funcdes de DNA e
proteinas. As AgNPs também sdo capazes de interferir na cadeia respiratoria ao
interagir com o grupo tiol das enzimas produzindo as ERO, danificando o mecanismo
intracelular e ocasionando morte por apoptose (BRUNA, 2021). Uma vez que o
antibiotico possui um alvo especifico e as AgNPs trabalham em varias vias para levar
a morte do microrganismo, é sugerido que o0 sinergismo aconteca quando esses
efeitos sdo somados ao funcionalizar o antibiético na superficie das AgNPs. Portanto,
esse sinergismo € uma possivel justificativa para os resultados obtidos que foram

apresentados acima.
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5 CONCLUSAO

As AgNPs produzidas apresentaram uma distribuicdo bimodal do diametro
hidrodindmico das particulas, sendo estaveis e biocompativeis com o sistema
bioldgico indicando seu uso farmacoldgico. O nanofarmaco sintetizado também se
apresentou uma distribuicdo bimodal do diametro hidrodinamico, sendo estavel e
demonstrou acdo bacteriostatica para a cepa de S. aureus e E. faecalis, sendo
determinada pela reducdo da CIM com a concentragéo de <1ug/mL. No entanto &
importante ressaltar que para as cepas clinicas SA-1 e SA-2 a CIM manteve-se a
mesma do antibidtico, sugerindo que o perfil clinico da cepa influencia diretamente no
mecanismo de a¢do do nanofarmaco. A acao bactericida foi observada apenas para
as cepas clinicas SA-1 e SA-2, 0 que sugere que no caso das outras cepas testadas
o nanofarmaco pode exercer a acgao bactericida se a concentracdo for aumentada.
Desta forma, os resultados obtidos demonstraram que a presenca do antibidtico na
superficie da AgNPs potencializa o efeito bactericida e bacteriostatico, propondo esta
estratégia como uma excelente alternativa para as aplicacbes futuras em cepas

resistentes a este farmaco.
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ANEXO A: COMPOSITIONS OF CALCIUM ALUMINATE CEMENT CONTAINING
GOLD AND SILVER NANOPARTICLES FOR BIOMATERIAL APPLICATIONS.
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Abstract

Introduction Rescarch has been developed in the biomedical engineering field to seck biomaterials that favor bone repair. Studics
on orthopedics point out the advantages of using calcium aluminate cement (CAC) to repair bone defects. This is due to iis
similarity in chemical composition and thermal expansion cocfficient of the bones, besides its high viscosity, low heat release,
and biocompatibility. The aim of the present study was to investigate the influence of gold (AuNPs) and silver (AgNPs)
nanoparticles on the propertics of CAC since nanotechnology allows improving the properties and biomaterials, as well as
enhancing bone modeling.

Methods The samples were prepared from suspensions of homogeneous calcium aluminate cement (CACH) with AuNPs or
AgNPs and were evaluated for theoretical density, uniaxial cold crushing strength, flexural stress, microhardness, apparent
porosity, pore size distribution, and bioactivity in simulated body fluid (SBF). The suspensions were also evaluated to check
their viscosity, injectability, and setting time as functions of solid content.

Results The addition of AuNPs increased the flexural stress, decreased porosity and pore diameter, and increased bioactivity.
Injectable pastes were prepared with solid content of 76 wi%, indicating their application potential to bone defects as they are
associated with many advantages, for instance, perfect adjustment to the geometry of the bone defect, lesser trauma to the patient,
and lower risk of infections.

Conclusion The AuNPs and AgNPs showed influence on the mechanical properties of CACH. The combination of CACH +
AuNPs improved its properties, resulting in higher flexural resistance and lower porosity and pore diameter, but AgNP addition
showed the worst results in terms of mechanical properties.

Keywords Nanoparticles - Calcium aluminate cement - Properties - Bone repair



ANEXO B: ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SILVER NANOPARTICLE ON
MONOTYPIC BIOFILMS OF Klebsiella pneumoniae.
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ANEXO C: SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF NANOCONTRAST FOR
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ANEXO D: SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF NANOPHARMACEUTICAL
IN ANTIMICROBIAL THERAPY.
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ANEXO F: IDENTIFICACAO MICROBIOLOGICA EM DIFERENTES FLUIDOS DE
CORTE SOLUVEIS INDUSTRIAIS.
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ANEXO H: STUDY OF ANTI-BIOFILM ACTIVITY OF SILVER NANOPARTICLES IN
Staphylococcus Aureus.
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ANEXO J: EVALUATION OF THE BACTERICIDAL ACTIVITY OF SILVER
NANOPARTICLES IN Staphylococcus aureus STRAIN.
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ANEXO L: ESTUDO DA ACAO ANTI-BIOFILME DA ANTIBIOTICOTERAPIA
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