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RESUMO

A resisténcia a agentes antimicrobianos é um problema de saude publica, por
gerar inimeros gastos com internacdes hospitalares com tratamento de infeccbes com
variaveis niveis e tratamentos, sejam elas de origem bacteriana, fangica ou viral. A
necessidade urgente de sinteses de novas moléculas ou modificagbes de estruturas ja
com arranjo e atividade farmacolégica definidas e de uso convencional, vem sendo
problematica de diversos cientistas e industrias farmacéuticas. A nanotecnologia surge
como uma promissora alternativa para suprir a demanda de novos farmacos,
oferecendo mecanismos de acoplamento, sistema de entrega de farmacos ou novas
formulacbes e formas de administracdo.O presente estudo teve por intuito usar
nanoparticulas acopladas com o Ciprofloxacino, um agente antimicrobiano de amplo
espectro de acdo. Onde o sistema nanoparticula-farmaco classifica-se como sistema de
distribuicdo de farmacos. A atividade terapéutica baseou-se no método de microdiluicdo
em placa, testado em dois tipos de bactéria, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Os resultados foram descritos em termos de porcentagem de inibicdo, considerando a
fracdo da leitura do poco testado e o controle de crescimento. Para o calculo da
concentracdo minima inibitéria (CIM), a metodologia do ajuste a curva de dose
resposta-sigmoidal foi executada sobre a porcentagem de inibicdo nas diferentes
concentracdes, via programa GraphPrism versdo 7.0. Obteve-se entdo resultados
satisfatorios tanto para bactérias gram positivas como gram negativas. Comprovando
até o presente momento, por testes in vitro, a eficacia da nanoparticula no
direcionamento do farmaco de escolha em atividade antimicrobiana e farmacocinética
por apresentar uma diminuicdo da quantidade dose-resposta do farmaco necessaria

para inibicdo do crescimento microbiano.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Ciprofloxacino; Nanotecnologia.
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ABSTRACT

Resistance to antimicrobial agents is a public health problem, as it generates
expenses with hospital admissions for the treatment of diseases with variables and
treatments, whether they are of bacterial, fungal or viral origin. The urgent need for
synthesis of new molecules or modifications of structures with already defined and
pharmacological arrangements and conventional use has been problematic for several
scientists and pharmaceutical industries. Nanotechnology emerges as a promising
alternative to supply the demand for new drugs, coupling mechanisms, drug delivery
system or new formulations and forms of administration. The present study aimed to
use nanoparticles coupled with Ciprofloxacino, an antimicrobial agent of wide range
spectrum of action. Where the nanoparticle-drug system is classified as a drug
distribution system. The therapeutic activity was based on the microdilution plate
method, tested on two types of bacteria, Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
The results were gained in terms of percentage of inhibition, considering the fraction of
the reading of the tested well and the growth control. For the calculation of the
minimum inhibitory concentration (MIC), the methodology of adjustment to the
response-sigmoidal dose curve was performed on the percentage of inhibition in
different needs, via the program GraphPrism version 7.0. Satisfactory results were
then obtained for both gram positive and gram negative bacteria. Proving to date,
through in vitro tests, the effectiveness of the nanoparticle in directing the drug of
choice in antimicrobial and pharmacokinetic activity as it presents a decrease in the

dose-response amount of the drug necessary to inhibit microbial growth.

Keywords: Nanoparticles; Ciprofloxacin; Nanotechnology.

BRASILIA, 2020



SUMARIO

0 O 1] 4 o Yo [0 o= T TP 1
2. ReVISA0 BibliografiCa:.......uiiiii e 2
3. Antimicrobianos e Possiveis Problemas de Sadde. .........cccoceviiii, 4
4. ReSISteNnCia BaCteriana .........ccoooeeeii e 7
5. Escherichia coli @ StaphylOCOCCUS QUIEUS .......ccevviiiiiiii i 9
6. Nanoparticulas como AntimicrobianoS..........ooovviiiii i 11
7. Quinolonas e seu representante CiprofloXacino..........ccccvvvviiiiiiii e, 12
8. JUSHITICALIVA oo 14
e RO o] =1 4 Yo 1= PO 14
9.10DbjetivoS SPECITICOS ..oiiiiiiiiiiiiiieii e 14

10, METOUOIOGIA 1.ttt 15
11. Microdiluicdo em placa de 96 POGOS .......uuuuuiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
11.1Determinac¢do da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM) ..........cccccceeeeennn. 15

12. RESUITAA0S € DISCUSSAD .eevvvuiuiiieeeeiieeiiiiiie e e e e e e e e e eeetes s e e e e e e e e e s e e e e e e e eeeeannnneeeeeees 16
3 T O 0 T o o 11 13- Uo 1 18
14. _Referéncias BibliografiCas..... .o 20

BRASILIA, 2020



1. Introducéo

A nanotecnologia consiste na aplicacdo de insumos ou processos em que ao
menos um de seus componentes possui uma de suas dimensbes na escala
nanomeétrica, ou seja, entre um e 100 nanbémetros, propiciando a manipulacdo de
qualquer material reduzido a essa escala, surgindo novos materiais em qualquer area
econdmica, influenciando a economia mundial (CANCINO, Juliana; MARANGONI, Valéria S.;
ZUCOLOTTO, Valtencir., 2014).

Muitos estudiosos consideram essa tecnologia como constituinte da Quarta
Revolucao Industrial, pois essa tecnologia faz parte de uma evolucdo tecnologica téao
significativa que representa, juntamente com outras tecnologias, alteracdes historicas
inimaginaveis como em relacdo ao tamanho diminuto, & velocidade do desenvolvimento
dessas novas tecnologias e ao elevado grau de complexidade devido aos diferentes
agentes envolvidos nesse processo, como as universidades, pesquisadores,
fabricantes, governos e a sociedade em geral, através de grupos de interesses (CRUZ,
Cleide Ane Barbosa da et al., 2016)

Recentemente a industria farmacéutica comecou a se movimentar em favor de
novas pesquisas, para incorporar competéncias na producdo de medicamentos com
uso de nanomateriais/nanoparticulas. Uma incorporacdo, embora complexa, se torna
fundamental para a manutencdo de sua competitividade no médio e longo prazo,
principalmente em face da perspectiva de aumento da concorréncia e de reducdo das

margens no segmento de genéricos gracas a avangos tecnoldgicos (ODA et al., 2010).

O avanco de diversas técnicas de biotecnologia, nas ultimas décadas, foi capaz de
desvendar diversos processos bioldgicos em nivel molecular, podendo assim, ser capaz
de realizar reproducao artificial e ou modificada de processos, que antes eram restritos
a modelos naturais. Nao se sabe ainda, se a biotecnologia substituira totalmente a
sintese quimica como plataforma tecnolégica para desenvolvimento e producdo na
industria farmacéutica, mas ndo podemos descartar sua importancia para o setor (SILVA,
Ana Carolina Costa da., 2015).

Setor esse que fez com gque o interesse em novas pesquisas, tanto na area da
nanociéncia quanto na nanotecnologia. Cabe ressaltar que politicas que envolvam
Ciéncia e Tecnologia vém sendo discutidas no mundo todo criando novas propostas de
pesquisas para que problemas globais sejam resolvidos, podemos destacar como
problema, a resisténcia bacteriana que vem reduzindo com o uso de novas tecnologias,

testes para novos farmacos ou melhoramento dos que estdo hoje nas industrias (REIS;
CARLA., 2009).
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A nanociéncia estuda o comportamento dos atomos, moléculas e estrutura em
escala nanométrica, enquanto a nanotecnologia viaja na manipulacdo da matéria no
nivel atbmico e molecular, permitindo a producdo ou modificacdo de produtos antes
observados em uma escala micro ou macroscopicos (DIMER, Frantiescoli Anversa et al.,
2013).

A European Medicine Agency considera na area da saude o uso de estruturas
menores que 1000 nan6metros de diametro, sdo as nanoparticulas formadas pelos
atomos de carbono, como o fulereno, os grafenos e as nanofibras de carbono, além dos
lipossomas, nanoemulsdes, dentre outras essas estruturas podem ter propriedades
especificas ou serem usadas somente como carregadores. Na nanotecnologia
farmacéutica ou nanomedicina visa a producdo de nanomedicamentos que oferecam
vantagens aos homoélogos, tendo principalmente seu tamanho reduzido, para um
chegar mais rapido ao alvo celular e passar os sistemas bioldgicos mais facilmente. (Shi,
J. atal., 2010).

Na obtencdo de formulagbes usando as nanotecnologias devem-se seguir alguns
critérios, tais como, biocompatibilidade, biodegradabilidade, conjugacédo, capacidade
para funcionalizacdo de superficie complexacdo e encapsulamento. Podendo usar
diferentes mecanismos de encapsulacao, os quais incluem solubilizagéo ou retencéo na

nanoparticula, conjugacao ou adsor¢ao (Duran,N.; Duran,M.; Tasic, L.; Marcato, P. D., 2010).

O uso associado a agentes terapéuticos podendo ser encapsulados, ligados
covalentemente ou adsorvidos sobre os nanomateriais, dando origem aos chamados
materiais terandsticos (que servem para terapia e diagnostico ao mesmo tempo). Essas
abordagens podem facilmente resolver questdes de solubilidade e biodispersao de
muitos ativos, 0s nanomateriais ainda podem ser encapsulados com farmacos

funcionando como agente de direcionamento (Duran,N.; Duran,M.; Tasic, L.; Marcato, P. D.,
2010).

2. Revisédo Bibliografica



A nanotecnologia, hoje citada em diversos artigos e publicacbes, teve o marco
principal sua utilizacdo pelos antigos egipcios, pela sua aplicacdo de técnicas de
fermentacdo; no século XIX Mendel, por meio do uso da biotecnologia conseguiu
demonstrar as caracteristicas de hereditariedades (COLLINS, Klaus; John., 2013).

Os doutores Avery MacLeod e Mccarty em 1994 identificaram o DNA como
material genético, mas o marco principal da biologia molecular veio cerca de 10 anos
apos, com a elucidagcdo da estrutura helicoidal do DNA em 1953, por Watson e Crick.
As aplicacdes dessas descobertas foram utilizadas quase meio século depois de
estudos, no qual a industria farmacéutica, na década de 80 revolucionou o tratamento

para diabetes com o uso de insulina humana (ODA et al., 2010).

A area da nanotecnologia esta incluida em varios campos de pesquisa como a
biologia molecular e a nanotecnologia. De acordo com a International Organization for
Standards (ISO), a nanotecnologia € definida como a aplicacéo cientifica relacionada a
manipulacédo e controle de matéria em escala nanométrica, entre 1 a 100nm. E a
capacidade de manipular e reestruturar a matéria em niveis atbmicos, moleculares ou
macromoleculares. A respeito de manipular, se inclui o processo de sintese dos

nanomateriais (1ISO TS 80004-1., 2015).

O uso de nanoparticulas vem revolucionando pesquisas cientificas, a nova
aplicac@o apresenta o nanomaterial como um dispositivo promissor na area da saude,
em especial para a industria farmacéutica, através da conjugacdo de nanoparticulas
com farmacos convencionais. Essa conjugacdo apresenta como vantagem a
possibilidade de utilizar menores concentracdes de farmacos convencionais, essas ja
determinadas para alcance e eficicia terapéutica, e com isso apresentar melhorias nas
etapas farmacocinéticas e farmacodinamicas por representar a chance de oferecer
menor efeito adverso, menor gastos para o tratamento e ser uma ferramenta de escolha
para microrganismos de resisténcia. Além das vantagens relacionadas a sintese e
rearranjo de farmacos convencionais, a nanoparticula € capaz de romper a membrana
celular, interagir com DNA ou proteinas podem produzir indiretamente espécies reativas
de oxigénio, um feito dessas nanoparticulas conjugadas ou a nanomateriais, auxiliando

na diminuicao resisténcia bacteriana (Jorg Kreuter., 2014).

Antibidticos podem ser caracterizados como uma substancia sintética ou natural
capaz, de inibir o crescimento ou matar bactérias e fungos, sendo classificados como

bactericidas e bacteriostaticos, no qual podem inibir o crescimento microbiano ou



causar a morte respectivamente, podendo ser de diversas classes como os inibidores

de betalactamases, e penicilinas (MELNICK; Adelberg., 2010).

A identificacdo do tipo de patégeno ajuda na melhor escolha do tratamento, ou
seja, classe terapéutica com o espectro de acao e efichcia. Em infeccbes do trato
urinario, o patdgeno responsavel por mais de 50% dos casos € a Escherichia coli, bacilo
gram negativo da familia das Enterobactérias anaerdbias, normalmente encontrada no
intestino, mas pode colonizar também outros tecidos ou sistemas, incluindo o trato

urinério, devido a proximidade anatdmica com o canal retal (MANDAL, Jharna et al., 2015).

Espécies do género Staphylococcus vivem como comensais em diversos sitios
anatdmicos de humanos e outros animais, sendo Staphylococcus aureus a espécie de
maior importancia médica. Este microrganismo pode ser componente da microbiota
normal da pele e membranas mucosas humanas, em especial a mucosa nasal. S.
aureus é um cocus gram positivo € patdégeno oportunista capaz de produzir infecces
em diversos tecidos do corpo humano e esta associado a altas taxas de morbidade e
mortalidade, constituindo-se em uma das principais causas de infec¢bes adquiridas
tanto na comunidade como em ambiente hospitalar. O desenvolvimento das doencas
causadas por S. aureus esta associado, além das caracteristicas do hospedeiro, com a
expressao de fatores de viruléncia que permitem colonizacéo persistente, disseminacao
no hospedeiro e a evasao do sistema imunolégico. O conjunto de fatores de viruléncia
necessarios para causar a doenca depende do local da infeccdo, e este pode ser

determinante na disseminacéo da bactéria (ALMEIDA, Maria et al., 2017).

3. Antimicrobianos e Possiveis Problemas de Saude.

Um problema de saude publica associado a diversos fatores e fasciculado entre os
sistemas de salde de todo o mundo, sendo a resisténcia bacteriana listada pela World
Economic Forum Global Risks como uma das grandes ameagas a saude humana
(BLAIR et al.,, 2015). Os mecanismo de ag&o dos antimicrobianos séo estudados e
aprimorados a décadas, porém 0s microrganismos acham diversas maneiras para
inativa-los ou escapar desses, como a inibicdo producédo de enzimas para destrui¢cdo ou
inibicdo de partes do agente antimicrobiano, como por exemplo a produgéo de
betalactamases que é capaz de quebrar o anel betalactamico da classe de antibioticos
betalactamicos. Com o uso indiscriminado dos antimicrobianos esses mecanismos de
resisténcia s6 vém aumentando, por isso estratégias que envolvam equipes de saude é
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relevante para o controle de todos antimicrobianos (SCHERER, Carolina Boesel; BOTONI,

Larissa Silveira; COSTA-VAL, Adriane Pimenta.., 2016).

Tornando-se relevante considerar de forma multidisciplinar o maior ndmero
possivel de pontos estratégicos de acdo, contemplando desde a natureza das doencas
infecciosas, os procedimentos farmacoterapéuticos existentes, os fatores ambientais,
politicos e socioecondmicos pertinentes a questdo, visto que ndo ha uma solucao
definitiva para a resisténcia microbiana em fungdo da dinamicidade da evolucao

biolégica dos organismos vivos (DA COSTA, A. L. P., JUNIOR, A. C. S. S., 2017).

Toda infeccédo acontece apés um agente biolégico aderir-se, invadir e esquivar-se
das defesas imunolégicas do hospedeiro e, com sucesso colonizar seus tecidos,
ocorrendo a doenca em funcdo de lesGes causadas pelo agente aos tecidos e érgaos
do hospedeiro que sistemicamente tera comprometida todas as funcdes fisioldgicas,
caso nao disponha de meios de defesa e protecdo contra os patdégenos que nele
tentaram se estabelecer e dele obter nutrientes e condicdes fisiologicas desejadas (da
Costa, A. L. P, & Junior, A. C. S. S., 2017).

Manifestando-se a doenca através de sinais e sintomas, em periodos classificados
em: (incubagdao, prodromico, transmissibilidade e covalescéncia. Que séo diferenciados
pela biologia de cada patdgeno e sua relacdo com o hospedeiro. Neste contexto, o
planejamento, organizacdo e execucdo de acdes educativas de saude, contencédo e
preventivas da disseminacdo de patdgenos resistentes ou ndo em ambientes
hospitalares, laboratoriais, ambulatoriais e domésticos depende do reconhecimento dos
periodos da doenca citados acima (Angles, E., 2018).

Assim como as fontes de infec¢do, todos os hospedeiros e meios que possam
manter um agente infeccioso viavel e apto para infectar novos hospedeiros. As vias de
eliminacdo, ou seja, as formas pelas quais podem ocorrer a saida de um agente
infeccioso a partir de uma fonte de infeccdo, como por exemplo, as secrecdes naso-
buco-faringeas, as fezes, urina, sangue, escarro, exsudatos, descargas purulentas,
descamacdes epiteliais, o suor, o leite materno e outras vias como a placentéria e a via

sexual (FOLETTO, Vitéria Segabinazzi et al., 2019).

Vias de transmissdo que sdo os meios pelos quais o hospedeiro interage com o
agente causador de doenca, além da analise de inUmeras variaveis, como por exemplo,
condicdes e alteracbes ambientais, condicbes demograficas, socioeconbémicas e
politicas relacionadas a qualidade das politicas de saude e da organizacdo dos

sistemas e servicos de assisténcia médica prestada a comunidade, que podem
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contribuir para a dispersdao de um dado patogeno dentro de uma populacdo (FOLETTO,
Vitéria Segabinazzi et al., 2019).

O reconhecimento dos fatores de suscetibilidade e resisténcia as doencas
intrinsecas aos individuos de uma dada populacdo sdo caracteristicas que também
devem ser consideradas pelos sistemas de vigilancia em saude, para que os padrbes
de transmissdo das doencas infecciosas sejam elucidados, e se aplicavel, programas
de vacinacdo sejam organizados e executados com foco na frac&o critica da populacao
com o intuito de eliminar determinado patégeno e alcancar reducdo maxima de
doencas, prevenindo a formacao de fontes de infec¢do (Araujo, M. Q., Poletto, K. Q., & Bessa,
N. G., 2017)

A respeito de fatores epidemioldgicos relevantes para o controle das doencas
infecciosas, € importante ressaltar, que no Brasil, os programas, treinamentos, manuais,
RDCs e guias disponibilizados nacionalmente destinados ao combate de patdgenos
resistentes sdo baseados em documentos de origem internacional como a Food and
Drug Administration, Center for Disease Control, World Health Organization e o National
Committee for Clinical Laboratory Standards, literaturas essas, que consideram a
presenca de muitos recursos, assim como condi¢cdes patoldégicas ndo presentes na
realidade nacional (COSTA., 2016).

Representam limitacbes para as acbes de controle e prevencédo da resisténcia
microbiana e disseminacdo de patdgenos resistentes em comunidades humanas, em
funcdo da discrepancia socioeconémica dos paises onde a literatura de referéncia é

publicada, e o Brasil (DE OLIVEIRA, Caio Ferreira et al., 2014).

Neste ambito, pode-se afirmar que trabalhos baseados na realidade nacional,
regional e de cada estado do pais, em relacdo a incidéncia e prevaléncia de casos de
infeccbes causadas por patdogenos resistentes nos estabelecimentos de salude podem
nortear o planejamento e a logistica das acdes e servicos de saude como vigilancia
ambiental e vigilancia sanitaria, favorecendo a execucédo de estratégias institucionais,
administrativas, programaticas e sociais fundamentadas em politicas publicas
especificamente desenvolvidas para reduzir e prevenir 0s riscos a saude mais comuns,

em cada localidade (ARAUJO, Susana et al.,2016).

Em relagdo a pratica dos profissionais de saude, entre os fatores que contribuem
para a resisténcia microbiana, estdo a postura defensiva de profissionais de saude que
prescrevem antimicrobianos desnecessariamente com finalidade de evitar potenciais

complicagBes juridicas, e a prescricdo baseada empiricamente em sinais e sintomas
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sem fundamentacdo em culturas microbianas e testes de suscetibilidade, sendo estes
os principais fatores desencadeadores de patdgenos resistentes em ambiente
hospitalar, na qual os farmacos antimicrobianos exercem grande pressao seletiva sob

cepas resistentes (LOUREIRO, Rui Jodo et al., 2016).

Havendo também varios outros fatores de natureza socioeconOmica que
influenciam no uso nédo racional e ou abusivo de antimicrobianos como a pobreza e
acesso inadequado a estes farmacos, o que leva muitos pacientes a procurarem
produtos de qualidade duvidosa, adulterados, falsificados ou contendo concentracbes

subterapéuticas do componente ativo (LOUREIRO, Rui Jo&o et al., 2016).

4. Resisténcia Bacteriana

Em 1929 com a descoberta do primeiro antibiético, a penicilina foi descoberta por
Alexander Fleming, que observou a inibicdo do crescimento em uma placa em uma
cultura de estafilococos contaminada por um fungo, o Penicillium notatum. A qual
revolucionou o tratamento de enfermidades causadas na Segunda Guerra Mundial,
sendo assim, usualmente para infeccfes aéreas superiores, septicemias e pneumonias
causadas por estafilococos e estreptococos, além de ser nova a droga ainda tinha baixa

toxicidade (CAUMO; Karin et al., 2010).

Com o passar dos anos foi-se observando que a nova droga nao estava mais
sendo téo eficaz, uma vez que as bactérias estavam resistentes a este antibiético, pelo
desenvolvimento de enzimas que quebram o anel betalactamico desde farmaco, as

betalactamases (CAUMO; KARIN et al., 2010).

Contudo o problema foi resolvido com a criagdio de novos compostos
antibacterianos, tais como 0s macrolideos, aminoglicosideos, glicopeptideos e
alteracdes nos que ja existiam, contudo o uso indiscriminado de antimicrobianos fez
com que novas resisténcias fossem adquiridas pelas bactérias. (DA COSTA, A.L. Pena.,,
2017)

ModificacOes feitas nas estruturas de farmacos ja existentes, conservando o grupo
farmacoforico, regido com atividade biologica . Alteracdo de radicais ou compostos
ligados a ele, tém-se novos compostos com atividade melhoradas e possiveis espectros

de acao mais amplo, tal como podemos citar a quinolonas (DA COSTA, Anderson Luiz Pena.,
2017).



Populacdes bacterianas podem desenvolver resisténcia antimicrobiana de forma,
como resposta adaptativa a pressdo exercida por antimicrobianos, podendo ser por
selecdo natural ou até mesmo disseminacdo clonal ou aquisicdo de genes de

resisténcia (Moraes, A. L., Aratjo, N. G. P., & Braga, T. D. L., 2016).

A resisténcia por resposta adaptativa esta ligada a adaptacdes ou modificacdes
que os cromossomos da bactéria podem sofrer, esse tipo de disseminagcdo ocorrera
mais lentamente e sua resisténcia ficara relacionada a compostos relacionados aos

tipos de modificagdes (Moraes, A. L., Aratjo, N. G. P., & Braga, T. D. L., 2016)..

Entretanto as vias de aquisi¢cdo de genes de resisténcia ou transferéncia horizontal
ocorrem de maneira rapida e podendo ocorrer entre bactérias de filos diferentes assim a
possibilidade de diferentes tipos de resisténcia se espalhar é maior e bem mais rapida
quando se compara com as mudancas cromossomicas (RANGEL, Luiz Thibério Lira
Diniz.,2017).

Entretanto o tipo de resisténcia bacteriana que mais tende a preocupar € a
resisténcia bacteriana adquirida aos antimicrobianos, pois além de ser mais complexa,
envolve transferéncia de genes codificadores de resisténcia por diferentes vias, tais
como: via bacteriéfagos (transducdo), via plasmideos conjugativos, e a via de DNA

exdgeno (transformacao) (RANGEL, Luiz Thibério Lira Diniz.,2017).

Processos no qual gera grande preocupacao, sendo que a aquisi¢ao desses genes
de resisténcia pode gerar a expressdo de mecanismos bioquimicos diversos, um dos
principais a diminuicdo da incorporacdo do agente antimicrobiano pela célula
bacteriana, degradacdo enzimética, efluxo ativo do antimicrobiano, e alteracdo ou

hiperproducéo do alvo antimicrobiano (MARTINEZ-EZQUERRO, José Dario., 2020).

Segundo Perry & Wright (2013), a via mais importante e frequente é a de
transferéncia de genes de resisténcia aos antimicrobianos é a conjugacao, envolvendo
plasmideos, transposons e integrons. No qual plasmideo é um fragmento de DNA de
dupla fita, circular ou linear, extra-cromossémico, auto replicativo, estes elementos
abrigam genes ndo essenciais e contribuem para a evolugcédo das espécies por facilitar a

disseminacéao horizontal destes genes (ABRAHAMOVICH, Eliana., 2018).

Plasmideos possuem também a habilidade para adquirir sequéncias de insergéo e
transposon e mobilizar genes de resisténcia a antimicrobianos entre espécies nao
relacionadas, conferindo resisténcia as maiores classes de antimicrobianos, como

betalactamicos, = aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos e quinolonas
(ABRAHAMOVICH, Eliana., 2018).



5. Escherichia coli e Staphylococcus aureus

A Escherichia coli (E. coli) é um microrganismo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, gram negativa, constituindo parte da microbiota normal do trato
intestinal de humanos e de animais de sangue quente. A contaminacdo com a E. coli

ocorre através do consumo de agua ou alimentos contaminados com a bactéria.

A Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) foi reconhecida como um importante
patdgeno vinculado a doencas alimentares a partir de 1983 devido a um surto ocorrido
pela ingestdo de hamburgueres mal cozidos em um restaurante fast food nos Estados
Unidos da América. Seu principal reservatorio natural € o trato gastrointestinal de

bovinos sendo encontrado nas fezes dos mesmos.

Alguns outros tipos de Escherichia coli sdo encontrados nos quais seréo descritos

na tabela abaixo.

TABELA 1: Caracteristicas gerais das cepas de E. coli

Cepas Aspectos de Patologia Aspecto
viruléncia S S Tratamento
relaciona clinicos
das
Fimbrias Diarreia
formadoras de Bebés aquosa, Reposic&o
EPEC feixes, com vivendo vomitos. de liquidos,
efeito de fixacéo em OU Casos
(enteropat :
ogénica) e ofuscamento. paises mais graves
em soro
desenvol fisioldgico.
vimento
Utilizam Diarreia Utilizam-se
proteinas de profunda 0S mesmo
EIEC ad_esina para se e febre antimicrobian
_ ligar e entrar alta, 0S que 0s
(enteroiny nas células assemelh Diarreia para a
asiva) . L .
intestinais a-se a Shigella spp.
Shigella
spp.
Diarreia Reposicéo
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Fimbrias, _ da Diarreia de liquido,
ETEC enterotoxinas infancia aquosa fluoroquinol
enterotoxi sensiveis e e'm O-na Qu.
génica enterotoxinas paises rifaximina
estaveis ao calor em podem ser
desenvol utilizadas
vimento isoladament
Diarreia e ou
do combinada
viajante com
loperamida
Shiga-toxinas 1 e
fzi’xagaffe'to dg Surt(_) ] Diarreia Repos_igéo de
ofuscamento. transmissi aquosa, I|qU|gIos,
EHEC Presenca de yel via colite ] terapia de
plasmideo  Pol57 alln]entos hemorra suporte; 0 uso
n(neorltrzrgoi?:) (genes para e agua. gica. de agentes
hemolisinas, antimicrobiano
catalase- sé
peroxidase, etc) contraindicado
Diarreia Diarreia Reposicao
Fimbrias, da com de liquidos,
EAEC citoxinas infancia; muco tratamento
diarreia antibiodtico
(enteroagr do para
egadora) .. .
viajante pacientes
com Aids
DAEC Desconhecidos Diarreia Reposicao de
(adesdo Criancas liquidos.
difusa)

Fonte: Modificada de DONNENBERG, (2012); LIM et al., (2010).

O Staphylococcus aureus é uma bactéria do grupo dos cocos gram-positivos que

faz parte da microbiota humana, mas que pode provocar doencas que vao desde uma

infeccdo simples, como espinhas e furinculos, até as mais graves, como pneumonia,

meningite, endocardite, sindrome do choque toxico e septicemia, entre outras. Essa

bactéria foi uma das primeiras a serem controladas com a descoberta dos antibiéticos,

mas, devido a sua enorme capacidade de adaptacdo e resisténcia, tornou-se uma das

espécies de maior importancia no quadro das infecgbes hospitalares e comunitarias

(TONG, Steven YC et al., 2015).
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A penicilina G descoberta por Alexander Fleming, em 1928 passou a ser usada no
tratamento de pacientes infectados pelo S. aureus em 1943. Porém, logo esse
patdgeno exibia resisténcia aquele betalactamico em diversos hospitais. O que ocorreu
com a meticilina, primeira penicilina semi sintética, com o aparecimento das cepas
MRSA e com a vancomicina, contra a qual ja existem cepas de S. aureus resistentes
(VRSA). Hoje, felizmente, ainda existem alternativas terapéuticas contra as cepas
resistentes aos glicopeptideos teicoplamina e vancomicina, como as estreptograminas
(quinupristina/daltopristina), as oxazolidinonas e as associa¢gfes de antibioticos, como

vancomicina e betalactamicos (TONG, Steven YC et al., 2015).

O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos antibioticos demonstrado
pelo S. aureus esta diretamente relacionado com os procedimentos empregados na sua
antibioticoterapia. Por outro lado, o entendimento do funcionamento da patogenicidade
desse perigoso agente infeccioso pode orientar os profissionais de clinica na
racionalizacdo de sua antibioticoterapia, minimizando, assim, as chances de selecédo de
cepas resistentes (e multirresistentes) aos antimicrobianos. Sabendo-se que os indices
de cepas MRSA em hospitais brasileiros variam de 40% a 80%, principalmente em
UTls, a importancia de se conhecer uma cepa de valor epidemiolégico para o ambiente

hospitalar ja foi reconhecida (TAYLOR, Tracey A.; UNAKAL, Chandrashekhar G., 2017).

Fatores diversos reforcam essa importancia, como a mortalidade e o custo
atribuido a infeccao por essas cepas, inferindo a necessidade de implementacédo de um
programa de vigilancia microbioldgica ativa. (TAYLOR, Tracey A.; UNAKAL, Chandrashekhar G.,
2017).

6. Nanoparticulas como Antimicrobianos

A necessidade de desenvolver e fabricar novos e eficazes agentes antimicrobianos
€ particularmente exigente, especialmente no cenario atual de surgimento de
microrganismos resistentes a multiplos medicamentos. Uma iniciativa promissora seria
convergir a nanotecnologia para desenvolver novas estratégias de tratamento
antimicrobiano. Essas propriedades distintas em nanoescala conferem capacidades
antimicrobianas impressionantes aos nanomateriais, que podem ser explorados em
diversas areas como na ciéncia biomédica, na nanomedicina e na agricultura entre

outros meios como industria téxtil (ZANONI, Elton Torres et al., 2019).
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A nanotecnologia modula particularmente as propriedades fisico-quimicas de
nanoparticulas organicas e inorganicas, tornando-as adequadas para varias aplicacdes
relacionadas a terapia antimicrobiana em comparacdo com suas contrapartes em
massa. No entanto, uma questdo importante associada a esse uso de nanomateriais é
a preocupacdo com a seguranca no sistema de saude. Portanto, € necessario um
conhecimento aprofundado sobre nanoestruturas biocompativeis destinadas a terapia

antimicrobiana (DE LIMA, C. A.; TOLEDO, R. V., 2016).

As nanoparticulas de prata (Ag), grafeno, pontos quéanticos (QDs), 6xido de zinco
(Zn0O) e quitosana séo consideradas representantes de metais, semicondutores, 6xidos
metalicos e nanoparticulas organicas que encontraram varias aplicacdes na terapia
antimicrobiana em detalhes. Geralmente diretamente a membrana da célula microbiana,
interagem com o DNA e proteinas ou podem iniciar indiretamente a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que danificam componentes celulares microbianos

e virus (SANCHES, Mariele Paludetto et al.,2020).

Por exemplo, nanoparticulas de prata tém atividade antibacteriana de amplo
espectro, enquanto outras apresentam atividade antibacteriana e antiprotozoaria. As
formulac6es de nanomateriais podem ser usadas diretamente ou como revestimentos
de superficie ou como transportadores eficazes para a distribuicdo de antibidticos. A
natureza policatibnica das NPs de quitosana auxilia na conjugacao e estabilizagdo de
nanoparticulas metélicas, o que aumentard& seu uso efetivo na terapia

antimicrobiana (SANCHES, Mariele Paludetto et al., 2020).

7. Quinolonas e seu representante Ciprofloxacino

Entre o final da década de 1980 e o comec¢o de 1990, os desenvolvimentos de
fluoroquinolonas foram desenvolvidas, estas apresentavam atividade potente contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, até mesmo anaerdbias obrigatérias (RUIZ,
2003; ALDRED et al., 2014).

Pertencentes a um grupo de antimicrobianos sintéticos potentes relacionados ao
acido nalidixico, sua obtencédo é a partir de modificacdes estruturais no esqueleto da
molécula 4-quinolona. As quinolonas sdo formadas por uma estrutura béasica: dois
anéis, com um atomo de nitrogénio na posi¢éo 1, um grupo carbonila na posicdo 4 e um

grupo carboxila na posi¢cdo 3 do anel (ALVAREZ-HERNANDEZ, Diego Abelardo et al.,2015).

A figura 2 a seguir, mostra a estrutura quimica basica. Modifica¢cdes na estrutura

do farmaco interferem na atividade antimicrobiana, aumentam a afinidade pelo sitio
12



alvo, melhoram a penetracédo nas células e alteram a farmacocinética e a toxicidade

das quinolonas, demonstrado na figura 3.

FIGURA 2: Estrutura basica das Quinolonas
o a
OH

Fonte: Sicelo., 2020.

FIGURA 3: Modifica¢des na estrutura das Quinolonas

QUINOLONAS 4 Acido Nalidixico

R6 =H
Ciprofloxacina  Norfloxacina
FLUOR- Levofloxacina Trovafloxacina
QUII;{TOI:%NAS Ofloxacina Moxifloxacina
=

Fonte: Google com Modificacdes., 2020.

O Ciprofloxacino € um antibiético derivado do acido fluoroquinolénico, devido a
sua baixa toxicidade e amplo espectro de acdo € muito utilizado na profilaxia e no
tratamento de diversas infec¢des bacterianas, sendo mais indicado para trato urinario

e/ou ocular (DE LIMA, Carola; TOLEDO, Rafael, 2016).

Farmaco capaz de inibir a atividade da DNA girase ou topoisomerase Il, enzima
essencial a sobrevivéncia bacteriana. A DNA girase torna a molécula de DNA compacta
e biologicamente ativa. Inibindo essa enzima, a molécula de DNA passa a ocupar
grande espaco no interior da bactéria e suas extremidades livres determinam sintese

descontrolada de RNA mensageiro e de proteinas, determinando a morte das bactérias
(ROCHA, Igor Vasconcelos et al, 2017).
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FIGURA: CIPROFLOXACINO

O O

| OH

Fonte: RANG, Humphrey. P. et al., 2007

8. Justificativa

Por considerar a Ciprofloxacino um farmaco de escolha para tratamento de
infeccbes bacterianas de amplo espectro e, reconhecendo a necessidade de estudos
para o delineamento de novas formula¢cdes que aumentem a susceptibilidade a terapia
antibacteriana, este trabalho buscou avaliar a atividade do farmaco quando associado a

nanocarbonos e sua atividade como um dispositivo de direcionamento da droga.

9. Objetivos

Diante da aplicacdo de C-dots como carreadores de farmacos, o objetivo deste
trabalho € avaliar as nanoparticulas sintetizadas com finalidade em aplicacdo em

sistemas biolégicos e verificar sua capacidade de direcionamento de farmacos.

9.1 Objetivos especificos

Verificar a estabilidade da soluc&o de dispersao contendo o C-dot conjugado com
a Ciprofloxacino; E entéo avaliar a atividade antimicrobiana em culturas de Escherichia
coli e Staphylococcus aureus ATCC. Em seguida, determinar a Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) em leitura de placa por meio da técnica de microdilui¢do. Por fim, analisar

a eficacia em tratamentos do agente antimicrobiano conjugado ao C-dot
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10.Metodologia

Os resultados foram descritos em termos de porcentagem de inibicéo,
considerando a fracao da leitura do poco testado e o controle de crescimento. Para o
calculo do CIM, a metodologia usada foi a de ajuste a curva de dose resposta-
sigmoidal, executada sobre a porcentagem de inibicdo nas diferentes concentracoes,
via programa GraphPrism versédo 7.0. A CBM foi determinada por estimativa do calculo

sob o valor do CIM, com uso do software GraphPrism verséo 7.0.

11.Microdiluicdo em placa de 96 pocgos

Os testes de microdiluicdo foram feitos no laboratério de microbiologia com
parceria da Faculdade LS, para o preparo das microplacas seguiu-se 0s seguintes
modos descritos na CLSI de 2019. Com a nanoparticula produzida por a Mestranda
Luana Maria, no laboratério de sintese da Universidade de Brasilia.

Os grupos experimentais foram divididos em: Ciprofloxacino padrdo, Cirpo+C-dots
produzidos no laboratério de Microbiologia na Faculdade LS. Os tratamentos foram
realizados em triplicata com finalidade de aumentar o grupo amostral. Para a realizacao
do teste de microdiluicdo em caldo, os in6culos foram preparados com o crescimento
das cepas Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 25922, que

foram inoculados em Mueller-Hinton (caldo MH).

O preparo do inoculo através da de uma colénia de bactéria, semeada em placa
de crescimento previamente incubada em estufa de crescimento a 37°C, posterior a 24h
de incubacao, foi diluida em tubo de ensaio contendo soro fisioldgico. A andlise das
diluicdes deu-se por meio da escala de McFarland, correspondendo a turvacédo em 0,5
correspondente a aproximadamente 1,5X10"8 UFC/mL,com medicdo auxiliada através

de espectrofotometro de absorbancia.

11.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Fez-se a analise para a determinagcdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)
através da técnica de microdiluicdo em caldo, realizada em placas de 96 pocos, estéreis

e descartaveis.

No qual foram adicionados a placa 100 microlitro de caldo agar, em todos 0s pogos
de Bl a G12, posteriormente na coluna A adicionamos 200 microlitros da nossa

formulacdo, assim fizemos diluicdo seriada partindo de Al a G12, retirando 100
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microlitros e passando para o proximo poco. Logo apés adicionamos 80 microlitros de
caldo em todos os pocos. Assim por fim colocamos 80 microlitros do in6culo em todos

0s pocos exceto na fileira D, pois a mesma ficara como controle.

Na fileira H1 & H12 adicionamos 200 microlitros nos 4 primeiros po¢os, e nos 4
altimos 180 microlitros, sendo que neste ultimo foi adicionado mais 20 microlitros do seu
indculo, sendo entdo esses controle positivo e negativo. As placas sao incubadas a
37°C, a leitura do CIM apéds o periodo de incubacao, de 24 e 48 horas, se faz por meio
da andlise da absorbancia de cada poco através do leitor de ELISA. Deve-se considerar

como CIM a menor concentracao de inibir o crescimento do microrganismo.

ApoOs a leitura, os resultados obtidos foram avaliados e foi calculada a CIM, em
porcentagem, de cada poco, conforme mostra a Tabela 2. Nesta tabela, s&o
apresentados trés parametros importantes para a determinacdo da atividade
antimicrobiana dos materiais testados, sendo eles: concentragdo inibitéria minima

(CIM), intervalo de confianca (IC 95) e concentracao bactericida minima (CBM).

12.Resultados e Discusséao

Os valores de inibicdo do crescimento microbiano foram obtidos por meio de
leitura em leitora de microplaca Multskan em comprimento de onda de 630 nm. Apés a
leitura adicionou-se o corante Resazurina 0,01% as placas, para uma melhor
visualizacdo da inibicdo gerada pelos materiais testados. Este corante € um indicativo
do metabolismo celular das bactérias, tornando-se rosa onde ha células viaveis, e roxo

onde houve inibicdo do crescimento das cepas.

16



Tabela 2: Concentracéo Inibitéria Minima das nanoparticulas com Ciprofloxacino e

Ciprofloxacino puro em cepas de S. aureus e E.coli.

Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria
Cdot+Cipro Cipro Cdot+Cipro Cipro
cimA
R 0,0007 52,141 0, 000006 9,32
{mg/mlLj
. 0, 000063- 0, BO0o0054- 0,633
IC (1T 50 11,33-240,35
000253 O, 000023 12,235
Iz 99,9 52088
(MBC) 0.6993 0.05994 9310.65

Fonte: Autoria Propria

MAHOR et al., 2016 em seu trabalho teve por objetivo aumentar a solubilidade e
reduzir doses do moxifloxacino, pertencente a 42 geracdo de antibioticos da classe das
fluoroquinolonas, por meio do processo de encapsulamento em uma matriz gelatinosa,
para avaliar a acdo do farmaco no sistema oftdlmico com liberagdo controlada. A
andlise da atividade antimicrobiana in vitro, por meio do método Agar Cup Plate, onde
uma concentracdo conhecida da amostra é colocada no centro da placa de Petri com
meio &gar e indéculo de escolha. Os resultados obtidos demonstraram que a
nanoformulacdo apresentou halos de inibicdo maiores do que os apresentados pelo

farmaco comercial.

TOPAL et al., 2018 teve por objetivo preparar uma nanoformulacdo de
Ciprofloxacino com manitol por meio da técnica de freeze-drying para obter um produto
com uso inalatério com finalidade de uso em infec¢Bes pulmonares, demonstrando a
importancia e relevancia que o antibiético apresenta mesmo sendo parte da 22 geracao

das fluoroquinolonas.

YOUNG-II JEONG et al.,, 2008 teve como objetivo preparar nanoparticulas de
copolimero de ciprofloxacina (CIP), encapsulado poli (dl-lactideo-co-glicolideo) (PLGA)
e seu potencial antibacteriano, foi testado em bactéria gram negativa E.coli, foi
elaborado pelo método de evaporagdo de solvente em emulsdo, no qual no teste in vitro
gue verificou a atividade antibacteriana, demonstrou uma atividade relativamente menor

que a do CIP livre.

Entretanto, quando feitos testes em camundongos, pode se observar que as
PLGA com CIP, teve eficacia superior para inibir o crescimento das cepas utilizadas no
estudo, resultando em que o uso da nano melhora a fungdo de modo sinérgico no

tratamento antimicrobiano.
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BENEDINI et al., 2019 desenvolveu um sistema de entrega de drogas baseado
em nanoparticulas com hidroxipatita e ciprofloxacino, além da acdo bacteriana, o

material oferecido mostrou-se biocompativel e capaz de regenerar 0Ssos.

NEHAL SHARMA et al.,2015, em seu estudo teve como objetivo de observar a
atividade sinérgica de nanoparticulas de oxido de zinco acopladas a Ciprofloxacino e
outros antibidticos, foi feito com teste de microdiluicdo em placa e testado em fungos,

bactérias gram positivas e gram negativas.

Foi utilizado particulas em duas concentragbes uma a 1% e outra a 10% da
nanoparticula pura, onde foi observado um maior efeito antimicrobiano na formulacéo a
10%, quando conjugado com antibiéticos foi descrito um sinergismo do efeito
antimicrobiano em todas as formulagbes, demonstrando assim que o estudo abre

grande leque para futuros estudos.

Quando comparado o presente estudo com os descritos na literatura podemos
observar um grande futuro promissor para o0 uso de nanoparticulas como agente
carregador/direcionador de farmaco em sistemas biologicos. Pois todos os estudos
descritos tiveram resultados positivos quando comparados aos testes feitos sem

nanomateriais.

Nosso estudo revelou que usando um farmaco quinolénico tivemos melhores
resultados estatisticos quando associados a nanoparticulas do que quando o farmaco
esta livre de associacdes. Um futuro promissor para diminuir o uso de agentes
antimicrobianos, pois 0 mesmo teve acao estatisticamente favoravel tanto em bactérias

gram negativas quanto para agentes gram positivos.

13.Conclusao

Um antimicrobiano ideal deve matar ou inibir seletivamente o crescimento de
microrganismos, podendo causar pouco ou nenhum efeito adverso ao hospedeiro. Cada
uma das analises feitas tem sua vantagem e desvantagem, baseado na literatura,
sabemos que um acoplamento de farmacos com nanoparticulas € vantajoso, pois além
de diminuir a quantidade de farmaco utilizado, funcionam como nanocarregadores

diminuindo a degradacédo dos farmacos.

Assim problemas com uso racional de medicamentos podera ser reduzidos, uma

vez que menor quantidade de farmaco precisa ser utilizada, as nanoparticulas fara com
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gque o0 mesmo nao sofra acdo imediata de enzimas de degradacdo e sua distribuicdo
fara a terapia antimicrobiana seja mais eficaz, sendo que a quantidade de farmaco

necesséria para eliminacdo do patdgeno seré aplicada.

No presente estudo podemos observar que a combinacao de Ciprofloxacino com a
nanoparticula foi mais efetiva do que o antibidtico sozinho, sendo que a eficacia do
complexo Cipro+Cdot em bactérias gram positivas quando observado o CIM, foi maior
que a do Ciprofloxacino. Entretanto, quando observamos o mesmo complexo, agora
para bactérias gram negativas surge um perspectiva para futuros estudos, resultando

em uma melhor inibicdo desse tipo de bactéria como podemos observar na tabela 2.

O presente estudo levantou grandes hipdteses, como a possibilidade de
diminuicdo da resisténcia bacteriana pelo uso excessivo de farmacos, sendo que foi
observado estatisticamente que usando as nanoparticulas, precisariamos de menor
guantidade de farmaco para inibir os agentes alvo. Um futuro promissor que precisa ser
mais explorado, pois como as Industrias Farmacéuticas ndo estdo conseguindo
acompanhar o surgimento de bactérias resistentes a diversas classes terapéuticas, criar
de forma simples, barata e ndo precisar de grandes tecnologias um modelo de
acoplamento de farmaco a nanoparticulas que diminua a utilizacdo de agentes

antimicrobiano, possivelmente mudaram o rumo dessa batalha.
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