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RESUMO

A prata € conhecida por sua atividade antibacteriana e tem se mostrado eficiente
como alternativa no contexto da resisténcia bacteriana a drogas, sobretudo na forma
de nanoparticulas (AgNPs). Nossos objetivos foram a avaliacdo da susceptibilidade
de bactérias representativas contra AgNPs e pesquisa de efeito sinérgico ou
antagbnico quando associadas a quitosana (QIT) e antimicrobianos de uso
terapéutico humano. Foram utilizadas oito linhagens bacterianas de referéncia,
representativas de: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, S. epidermides e Enterococcus faecalis. O
perfil de susceptibilidade foi determinado através do método de microdiluicdo em
caldo, de acordo com as recomendacdes do CLSI. A concentragdo inibitdria minima
(CIMgo) das AgNPs para as amostras testadas foi de 64ug/mL, enquanto que para a
combinacdo AgNPs-QIT foi de 16ug/mL. Considerando-se atividade antimicrobiana
somente da QIT, a CIMg, foi de 16 pg/mL. Entre os antimicrobianos testados
(meropenem, amicacina, gentamicina, levofloxacina, rifampicina, sulfametoxazol-
trimetropim, tetraciclina, e oxacilina e vancomicina, estes apenas para Gram
positivos), apesar de a CIM para cada linhagem bacteriana estar de acordo com 0s
valores determinados pelo CLSI observou-se diminuicdo significativa para todas as
drogas testadas quando combinadas com AgNPs-QIT. De modo geral, para todas as
espécies bacterianas avaliadas, a associacdo de AgNPs com QIT ou drogas
antimicrobianas apresentaram grande potencial inibitério que pode estar relacionado
a estabilidade das AgNPs associadas ao polimero ou a interacdo positiva das
nanoparticulas com os antimicrobianos. O ensaio de Checkerboard foi realizado
para estabelecer os efeitos sinérgicos ou antagdnicos em cada combinacdo. A
possibilidade da interacdo das AgNPs e da QIT com antimicrobianos ja existentes é
altamente relevante e reforca as recomendagbes da literatura acerca da
reformulacdo de uso de antimicrobianos tradicionais, além da pesquisa de novas
drogas e estratégias para sobrepujar o crescente fendmeno da resisténcia

bacteriana aos antimicrobianos.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia bacteriana, nanoparticulas de prata, quitosana,

antimicrobianos.



ABSTRACT

Silver is known for its antibacterial activity and has been shown to be effective as a
potential alternative in the context of bacterial resistance to drugs, particularly in the
form of nanoparticles (AgNPs). Our objectives were to evaluate the susceptibility of
bacteria against AQNPs and representative survey of synergistic or antagonistic
when combined with chitosan (QIT) and antimicrobials for human therapeutic use. A
total of eight reference strains were evaluated of Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, S. epidermidis and
Enterococcus faecalis. The susceptibility patterns were determined by broth
microdilution method, according to the CLSI guidelines. The minimum inhibitory
concentration (MICgy) of AgNPS to the samples tested was 64ug/mL, while for the
combination AgNPs-QIT was 16ug/mL. Considering only antimicrobial activity of QIT,
the MICy was 16 mg / mL. Among the antimicrobials (meropenem, amikacin,
gentamicin, levofloxacin, rifampicin, sulfamethoxazole- trimethoprim, tetracycline, and
vancomycin and oxacillin, these only to Gram positive), while the MIC for each
bacterial strain is in accordance to the reference CLSI, significant decrease was
observed for all tested drugs when combined with AgNPs-QIT. In general,
association of AgNPs with QIT or with antimicrobial drugs showed higher inhibitory
potential, which may be related to the stability of the polymer associated AgNPs or
positive interaction of nanoparticles with antibiotics. The Checkerboard assay was
then performed to establish antagonistic or synergistic effects in each combination.
The possibility of interaction of AgNPs and QIT with existing antimicrobials is highly
relevant and reinforces the recommendations of the literature on the reformulation of
traditional antimicrobial use, as well as research into new drugs and strategies to

overcome the growing phenomenon of bacterial resistance to antimicrobials.

KEYWORDS: Antibacterial resistance, silver nanopatrticles, chitosan, antimicrobials.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Bactérias patogénicas continuam sendo causa de morbidade e mortalidade
até os dias atuais. Isso se deve, principalmente, devido a limitacdes no diagnostico
microbiolégico e a capacidade microbiana em se adaptar aos mais diversos nichos,
além da utilizacao indevida de agentes antimicrobianos desde o seu advento.

Essa capacidade com a qual as bactérias conseguem se adaptar a varios
nichos, refletem as modifica¢des frequentes em seu genoma, com vistas a permitir a
sobrevivéncia a condigdes adversas do meio, possibilitando a colonizagdo de novos
ambientes. Esta habilidade vem garantindo as bactérias sua persisténcia no planeta
e o desenvolvimento de novos mecanismos moleculares que contribuem para a
resisténcia destes microrganismos aos agentes antimicrobianos.

O uso indevido destes compostos por décadas culminou com a evolucdo dos
patdgenos bacterianos pré-existentes e com o surgimento de novas linhagens
bacterianas, que se tornaram resistentes aos agentes comumente utilizados na
quimioterapia antimicrobiana. Em paralelo a evolucdo dos patégenos, a pesquisa por
novos agentes ndo vem sendo suficientemente rapida e eficaz a ponto de
desacelerar o fenbmeno da resisténcia as drogas.

Assim, o tratamento das doencas infecciosas torna-se mais dificil, devido a
restricio de drogas de uso terapéutico, ineficiéncia dos tratamentos, e o0s
desdobramentos da resisténcia bacteriana em relacdo a interacdo bactéria-
hospedeiro que envolvem interferéncia no diagnostico microbiolégico e eventual
aumento da viruléncia microbiana.

Além disso, linhagens bacterianas resistentes a um sO antimicrobiano
envolvidas na etiologia de doencas infecciosas vém sendo substituidas,
rapidamente, por linhagens resistentes a multiplas drogas, fato relacionado a
facilidade com a qual as bactérias sdo capazes de disseminar e/ou adquirir novas
informacdes genéticas relativas a resisténcia através de eventos relacionados a
recombinacao genética.

Surge, entdo, a necessidade de novas estratégias terapéuticas como
introducdo de novos andalogos estruturais de drogas ja existentes, introducdo de

novas moléculas com eficacia comprovada, novas abordagens de uso de drogas



existentes, ou ainda, proposicoes de associacdo de substancias resultando em
maior eficacia antimicrobiana. Considerando-se estas ultimas abordagens, a prata
vem sendo proposta como substancia potencial como alternativa terapéutica, devido
ao seu amplo espectro de acao e sua reconhecida atividade antimicrobiana, desde a
antiguidade. Além disso, o dominio das tecnologias de manipulacdo de materiais na
escala nanométrica com as mais variadas finalidades tem motivado, atualmente, o
estudo de propriedades antimicrobianas de nanoparticulas de prata como agente
terapéutico, associadas ou ndo a outras substancias.

Nanoparticulas metalicas associadas a quitosana, polissacarideo derivado da
quitina, tém se mostrado promissoras quanto ao potencial antimicrobiano,
considerando-se espectro de acdo abrangente contra bactérias e fungos, em
estudos in vitro. A quitosana possui propriedades biolégicas j& comprovadas que
justificam a sua ampla utilizacdo em aplicagbes farmacéuticas.

Do exposto, considerando a busca por novas estratégias de uso de agentes
antimicrobianos ja instituidos na terapéutica, frente ao fendbmeno da resisténcia
microbiana as drogas, e as propriedades antibacterianas potencialmente atribuidas
as nanoparticulas metélicas e a quitosana, este estudo tem como proposta contribuir
com conhecimento cientifico sobre o uso de nanoparticulas de prata e suas
associacbes com quitosana e drogas comumente utilizadas no tratamento doencas
infecciosas humanas, com a finalidade de proposicdo de novas abordagens que

possam remediar o fenbmeno da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Interagdo entre bactérias, seres humanos e outros animais

Os microrganismos encontrados nos diversos sitios anatébmicos do corpo
humano e de outros animais formam complexas comunidades microbianas,
coletivamente chamadas de microbiota residente (MULDER et al., 2009). Estima-se
que o corpo humano abrigue pelo menos 100 trilhes de microrganismos, o0 que
corresponde a 10 vezes o numero de células humanas, e que 0s mesmos, sejam
capazes de codificar 100 vezes mais genes do que o genoma humano (HOOPER et
al., 2002 ;QIN et al., 2010) .

A importancia da microbiota residente se deve principalmente a fungcdes como
a degradacdo de componentes da dieta do hospedeiro, fornecimento de nutrientes
provenientes do metabolismo microbiano, protecdo contra patdgenos e modulacao
do sistema imunologico (HOOPER et al., 2002; LEEBER et al.,, 2010). Algumas
funcdes recentemente descobertas incluem a influéncia da microbiota residente em
processos complexos como o metabolismo de lipidios do hospedeiro, predisposi¢cao
a obesidade, homeostase, inflamac&o, reparo e angiogénese (BACKHED et al.,
2004; LEY et al., 2006; TURNBAUGH et al., 2006; KELLY et al., 2007; DURBAN et
al., 2012).

Cada sitio anatdbmico representa um nicho ecologico, onde existem
comunidades microbianas diversas que estabelecem relagbes ecologicas
particulares. Dentre 0s microrganismos, as bactérias sdo aquelas que apresentam
maior capacidade metabdlica e diversidade em conteldo genbmico, 0 que as
possibilita habitar nichos ecoldgicos distintos, justificando sua ubiquidade (TOFT &
ANDERSSON, 2010).

O sitio anatdbmico de maior densidade populacional de microrganismos € o
trato gastrointestinal, onde a microbiota tem influéncia direta na fisiologia e nutricao
humanas, sendo fundamental para a manutencgao da vida (LEY et al., 2006; QIN et
al., 2010).

A interacdo bactéria-hospedeiro depende da capacidade de expressao e
secrecdo de uma ampla variedade de proteinas, as quais apresentam grande

diversidade mesmo entre espécies correlatas, devido a recombinagdo de genes



duplicados entre genomas. Os mecanismos que possibilitam a interacdo com os
hospedeiros incluem sistemas complexos destas proteinas, podendo elas serem
injetoras de substancias nas células do hospedeiro ou excretoras de exotoxinas no
meio extracelular (TOFT & ANDERSSON, 2010).

Os genes que codificam estes sistemas de secrecdo, sendo fundamentais
para a adaptacao ao hospedeiro, tendem a estarem localizados em ilhas gendmicas
ou proximos a elementos moveis, tais como plasmideos e bacteriéfagos (DOBRINDT
et al., 2004; TOFT & ANDERSSON, 2010; BOYD, 2012). Os bacteriéfagos sdo uma
das mais efetivas formas de transmissdo de DNA exdgeno entre espécies
bacterianas e tem um grande potencial para diversificacdo gendmica e criacdo de
sistemas de interacdo com o hospedeiro (DALE & MORAN; 2006; TOFT &
ANDERSSON, 2010).

A facilidade de expanséo dos elementos genéticos méveis (EGMs) tem papel
crucial na aquisicdo de genes necessarios a sobrevivéncia de um microrganismo em
um novo hospedeiro, podendo explicar porque bactérias naturalmente adaptadas a
determinados reservatorios podem se configurar como patégenos oportunistas em
outros nichos (BOYD, 2012).

Uma vez que a bactéria tenha adquirido componentes necessarios para a
invasao de superficie de um hospedeiro mamifero, a infeccdo pode disseminar-se a
uma nova espécie hospedeira, alterando o equilibrio da microbiota residente,
podendo levar tanto a uma infec¢do crénica quanto a uma infeccdo aguda e
altamente virulenta (TOFT & ANDERSSON, 2010).

Além de genes essenciais a colonizacdo de novos hospedeiros, os EGMs
podem estar relacionados a genes de viruléncia, principalmente encontrados em
ilhas de patogenicidade (IPAs), associados a plasmideos ou integrados ao
cromossomo bacteriano, tendo fungdo fundamental no rearranjo de genomas
bacterianos de patdogenos e em sua patogénese (TOFT & ANDERSSON, 2010;
BOYD, 2012).



2.2 Antimicrobianos e a resisténcia bacteriana

Um aspecto importante da biologia bacteriana ndo diretamente ligado a
producdo de doencas de natureza infecciosa, mas ligado a sua persisténcia, € a
crescente resisténcia a drogas. Este crescente fendmeno, tido com um dos grandes
desafios do século XXI para ciéncia e para a medicina (sua contencado), observado
neste e em outros grupos microbianos apresenta algumas consequéncias ja
estabelecidas para a relacdo bactéria-hospedeiro (ASM 2009).

Por isso, bactérias patogénicas continuam sendo motivo de preocupacao
entre pesquisadores e a sociedade. Com o advento dos antimicrobianos, que
ocorreu a partir da descoberta da penicilina em 1928 e mais tarde, com a producao
destes em escala industrial, pensou-se que as barreiras que envolviam o tratamento
de doencas infecciosas bacterianas haviam sido transpostas (HOUNDT & OCHMAN,
2000; NIKAIDO, 2009).

A medida que as drogas antimicrobianas sdo introduzidas no ambiente, 0s
microrganismos respondem, tornando-se resistentes. Em regra, 0os mecanismos de
resisténcia adquiridos resultam de alteracdes na fisiologia celular e na estrutura
microbiana devido a alteragbes no padrdo genético normal ou regulacdo da
expressdo de algumas habilidades j& presentes no seu genoma (O’'BRIEN, 2002;
ASM, 2009). Varias evidéncias mostram que as drogas antimicrobianas podem
interferir com a expressao de determinantes de viruléncia microbianos (DINIZ et al.,
2003; DINIZ et al., 2004; SANTOS et al., 2007; SANTOS et al., 2010).

Desta forma, é aceito que o uso indevido e indiscriminado destas substancias
na medicina humana, animal ou na agricultura, ou ainda a carga de xenobibticos
lancados no meio ambiente, além da falta de condicbes de higiene e saneamento,
sao fatores que contribuem para a ocorréncia de pressao seletiva, 0 que suscita a
persisténcia, disseminacdo e/ou desenvolvimento de mecanismos que permitam a
sobrevivéncia de microrganismos resistentes (ASM, 2009; ALLEN et al., 2010).

O fenbmeno da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos nao esta
associado somente a evolucdo de patdgenos ja conhecidos, mas também com a
emergéncia de novos patégenos (JONES et al., 2008; JACKSON et al., 2011). Entre
os fatores que contribuem para o fenémeno, citam-se a capacidade de adaptagéo e
colonizagdo de novos nichos, bem como mudangas na interacdo bactéria—

hospedeiro, e alteracbes genéticas através de mecanismos como mutacgao,



recombinacdo, duplicacdo génica e transferéncia horizontal (LIVERMORE et al.,
2003; MIDLIN et al., 2006; ASM, 2009; JACKSON et al., 2011).

A evolucdo bacteriana do ponto de vista clinico pode se dar de diversas
formas, o que inclui o surgimento de patdgenos oportunistas, que em sua maioria,
sao resistentes a muitas classes de drogas antimicrobianas; a emergéncia de novos
mecanismos de resisténcia adquirida; a ocorréncia de mutacdes em genes
localizados no cromossomo bacteriano ou em plasmideos; e a disseminacédo de
genes de resisténcia anteriormente observados em determinadas espécies, que
passam a ser observado em outras (COUVARLIN, 1994; ALLEN et al., 2010).

A origem dos genes de resisténcia parece ter acontecido a partir das
linhagens produtoras de antibidticos, como os fungos actinomicetos, tendo mais
tarde, sido associadas a elementos genéticos moéveis (EGMs), tais como
plasmideos, transposons e integrons (MIDLIN et al., 2006). Desde o advento das
substancias antibacterianas, os plasmideos se tornaram a forma de transferéncia
ideal para a incorporacdo e disseminacdo dos genes de resisténcia, uma vez que
dentro destes, os genes sdo freqiientemente carregados por transposons ou
integrons (LIVERMORE et al., 2003).

Sob condicdes de estresse, tais como a exposicdo a antimicrobianos, 0s
genes de resisténcia foram rapidamente disseminados, inicialmente entre bactérias
Gram-positivas e posteriormente, através da transferéncia horizontal, para as
bactérias Gram-negativas (MIDLIN et al, 2006). Segundo Hound e Ochman (2000),
nas ultimas décadas, mesmo bactérias que nao sofreram exposicao direta ou regular
a antimicrobianos, apresentaram alteragcdes em resposta a aumentos na aplicacao
de antibidticos. Baixas concentracfes de droga sdo suficientes para exercer pressao
seletiva e estimular a resposta bacteriana, podendo resultar em mobilizacdo e
transferéncia de genes, chegando a assegurar que uma comunidade microbiana
inteira se torne protegida da acdo antimicrobiana (JETERS et al., 2009;
SCHIMIEDER & EDWARDS, 2012).

A medida que ocorre a adaptacdo destes patdgenos a pressdo seletiva
exercida por diferentes classes de antimicrobianos, o tratamento de infec¢des torna-
se mais dificil, visto que o numero de antimicrobianos se torna restrito, enquanto as
espécies bacterianas desenvolvem mecanismos para tornarem-se resistentes & uma
gama diversa destas substancias (MIDLIN et al., 2006; ALLEN et al., 2010).



Segundo Midlin et al. (2006), apenas nos primeiros 10 a 15 anos de uso
extensivo de antimicrobianos, as linhagens bacterianas resistentes a somente um
antibiotico, foram substituidas por outras, resistentes a um grande nimero destes. A
freqiéncia de ocorréncia de cassetes génicos relacionados a resisténcia a muitos
antimicrobianos dentro de integrons e o tempo de introducdo dos antimicrobianos na
pratica médica foram associados ao aumento da incidéncia destes microrganismos
(ALANIS, 2005).

2.3 Producdo de novos antimicrobianos e novas abordagens terapéuticas

Desde a introducao da benzilpenicilina na década de 1940 e a partir de entéo,
sua utilizacdo de forma empirica na terapia contra diversos patdégenos, pouco se
preocupava com 0 desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
(THEURETZBACHER, 2009).

Todavia, a descoberta de agentes antimicrobianos e a modificacdo daqueles
pré-existentes, ndo foram capazes de conter a evolucdo tdo réapida e inevitavel
destes patdgenos, fendmeno este evidenciado pelo rapido surgimento de linhagens
de Staphylococcus aureus produtoras de [-lactamase, enzima inibidora de
antimicrobianos da classe das penicilinas (SPELLBERG, 2009;
THEURETZBACHER, 2009; IOM,2010).

O crescimento acelerado e a expansdo global da resisténcia bacteriana
tornaram necessaria a emergéncia de novos agentes de combate (SPELLBERG,
2009; I0M, 2010). Um dos principais fatores associados a essa expansdo foi a
utilizacéo indevida de antimicrobianos, a qual esta correlacionada, ao surgimento de
linhagens resistentes (GWYNN et al., 2010).

Impulsionada pela alta lucratividade e retorno & curto prazo, a industria
farmacéutica concentrou sua produgdo nas drogas blockbuster (ou de grande
consumo global) — como aquelas utilizadas no tratamento de doengas cronicas como
o cancer ou disfungbes sexuais, por exemplo — ao invés de se preocupar com o
desenvolvimento de drogas antimicrobianas, utilizadas por curto prazo, no
tratamento de doencas agudas. Esta estratégia estava relacionava apenas aos
interesses econdmicos, 0 que ia de encontro com 0s objetivos sociais e terapéuticos
dos antimicrobianos (THEURETZBACHER, 2009).
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As vantagens econdmicas proporcionadas pelas drogas blockbuster aliadas
ao alto custo produtivo, e principalmente, ao pouco retorno econdmico dos
antimicrobianos, em comparacgao a outras drogas, levaram a falta de investimento no
desenvolvimento de novos agentes na década de 1990 (SPELLBERG, 2009;
THEURETZBACHER, 2009).

A produgdo de novos antimicrobianos torna-se dispendiosa, devido ao longo
periodo envolvendo as etapas de fabricacdo e testes pré-clinicos e clinicos, até sua
insercdo no mercado. A busca por novos agentes tem como objetivo sobrepor os
mecanismos de resisténcia bacterianos, e por isso, se baseia na procura por novas
rotas de administracdo, novos alvos ou mecanismos de acdo em direcdo ao mesmo
alvo, o que acaba limitando a producao efetiva de agentes em potencial (GWYNN et
al.,2010).

Associadas a estes fatores, a disponibilidade de medicamentos genéricos e a
utilizagdo de novas substéncias somente no tratamento de quadros infecciosos de
alta patogenicidade, contribuiram ainda mais para a reducdo do retorno financeiro
dos antimicrobianos (GWYNN et al.,2010).

Além disso, a utilizacdo de antimicrobianos de amplo espectro em larga
escala, tornou ainda mais necessaria a pesquisa e o desenvolvimento de novas
susbtancias, haja vista a emergéncia de linhagens resistentes a multiplas drogas
(RMD), assim como as linhagens de Gram negativos RMD, as quais sao resistentes
a trés ou mais classes de antimicrobianos (GWYNN et al.,2010; IOM,2010 ).

O declinio da producédo de novos agentes foi agravado pela perda da eficacia
dos antimicrobianos existentes ndo acompanhada pela substituicio dos mesmos.
Em um estudo realizado no ano de 2002, Shlaes e Moellering, alertaram a
comunidade médica acerca deste declinio, quando foram capazes de concluir que o
desenvolvimento de novos agentes antibacterianos era menor do que aquele das
drogas relacionadas a hiperatividade e disfuncao erétil (SPELLBERG, 2009).

Com o quadro atual da crescente resisténcia bacteriana, no entanto, tornou-
se necessaria a retomada da producdo de novos agentes antimicrobianos, ou
discussdo sobre novas estratégias de utilizacdo das drogas disponiveis. Essa
discusséo tem motivado e incentivado a pesquisa cientifica sobre o tema, a fim de
se diminuir o custo de producgdo dentro das grandes empresas farmacéuticas. Além

disso, tem sido discutida proposi¢cées de novas formas de utilizagdo das drogas ja
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conhecidas e estabelecidas, para as quais 0s microrganismos tém se mostrado
resistentes (SPELLBERG, 2009).

Considerando-se, entdo, a evolucdo dos patdégenos bacterianos associados
as doencas infecciosas atuais, presume-se a necessidade do desenvolvimento de
novos agentes para o controle de bactérias multirresistentes, ou a proposi¢cdo de
novas maneiras de utilizagdo do arsenal antimicrobiano conhecido, objetivando-se a
sobreposicdo da limitacdo existente na prescricdo de antibidticos eficazes no
tratamento clinico. Assim, se faz necesséaria a aplicagdo dos conhecimentos
adquiridos acerca da evolugcdo dos mecanismos de resisténcia, para a utilizacao
ferramentas tecnoldgicas com vistas ao desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (RAIl et al., 2009; SPELLBERG, 2009; IOM, 2010).

Neste contexto, a utilizacdo da prata (Ag) e mais especificamente, das
nanoparticulas, se inserem a partir do investimento recente em métodos de
incorporagdo da prata em diversos dispositivos, como em curativos para
gueimaduras e cateteres, além do crescente interesse da comunidade cientifica em

explorar moléculas na escala nanométrica (CHOPRA, 2007; RAI et al., 2009).

2.4 ConsideracOes sobre a nanotecnologia

A nanotecnologia é uma ciéncia, engenharia e tecnologia relacionada a
entender, controlar e aplicar as propriedades nanométricas dos materiais com as
mais diversas finalidades, o que tem atraido progressivamente mais pesquisadores
e investidores que buscam vérias aplicacGes para este tipo de tecnologia (WAGNER
et al., 2006; YOUTIE et al., 2011).

N&do h& consenso na literatura acerca do conceito de nanotecnologia. No
entanto, para o presente estudo, consideraremos que a nanotecnologia (do grego
“nano” que significa ando) seria a criagéo e utilizagdo de materiais, dispositivos e
sistemas, através do controle da matéria na escala nanométrica (10° m), isto &, os
materiais deveriam possuir tamanho de 1-1000nm em pelo menos uma das
dimensdes, o que inclui desde poucos atomos até tamanhos subcelulares (JAIN,
2008).

Apesar desta restricdo de tamanho no conceito de nanotecnologia, esta

comumente se refere a estruturas que sdo formadas por até centenas de
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nandmetros em tamanho e que sao desenvolvidas pela unido de varias
nanoestruturas individuais (RAI, et al., 2009).

Atualmente, a nanotecnologia tem sido um campo de pesquisa promissor e
multifacetado, ndo oferecendo somente melhora no desempenho de técnicas
anteriormente utilizadas, mas também contribuindo para o aparecimento de novas
ferramentas e estratégias (WAGNER et al., 2006). Algumas técnicas e ferramentas
na escala nanométrica tém surgido para melhorar a distribuicdo de drogas e o
diagnoéstico médico (CARUTHERS et al., 2007).

Além disso, o surgimento desta nova possibilidade tecnolégica permite o
desenvolvimento e posterior comercializacdo de novas classes de macromoléculas
gue necessitam de uma distribuicdo precisa para serem bioativas em seu local de
acao (RAI, et al., 2009).

Dessa forma, as alteracbes nas propriedades fisicas, podem levar a
modificacbes na atividade biolégica de materiais manipulados na escala
nanometrica, o que significa que estas caracteristicas ndo serdo semelhantes
aguelas previamente estabelecidas. Algumas das propriedades que possibilitam e
tornam vantajosa a utilizagcdo desta tecnologia para os mais diversos fins sao o
aumento da area de superficie funcional por unidade de volume e a habilidade em
atravessar barreiras, o que pode ser explorado de inumeras formas (CARUTHERS
et al., 2007).

Estas propriedades estdo diretamente relacionadas a utilizacdo da
nanotecnologia para melhorar a desempenho de farmacos que exibem problemas
tais como meia-vida de curta duracéo, pequena biodisponibilidade, efeitos colaterais
intensos, insolubilidade e instabilidade em sistema biolégicos (RAWAT et al.,2006).
Segundo a literatura, este tipo de aplicacdo da nanotecnologia, estaria incluido na
nanomedicina, que seria uma das vertentes de utilizacdo da tecnologia na escala
nanomeétrica aplicada a medicina humana (CARUTHERS et al.,2007).

O termo nanomedicina surgiu no final dos anos 1990, e de forma geral,
engloba a utilizacdo da nanotecnologia como ferramenta para auxiliar o diagnéstico
meédico e o tratamento de doencas, baseando-se na utilizacdo de materiais na
interface entre o mundo molecular e macroscépico (WAGNER et al.,2006).

O objetivo desta tecnologia seria melhorar a qualidade do diagnéstico,
fazendo a deteccao prévia e de forma acurada de doencas, para que o tratamento

ocorresse da forma mais efetiva possivel, minimizando os efeitos colaterais, e
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possibilitando a avaliacdo da eficacia do tratamento ndo-invasivo (CARUTHERS et
al., 2007).

Atualmente, uma variedade infinita de produtos que utilizam da
nanotecnologia estdo no mercado, o que inclui produtos como cosméticos,
equipamentos esportivos, sistemas de controle ambiental, entre outros. Existem
ainda produtos médicos da ordem de 10, com a maioria sendo farmacos que s&o
formulados ou reformulados em estruturas nanomeétricas com vistas a manipular
propriedades farmacodinamicas, a biodistribuicdo e acima de tudo, a efetividade
(WAGNER et al.,2006; RAI, et al., 2009; YOUTIE et al., 2011).

Todavia, a literatura jA& descreve inumeros dispositivos que poderdo ser
utilizados na saude humana baseados em materiais manipulados na escala
nanomeétrica como, por exemplo, 0s cateteres urinarios revestidos com
nanoparticulas de prata, o que pode contribuir de forma efetiva contra a formacéo de
biofilmes bacterianos (SAMUEL & GUGGENBICHLER, 2004).

2.5 Nanoparticulas de prata (AgNPs) e quitosana (QIT)

A prata é conhecida por sua atividade antibacteriana desde a antiguidade e
por isto, era utilizada para os mais diversos fins, entre eles, no tratamento de
gueimaduras e, na forma de solucdo de sais de prata, na profilaxia de infeccdes
oculares em recém-nascidos (LOK et al.,2007; PANACEK et al., 2006; KIM et al.,
2007; Ll et al., 2010).

Devido ao seu amplo espectro de acdo antimicrobiano, a prata tem sido
utilizada para purificacdo de agua e ar, na producdo de géneros alimenticios,
cosméticos, industria téxtil, e em revestimentos de materiais biomédicos, tais como
cateteres (LOK et al., 2007; LI et al., 2008; JONES & HOEK, 2010).

Os ions de prata (Ag") sdo associados a diversos mecanismos de acio na
célula bacteriana, sendo conhecidos por agirem sobre estruturas e moléculas,
levando & morte celular. Um dos mecanismos de acdo destes ions inclui a reacao
com residuos de aminoacidos nucleofilicos em proteinas, e a anexacdo a grupos
carboxilicos na membrana ou enzimas, o que levara & desnaturacdo protéica
(PERCIVAL et al., 2005).
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Além deste mecanismo, a acdo antibacteriana da prata é associada a
diversos fenbmenos, tais como a inibicAo de enzimas oxidativas, a captacao de
succinato da membrana de vesiculas, o efluxo de metabdlitos, a interferéncia na
replicacdo do DNA; através da interacdo com o fosfato e enxofre presentes nesta
molécula; e a ligagdo & componentes da parede celular e do citoplasma (PERCIVAL
et al., 2005; PANACEK et al., 2006; LI et al, 2010).

No entanto, existe um consenso na literatura de que a formacéo de poros na
parede celular e na membrana externa bacteriana, alterando a permeabilidade
celular, seja o efeito causador de maior dano para a célula (CLEMENT & JARRETT,
1994; SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004; PERCIVAL et al., 2005).

Mecanismo de acdo semelhante tem sido associado & nanoparticulas de
prata (AgNPs), amplamente utilizadas em diversos dispositivos, principalmente
devido & potencializacdo da atividade antibacteriana, decorrente da dimensao
nanomeétrica desta particula, o que permite o aumento da superficie de contato da
entre a prata ibnica e a membrana celular bacteriana (PANACEK et al., 2006).

Foi demonstrado que a formacao de poros na membrana externa de bactérias
Gram-negativas, se deve ao esgotamento do metal, o que provoca a liberacdo de
moléculas de lipopolissacarideo (LPS) e proteinas de membrana, essencial para o
efeito bactericida nas nanoparticulas (SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004). Outro
fator que contribui para o melhor desempenho das nanoparticulas de prata, em
comparacao a atividade do ion prata, é a atracdo eletrostatica que se estabelece
entre as nanoparticulas positivamente carregadas e a as células bacterianas
(SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004).

As AgNPs se mostraram efetivas contra Escherichia coli, nas quais foi
observado tanto o acumulo destas particulas na membrana, quanto sua
incorporacdo no citoplasma (SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004). Em E.coli, a prata
inibe a absorgéo de fosforo e leva ao efluxo de fosfato acumulado, assim como de
manitol, succinato, glutamina, prolina, além da inibicdo da oxidagdo de varios
compostos, como a glicose, glicerol, fumarato e succinato (SCHREURS &
ROSENBERG,1982; LI et al., 2010).

Assim como o observado para E.coli, para a espécie Staphylococcus aureus,
as AgNPs também mostraram-se efetivas, tendo condensado o DNA, resultando em
perda da habilidade de replicacdo, além de reducdo da atividade enzimatica da

dehidrogenase da cadeia respiratoria (LI et al.,2011). Ademais, a analise protedbmica
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feita por Li et al (2011), demonstrou a expressdo abundante de algumas enzimas,
como a formiato acetiltransferase, e reducdo de outras, como dehidrogenase e
recombinase.

Em um estudo feito por Espinosa-Cristébal et al. (2009), desafiando a espécie
Streptococcus mutans com AgNPs, foi demonstrado que a membrana celular ndo
sofreu altera¢gBes independente do tamanho da particula utilizado, sendo importante
apenas a area superficial da mesma. As particulas de menor tamanho liberam mais
jons Ag” e seu efeito antibacteriano parece ser melhor (ESPINOSA-CRISTOBAL et
al., 2009).

Considerando que novas alternativas antimicrobianas devem conter atributos
desejaveis tais como: eficacia antibacteriana, seguranca ambiental, baixa toxicidade
e facil fabricacdo, inUmeros pesquisadores tém buscado formas de associar a
quitosana biodegradavel as AgNPs, potencializando seu efeito bactericida, uma vez
que este polimero possui atributos desejaveis aos novos agentes de combate
(RABEA et al., 2003).

Conhecida por diversas de aplicacbes potenciais, a quitosana (QIT) é
derivada da desacetilacdo da quitina, polissacarideo de ocorréncia natural, presente
no exoesqueleto de crustaceos, desempenhando nestes, funcdo estrutural
(AGNIHOTRI et al., 2004). Formada por monossacarideos unidos através de
ligagdes lineares do tipo B 1—4, a QIT possui estrutura que se assemelha a da
celulose, entretanto, é composta por 2-amino-2-deoxi-B-glicano em combinacdo com
ligagbes glicosidicas (AGNIHOTRI et al.,2004; AIDER, 2010). Essa substancia é
formada como resultado da desacetilagdo em aproximadamente 50% da quitina
(dependendo da origem do polimero), quando esta se torna solivel em um meio
acido-aquoso. A sua solubilizacdo ocorre através da protonacdo da funcdo amino
(NH2) no C-2 da unidade de repeticdo de D-glicosamina. (RINAUDO, 2006; KONG
et al., 2010).

As inumeras possibilidades de modificagdes estruturais da QIT fazem dela um
material de escolha para inumeros fins, o que inclui, por exemplo, a reconstrucéo de
tecidos, na qual ela € associada ao glicerofosfato, posteriormente misturada ao
fosfato de calcio e acido citrico, formando um sistema de enrijecimento injetavel para
reparo e preenchimento ésseo (KIM et al., 2005; YAMADA et al., 2005; KONG et al.,
2010).



16

Sendo encontrado em uma variedade de tamanhos e graus de desacetilagéo
(GD), este polimero tem sido utilizado em diversos produtos farmacéuticos, inclusive
formando estruturas como fibras, filmes e hidrogéis (AGNIHOTRI et al.,, 2004;
RINAUDO, 2006).

Atividade antimicrobiana tem sido sugerida e demonstrada em diversos
estudos, inclusive evidenciando seu espectro de acgdo contra fungos, virus e
bactérias, o que tem atraido a atencao dos pesquisadores (KENDRA & HADWIGER,
1984; RABEA et al., 2003; LIU et al., 2004; AIDER, 2010).

Do exposto, considerando-se o potencial antimicrobiano das AgNPs; o custo
beneficio na sua producdo; a necessidade de novas estratégias terapéuticas para
infeccbes com patdgenos resistentes a drogas; e dando continuidade a linha de
pesquisa “Determinantes genéticos de resisténcia a antimicrobianos e
caracteristicas fisiolégicas de bactérias resistentes a drogas de relevancia clinica
humana e ambiental” em desenvolvimento no Laboratorio de Fisiologia e Genética
Molecular Bacteriana do ICB/UFJF; pretende-se contribuir com conhecimento sobre
o uso de nanoparticulas de prata associadas ou ndo a quitosana e drogas

antimicrobianas.



17

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata associadas ou ndo
a guitosana e drogas antimicrobianas de uso clinico frente a bactérias Gram

positivas e Gram negativas de relevancia clinica-microbiolégica.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar o perfil de susceptibilidade de linhagens bacterianas representativas
de Gram positivos e Gram negativos de interesse clinico-microbiolégico
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Staphylococcus epidermides, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis);

e Determinar o perfil de susceptibilidade a nanoparticulas de prata (AgNPs) das
linhagens bacterianas de Gram positivos e Gram negativos de interesse clinico-

microbiolégico;

e Determinar o perfil de susceptibilidade a quitosana (QIT) e sua associagdo com
as nanoparticulas de prata (QIT-AgNPs) das linhagens bacterianas
representativas de Gram positivos e Gram negativos de interesse clinico-

microbiolégico;

e Determinar o perfil de susceptibilidade frente &s associacdes droga
antimicrobiana-quitosana (ATB-QIT), droga antimicrobiana- nanoparticulas de
prata (ATB- AgNPs) e -droga antimicrobiana-quitosana-nanoparticulas de prata
(ATB-QIT-AgNPs) das linhagens bacterianas representativas de Gram positivos

e Gram negativos de interesse clinico-microbioldgico;

e Determinar as interagbes entre 0s compostos com propriedades antimicrobianas

testados, classificando o efeito das combinagbes como sinérgico, aditivo,
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indiferente ou antagonista, pela determinacdo da concentracdo inibitéria

fracionada usando-se o método do Checkerboard.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras bacterianas

Foram utilizadas oito amostras bacterianas de referéncia (ATCC — American
Type Culture Collection) pertencentes a colecdo do Laboratorio de Fisiologia e
Genética Molecular Bacteriana do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e
Imunologia do ICB/UFJF, entre as quais sdo encontradas espécies Gram negativas
e Gram positivas de relevancia clinica e microbiolégica: Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 11229, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus epidermides ATCC 12228,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e
Enterococcus faecalis ATCC 51299.

Os microrganismos sdo mantidos em freezer a -80°C e freezer -20°C em meio
de congelamento acrescido de 10% de glicerol. Durante os experimentos 0s
microrganismos foram cultivados em agar Brain Heart Infusion (BHI), por 24 horas,

em estufa bacterioldgica a 35,5°C para obtencdo de massa celular.

4.2 Determinacao do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas (ATB)

Para a determinacdo do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas,
utilizou-se o0 método da microdiluicdo em caldo, de acordo com as orientacdes do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009). As concentracfes testadas dos
antimicrobianos variaram de 0,06ug/mL a 64ug/mL.

Foram testados diferentes antimicrobianos para cada grupo bacteriano,
selecionados em funcéo da sua utilizacao rotineira e recomendacdes do CLSI: (i)
para os Gram positivos foram avaliados oxacilina (OXA), vancomicina (VAN),
tetraciclina (TET), sulfametoxazol- trimetoprim (STX), levofloxacina (LEV) e
rifamicina (RIF); (i) para os Gram negativos foram avaliados tetraciclina (TET),
amicacina (AMI), gentamicina (GEN), sulfametoxazol- trimetoprim (SXT),
levofloxacina (LEV), meropenem (MER). Concentracdes crescentes (de 0,06 pg/mL

a 64,0 ug/mL) dos antimicrobianos a partir de solu¢des estoque (0,4 mg/mL), obtidas
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pela pesagem do sal em balanca analitica, posterior diluicdo em diluente
preconizado pelo CLSI e esterilizagdo através de filtro com membrana (milipore) 0,22
um, foram adicionadas aos pocos em placas de microtitulacdo de poliestireno
contendo caldo Mueller-Hinton (CMH) e processadas por diluicdo seriada em volume
final de 0,15 mL, para realizagcéo do teste em duplicata.

As linhagens bacterianas foram semeadas em agar BHI e incubadas a
35,5°C, por 24 horas. ApOs o0 crescimento bacteriano, com auxilio de alcas
bacteriologicas estéreis, foram obtidas suspensdes bacterianas em CMH estéril, com
turbidez ajustada a 0,5 na escala McFarland (~10°UFC/mL). As suspensdes
bacterianas foram adicionadas a placas contendo os antimicrobianos (0,15 mL), a
fim de se obter volume final em cada poco de 0,3 mL e a concentracdo do
antimicrobiano desejado ajustada para 1x. As placas foram tampadas e incubadas a
35,5°C, por 24 horas. Pogcos com meio de cultura sem adicdo do antimicrobiano
também foram inoculados em cada sistema experimental, como controle de
crescimento.

Além disso, as préprias amostras bacterianas de referencia foram utilizadas
como controle de qualidade nos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, pela
determinacdo da concentragdo inibitéria minima de droga e comparagdo com as
tabelas de referencia do CLSI (para as linhagens de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603).

O crescimento microbiano foi verificado através da turvagdo do meio e com o
auxilio dos indicadores cloreto de trifenil tetrazolium (TTC) e solucdo de resazurina
0,01%, ambos marcadores quimicos ndo enzimaticos de metabolismo celular
baseado na oxidacdo de enzimas carreadoras de elétrons, agindo como aceptores
(GABRIELSON et al.,, 2002). Os indicadores foram adicionados na concentragéo
final de 0,01% em solucdo aquosa e apos incubagcdo por 45 minutos em estufa
bacteriol6gica a 35,5°C. A menor concentragdo na qual ndo houve crescimento
bacteriano foi detectada e considerada a concentracao inibitoria minima (CIM) para
cada composto testado.

O TTC, incolor, quando reduzido, é precipitado na forma de sal de tetrazolium
de cor réseo-avermelhada, indicando o crescimento bacteriano (GABRIELSON et
al., 2002).
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A resazurina, ndo-fluorescente e nao toxica de cor original azul, se torna rosa
e fluorescente quando reduzida a resorufina, através da acdo de oxidoredutases,
sem, no entanto, haver a precipitacdo deste indicador. A resorufina, por sua vez, é
ainda mais reduzida a hidroresorufina, a qual é incolor e ndao-fluorescente
(GABRIELSON et al., 2002; SARKER, et al., 2007).

4.3 Determinacdo do perfil de susceptibilidade ao nitrato de prata (AgNO3)
nanoparticulas de prata (AgNPs), quitosana (QIT) e associa¢cdo quitosana e
nanoparticulas (QIT-AgNPs)

4.3.1 Obtencdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) e da associacdo quitosana-

nanoparticulas de prata (QIT-AgNPs)

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas no Nucleo de Espectroscopia e
Estrutura Molecular (NEEM) pertencente ao Departamento de Quimica do ICE da
UFJF.

As nanoparticulas de prata foram utilizadas na forma de coléide de prata,
preparado a partir da mistura formada pela adicdo de 10mL de uma solugcédo de
citrato de sédio 2.5.10“mol/L a 10mL de uma solucdo de AgNO; 2,9.10“mollL,
posteriormente colocada em banho de gelo sob agitacdo vigorosa. 0,6ml de NaBH4
0,1mol/L foram adicionados gota a gota nesta mistura, o que resultou na propor¢cao
molar de 0,86 AgNO3 : 34 citrato de sédio. Para chegar a concentracdo de prata
final de 0,2mg/mL foi preciso aumentar a concentracdo inicial de Ag® para
2,1.10mol/L, mantendo-se a concentracdo e os volumes do citrato de sédio e
NaBH4.

Para a obtencdo da associagdo nanoparticulas de prata e quitosana, em uma
primeira etapa, foram adicionados 0,4mL de acido acético glacial (HAc) a 3,5mL de
solucdo de quitosana na concentracdo de 2g/L. A 40mL da solucdo estoque de
nanoparticulas de prata descrita acima foram incorporados 0,5mL da solucdo de

guitosana 2g/L.



22

4.3.2 Ensaios bioldgicos de susceptibilidade bacteriana

Perfis de suscetibilidade bacteriana ao nitrato de prata (AgNO3), ao coldide de
nanoparticulas de prata (AgNPs), quitosana (QIT) e sua associacdo com quitosana
(QIT-AgNPs) foram determinados, como descrito anteriormente, pelo método da
microdiluicdo em caldo, de acordo com as orientacdes do CLSI para determinagao
do perfil de susceptibilidade bacteriano a drogas antimicrobianas (CLSI, 2009).

Foram utilizados coloides de nanoparticulas de prata, de quitosana e da
associacdo de nanoparticulas com quitosana como solugdo estoque na
concentracdo de 0,2mg/mL.

O crescimento microbiano foi verificado, também como descrito acima, atraves
da turvacdo do meio e com o auxilio dos indicadores TTC e solucdo de resazurina a
0,01%.

4.4 Determinacdo do perfil de susceptibilidade as nanoparticulas de prata
(AgNPs), gquitosana (QIT) e suas associagfes com drogas antimicrobianas
(ATBs-QIT e ATB-QIT-AgNPs)

Apoés a determinacdo da CIM para os coloides de nanoparticulas de prata
associadas ou ndo a quitosana, valores correspondentes a % CIM (concentracao
sub-inibitéria) foram fixados nos sistemas experimentais a partir de solucdes
estoques dos coléides e novos experimentos de susceptibilidade aos
antimicrobianos foram realizados como descrito anteriormente, pelo método da
microdiluicio em caldo, de acordo com as orientacdes do CLSI (CLSI, 2009),
utilizando-se 0os mesmos antimicrobianos anteriormente citados para cada grupo
bacteriano.

O crescimento microbiano foi verificado, também como descrito através da
turvagdo do meio e com o auxilio dos indicadores TTC e solugcdo de resazurina a

0,01%.Todos os testes foram realizados em duplicata.
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4.5 Checkerboard

O Checkerboard é um dos métodos de titulagdo mais utilizados para avaliar
interacOes entre drogas com potencial antimicrobiano (TIN et al, 2009). Este ensaio
foi realizado em placas de microtitulacdo de poliestireno, nas quais foram
adicionadas as combinacdes: antimicrobianos e AgNPs (ATB-AgNPs) ;
antimicrobianos e quitosana (ATB-QIT); e antimicrobianos-QIT-AgNPs (ATB-QIT-
AgNPs); além das suspensdes bacterianas e CMH.

A partir da incubacdo das amostras bacterianas em agar BHI, a 35,5°C, por
24 horas em estufa bacterioldgica, foram obtidas as suspensdes através da adicdo
de inoculo ao CMH, que teve sua turbidez ajustada para a escala de 0,5 McFarland
(~108UFC/mL).

Foram adicionados 0,15mL de suspensao bacteriana em cada poco, a fim de
se obter 0,3mL de volume final. As placas foram tampadas e incubadas a 35,5°C,
por 24 horas. Po¢cos com meio e cultura sem adicdo de antimicrobianos ou coloides
também foram inoculados em cada sistema experimental, como controle de
crescimento.

Para o Checkerboard foram utilizadas as solu¢cdes estoque de AgNPs, QIT e
QIT-AgNP nas concentracdes de 0,2mg/mL e 0,02mg/mL obtidas a partir de sintese
anteriormente citada.

Assim como nos ensaios anteriores, todos os antimicrobianos foram utilizados
na concentracdo de 0,4mg/mL e 0,004mg/mL, com excecdo da combinacao
sulfametoxazol-trimetoprim, para o qual a solugéo estoque utilizada foi de 10mg/mL.

Considerando a determinacdo da CIM para cada composto separadamente,
foram adicionadas quantidades crescentes em sentido vertical de antimicrobianos
em combinacdo com quantidades crescentes de cada coléide em sentido horizontal,
resultando em concentracdes diversificadas de cada composto em cada vértice.

Através do Checkerboard foi possivel determinar quais intera¢cdes ocorreram
entre 0s compostos com propriedades antimicrobianas testados, classificando o
efeito das combinacbes como sinérgico, aditivo, indiferente ou antagonista. Esta
classificagcdo se baseia na utilizacdo do CFI (Concentracdo Fracionada Inibitoria)
para todas as combinacdes, de acordo com a formula CFlingex = CFla + CFlg, onde:
CFla = CIMa na combinacdo/CIMa sozinha; CFlg = CIMg na combinac¢éo/CliMg

sozinha.



24

Consideraremos como CIM,, a concentracdo inibitéria minima para o0s
compostos AgNPs, QIT ou AgNPs-QIT, de acordo com cada ensaio, e como CIMg a
concentracéo inibitéria minima para os antimicrobianos, da mesma forma.

Para valores de CFlingex < 0.5 consideramos sinergismo, para um CFlingex
variando entre > 0.5 e < 1, efeito aditivo, indiferente para valores de CFliygex €ntre > 1
e < 2, e efeito antagbnico para CFlingex > 4 (TIN et al.,2009; JAYARAMAN et al.,
2010).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacédo dos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos

As concentragdes inibitdrias minimas dos antimicrobianos para as linhagens
bacterianas de referéncia estdo de acordo com os valores descritos pelo CLSI,
validando os ensaios pelo método da microdiluicdo em placa (Tabelas 1A e 1B). O
TTC e a solucdo de resazurina mostraram-se eficientes como indicadores de

viabilidade celular nestes experimentos.

Tabela 1A. Perfil de susceptibilidade do grupo de bactérias Gram negativas aos
antimicrobianos testados.

Drogas antimicrobianas (CIMpg/ml)

Linhagem Bacteriana
TET AMI GEN STX LEV MER

Escherichia coli (ATCC 35218) 4 4 4 1 05 4
Escherichia coli (ATCC 11229) 05 8 4 1 1 0,25
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 16 05 32 2 1 2

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 8 2 1 05 2 1

TET (tetraciclina); AMI (amicacina); GEN (gentamicina); STX (sulfametoxazol-
trimetropin); LEV (levofloxacina); MER (meropenem)

Tabela 1B. Perfil de susceptibilidade do grupo de bactérias Gram positivas aos
antimicrobianos testados.

Drogas antimicrobianas (CIMug/ml)

Linhagem Bacteriana
OXA VAN TET STX LEV RIF

Staphylococcus epidermides (ATCC 12228) 32 4 16 8 2 2

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0,25 0,5 16 0,25 8 8
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 0,25 1 1 0,25 8 1
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 05 32 4 1 1 16

OXA (oxacilina); VAN (vancomicina); (TET (tetraciclina); SXT (sulfametoxazol-
trimetropin); LEV (levofloxacina); RIF (rifamicina)
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5.2 Avaliacao dos perfis de susceptibilidade a AgNO3;, AgNPs, QIT e QIT-
AgNPs

Os perfis de susceptibilidade bacteriana ao nitrato de prata (AgNO3), as
nanoparticulas de prata (AgNPs), quitosana (QIT) e associacdo nanoparticulas e
quitosana (QIT- AgNPs) séo apresentados na Tabela 2. O cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazolium (TTC) e a resazurina mostraram-se eficientes como indicadores de
viabilidade celular nestes experimentos.

Para os compostos quimicos avaliados, observa-se que a associacdo
quitosana e as nanoparticulas de prata mostraram-se mais eficientes na inibi¢cdo do
crescimento bacteriano, se comparados ao nitrato de prata e as nanoparticulas. Nao
foram evidenciadas diferencas significativas entre as CIM da quitosana e da
combinacao QIT-AgNPs, com excecéo, neste caso, dos valores observados para as
linhagens Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Para ambas as
linhagens, as CIMs da associacdo nanoparticulas de prata e quitosana foram
menores do que o observado para as nanoparticulas apenas. O mesmo ocorreu
qguando consideramos a quitosana, cujo CIM se mostrou 0 mesmo em todas as
linhagens, sendo a CIM observada, em sua maioria, como menor do que aquela
encontrada para a combinacdo QIT- AgNPs, exceto para as linhagens de Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, como 0 ocorrido para nanoparticulas de
prata (Tabela 2).

De maneira geral, o comportamento dos dois grupos bacterianos avaliados
(Gram negativos e Gram positivos) foi homogéneo, ao se considerar a CIM que
inibiu 50% das amostras, embora tenha sido observado que para a associacéo
nanoparticulas de prata e quitosana o comportamento dos Gram negativos foi mais
heterogénio, com a CIM variando entre 8 e 32 pg/mL. Comparando-se os valores de
CIM observados para as nanoparticulas associadas ou ndo a quitosana, as CIM
foram menores do que aquelas para as nanoparticulas somente, indicando acdo

combinada na associagcao com quitosana (Tabela 3).
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Tabela 2. Perfil de susceptibilidade do grupo de bactérias aos compostos quimicos
testados.

CIM (png/ml)
Linhagem Bacteriana AgNO3 AgNPs QIT QIT-
AgNPs
Escherichia coli (ATCC 35218) 32 64 16 16
Escherichia coli (ATCC 11229) 32 64 16 16
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 64 64 16 32
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 16 32 16 8
Staphylococcus epidermides (ATCC 12228) 32 >64 16 16
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 64 >64 16 16
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 64 >64 16 16
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 32 >64 16 16

AgNOs (nitrato de prata); AgNPs (nanoparticulas de prata); QIT (quitosana); QIT-
AgNPs (quitosana e nanoparticulas de prata).

Tabela 3. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) para os grupos bacterianos frente
aos compostos quimicos testados e a quantidade de substancia necessaria para
inibir 50 e 90% das linhagens bacterianas testadas.

Grupo Substancia CIM (pg/ml)
Bacteriano Teste ClMsgy,  ClMgoos Variacao
AgNO3 32 32 32-64
_ AgNPs 64 64 16-64
Gram negativos
QIT 16 16 -
QIT- AgNPs 16 16 8-32
AgNO; 32 64 16-64
. AgNPs >64 >64 -
Gram positivos
QIT 16 16 -
QIT- AgNPs 16 16 -

AgNO3 (nitrato de prata); AgNPs (nanoparticulas de prata); QIT (quitosana); QIT-
AgNPs (quitosana e nanoparticulas de prata).
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5.3 Avaliacdo dos perfis de susceptibilidade das combinacdes entre AgNPs,
QIT e QIT-AgNPs com antimicrobianos (QIT-AgNPs-ATB)

Para a determinacdo das CIM para as nanoparticulas de prata combinadas
com os antimicrobianos (ATB-AgNPs), antimicrobianos e quitosana (ATB-QIT), ou
antimicrobianos e quitosana combinada com nanoparticulas (ATB-QIT-AgNPs),
foram utilizadas duas amostras representativas de Gram negativos (Escherichia coli
ATCC 35218 e Klebsiella pneumoniae ATCC 70603) e duas representativas de
Gram positivos (Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC
51299). A justificativa para redu¢do do numero de microrganismos é fundamentada
na limitacdo de coldéide e no comportamento semelhante dentro dos grupos
bacterianos (Tabelas 4A e B; Tabelas 5A e B e Tabelas 6A e B). Para estes
experimentos, a concentracdo dos coléides (AgNPs, QIT e QIT-AgNPs) foram
fixadas em suas respectivas concentracfes subinibitorias (CSI).

De modo geral, para todas as espécies bacterianas avaliadas, a associagao
ATB-QIT-AgNPs apresentaram grande potencial inibitério, que pode estar
relacionado a estabilidade das AgNPs associadas a quitosana ou interagdo positiva
das nanoparticulas com os antimicrobianos. A observacdo da estabilidade do
composto QIT-AgNPs e a possibilidade da sua interacdo com drogas ja instituidas é
altamente relevante e reforca as recomendacdes da literatura sobre a discusséo
acerca da reformulacdo de uso de antimicrobianos tradicionais, além da pesquisa de
novas drogas e estratégias para sobrepujar o crescente fenbmeno da resisténcia

bacteriana aos antimicrobianos.
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Tabela 4A. Perfil de susceptibilidade de linhagens do grupo de bactérias Gram
negativas aos antimicrobianos testados em combinacdo com nanoparticulas de
prata na concentracao subinibitoria (32 pg/ml).

Drogas antimicrobianas (CIMug/ml)
Linhagem Bacteriana TET- AMI- GEN-  STX- LEV- MER-
AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs

Escherichia coli (ATCC

2 0,03 0,03 1 0,5 0,03
35218)
Escherichia coli (ATCC

0,5 0,03 0,03 1 0,125 0,03
11229)
Klebsiella pneumoniae

4 0,03 0,03 2 1 0,03
(ATCC 700603)
Pseudomonas aeruginosa

2 0,03 0,03 2 0,25 0,03

(ATCC 27853)

TET-AgNPs (tetraciclina-nanoparticulas de prata); AMI-AgNPs (amicacina-
nanoparticulas de prata); GEN-AgNPs (gentamicina-nanoparticulas de prata); STX-
AgNPs  (sulfametoxazol-trimetropin-nanoparticulas de  prata); LEV--AgNPs
(levofloxacina-nanoparticulas de prata); MER--AgNPs (meropenem-nanoparticulas
de prata).

Tabela 4B. Perfil de susceptibilidade de linhagens do grupo de bactérias Gram
positivas aos antimicrobianos testados em combinacdo com nanoparticulas de prata
na concentracao subinibitoria (32 pg/ml).

Drogas antimicrobianas (CIM pg/ml)

Linhagem Bacteriana OXA- VAN- TET- STX- LEV- RIF-
AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs

Staphylococcus epidermides 0,03 0,03 2 0,03 0,03 0,5
(ATCC 12228)

Staphylococcus aureus 0,03 4 16 0,03 0,03 2
(ATCC 25923)

Staphylococcus aureus 0,03 8 0,125 0,03 0,25 1
(ATCC 29213)

Enterococcus faecalis (ATCC 0,03 4 4 0,03 0,12 16

51299)
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OXA-AgNPs (oxacilina-nanoparticulas de prata); VAN-AgNPs (vancomicina-
nanoparticulas de prata); TET--AgNPs (tetraciclina- nanoparticulas de prata); STX-
AgNPs  (sulfametoxazol-trimetropin-nanoparticulas de  prata); LEV-AgNPs
(levofloxacina-nanoparticulas de prata); RIF-AgNPs (rifamicina-nanoparticulas de
prata).

Tabela 5A. Perfil de susceptibilidade de linhagens do grupo de bactérias Gram
negativas aos antimicrobianos testados em combinacdo com quitosana na
concentracao sub-inibitoria (8 pg/mil).

Drogas antimicrobianas (CIM pg/ml)

Linhagem Bacteriana TET- AMI- GEN- STX- LEV- MER-

QIT QIT QIT QIT QIT QIT
Escherichia coli (ATCC 35218) 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Klebsiella pneumoniae (ATCC

0,03 003 0,03 003 0,03 0,03
700603)

TET-QIT (tetraciclina-quitosana); AMI-QIT (amicacina-quitosana); GEN-QIT
(gentamicina-quitosana); STX-QIT (sulfametoxazol-trimetropin- quitosana); LEV-QIT
(levofloxacina- quitosana); MER-QIT (meropenem- quitosana).

Tabela 5B. Perfil de susceptibilidade de linhagens do grupo de bactérias Gram
positivas aos antimicrobianos testados em combinagcdo com quitosana na
concentracao sub-inibitoria (8 pg/ml).

Drogas antimicrobianas (CIM pg/ml)
Linhagem Bacteriana OXA- VAN- TET- STX- LEV- RIF-

QIT QIT QIT QIT QIT QIT

Staphylococcus aureus (ATCC
29213)
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

0,03 003 003 0,03 0,03 0,03

OXA-QIT (oxacilina-quitosana); VAN-QIT (vancomicina-quitosana); TET-QIT
(tetraciclina-quitosana); STX-QIT (sulfametoxazol-trimetropin-quitosana); LEV-QIT
(levofloxacina- quitosana); RIF-QIT (rifamicina-quitosana).
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Tabela 6A. Perfil de susceptibilidade de linhagens representativas do grupo de
bactérias Gram negativas aos antimicrobianos testados em combinagdo com
nanoparticulas de prata e quitosana (8 pg/ml).

Drogas antimicrobianas (CIM pg/ml)
TET- AMI- GEN-  STX- LEV- MER-
QIT- QIT- QIT- QIT- QIT- QIT-
AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs

Linhagem Bacteriana

Escherichia coli (ATCC
35218)

Klebsiella pneumoniae
(ATCC 700603)

0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

TET-QIT-AgNPs (tetraciclina-quitosana-nanoparticulas de prata); AMI-QIT-AgNPs
(amicacina-quitosana-nanoparticulas de prata); GEN-QIT-AgNPs (gentamicina-
quitosana-nanoparticulas de prata); STX-QIT-AgNPs (sulfametoxazol-trimetropin-
quitosana-nanoparticulas de prata); LEV-QIT-AgNPs (levofloxacina-quitosana-
nanoparticulas de prata); MER- QIT-AgNPs (meropenem-quitosana-nanoparticulas
de prata).

Tabela 6B. Perfil de susceptibilidade de linhagens representativas do grupo de
bactérias Gram positivas aos antimicrobianos testados em combinagdo com
nanoparticulas de prata e quitosana (8 pg/ml).

Drogas antimicrobianas (MIC pg/ml)
OXA-  VAN- TET- STX- LEV- RIF-
QIT- QIT- QIT- QIT- QIT- QIT-
AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs

Linhagem Bacteriana

Staphylococcus aureus
0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
(ATCC 29213)

Enterococcus faecalis
0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
(ATCC 51299)

OXA (oxacilina-quitosana-nanoparticulas de prata); VAN (vancomicina-quitosana-
nanoparticulas de prata); TET (tetraciclina-quitosana-nanoparticulas de prata); STX
(sulfametoxazol-trimetropin-quitosana-nanoparticulas de prata); LEV (levofloxacina-
guitosana-nanoparticulas de prata); RIF (rifamicina-quitosana-nanoparticulas de
prata).
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5.4 Checkerboard

Por limitacbes técnicas, neste ensaio a menor concentracdo de
antimicrobiano considerada foi de 0,48ug/mL , e para AgNPs, QIT e QIT- AgNPs, foi
de 0,06pg/mL. Em placas onde o crescimento do controle positivo apds incubacéo
foi o esperado e ainda assim, ndo foi observado crescimento mesmo na menor
concentracdo de cada composto, foram levados em consideracdo 0s respectivos

valores citados acima, para a determinacdo do CFI.

CIMa na combinacéo = 0,06pug/mL
CIMg na combinacéo = 0,48ug/mL

Utilizando como base os valores de CFI, foram estabelecidas as relacdes
entre as combinacdes testadas.

Para as todas as combinacoes, o efeito resultante foi positivo, variando entre
efeito sinérgico e aditivo, exceto para as combinacdes de LEV-AgNPs frente a
ambas as linhagens Gram negativas, para a qual foi encontrado efeito indiferente.
Efeito aditivo foi observado para as combinacbes TET-AgNPs e AMI-AgNPs, para
ambas e K.pneumoniae, respectivamente. Sinergismo foi o efeito das demais
combinac¢des sobre as linhagens testadas (Tabela 7).

Em contrapartida, o efeito encontrado para as combinacdes OXA- AgNPs
para S.aureus e E.faecalis, foi indiferente, enquanto para as demais combinacdes,
foi encontrado efeito sinérgico, exceto para VAN-AgNPs, na qual observamos efeito

aditivo.
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Tabela 7A. CFligex. para as linhagens Gram negativas quando expostas a
combinacao ATB-AgNPs e interpretacdo dos valores encontrados.

Escherichia Interpretacao Klebsiella Interpretacao
Combinacao coli pneumoniae
TET-AgNPs 0,1209 ADITIVO 0,625 ADITIVO
AMI-AgNPs 0,0609 SINERGICO 0,9609 ADITIVO
GEN-AgNPs 0,1209 SINERGICO 0,1563 SINERGICO
LEV-AgNPs 2,125 INDIFERENTE 1,001 INDIFERENTE
MER-AgNPs 0,2409 SINERGICO 0,2409 SINERGICO

TET-AgNPs (tetraciclina-nanoparticulas de prata); AMI-AgNPs (amicacina-

nanoparticulas de prata); GEN-AgNPs (gentamicina-nanoparticulas de prata); LEV-

AgNPs (levofloxacina-nanoparticulas de prata); MER-AgNPs (meropenem-
nanoparticulas de prata).
Tabela 7B. CFlingex. para as linhagens Gram positivas quando expostas a
combinacdo ATB-AgNPs e interpretacdo dos valores encontrados.

Staphylococcus Interpretacéo Enterococcus Interpretacao
Combinacéao aureus faecalis
OXA-AgNPs 1,9209 INDIFERENTE 2,0009 INDIFERENTE
VAN-AgNPs 0,605 ADITIVO 0,0625 SINERGICO
TET-AgNPs 0,4809 SINERGICO 0,1209 SINERGICO
LEV-AgNPs 0,0609 SINERGICO 0,4809 SINERGICO

OXA-AgNPs (oxacilina-nanoparticulas de prata);

nanoparticulas de prata); TET-AgNPs (tetraciclina-nanoparticulas de prata);

AgNPs (levofloxacina-nanoparticulas de prata).

VAN-AgNPs (vancomicina-

LEV-

Quando expostas a combinagdo ATB-QIT, as linhagens de Gram negativas

apresentaram efeito indiferente apenas para a combinacdo AMI-QIT frente a
K.pneumoniae, enquanto as demais combina¢des mostraram efeito sinérgico para
ambas (Tabela 8A).
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Para as Gram positivas, foi observado efeito indiferente apenas para a
combinacdo OXA-QIT, e um forte antagonismo para a combinacdo VAN-QIT, ao
considerarmos a amostra de S.aureus. Para E.faecalis, todas as combinacdes
testadas apresentaram efeito sinérgico, o0 mesmo ocorrendo para a espécie
S.aureus, quando exposta a TET-QIT e a LEV-QIT (Tabela 8B).

Tabela 8A. CFlingex. para as linhagens Gram negativas quando expostas a
combinacédo ATB-QIT e interpretacdo dos valores encontrados.

Escherichia | Interpretagao Klebsiella Interpretacgao
Combinacéo coli pneumoniae
TET-QIT 0,1237 SINERGICO 0,0625 SINERGICO
AMI-QIT 0,2537 SINERGICO 1,0225 INDIFERENTE
GEN-QIT 0, 1218 SINERGICO 0,035 SINERGICO
LEV-QIT <0,9637 ADITIVO 0,4815 SINERGICO
MER-QIT 0,245 SINERGICO <0,2437 SINERGICO
TET-QIT (tetraciclina-quitosana); AMI-QIT (amicacina-quitosana); GEN-QIT
(gentamicina- quitosana); LEV-QIT (levofloxacina- quitosana); MER-QIT

(meropenem-quitosana).

Tabela 8B. CFlingex. para as linhagens Gram positivas quando expostas a
combinacédo ATB-QIT e interpretacdo dos valores encontrados.

Staphylococcus | Interpretagcdo | Enterococcus | Interpretacao
Combinacéao aureus faecalis
OXA-QIT 1,9237 INDIFERENTE 0,0638 SINERGICO
VAN-QIT 17 ANTAGONICO 0,0187 SINERGICO
TET-QIT 0,4837 SINERGICO 0,1237 SINERGICO
LEV-QIT 0,637 SINERGICO 0,4837 SINERGICO
OXA-QIT (oxacilina-quitosana); VAN-QIT (vancomicina-quitosana); TET-QIT

(tetraciclina- quitosana); LEV-QIT (levofloxacina-quitosana).
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Ao utilizar a combinagdo ATB-QIT-AgNPs, as combinagbes que mostraram
efeito sinérgico para ambas as linhagens Gram negativas, foram MER-QIT-AgNPs e
GEN-QIT-AgNPs-. Este efeito também ocorreu para as combinacdes AMI-QIT-
AgNPs e LEV-QIT-AgNPs-, todavia, apenas para E.coli e apenas K.pneumoniae,
respectivamente (Tabela 9A).

Considerando as outras drogas, o efeito se mostrou aditivo para as
combinagdes TET-QIT-AgNPs em K.pneumoniae e para LEV-QIT-AgNPs em E.coli.
Em contrapartida, a combinacdo AMI-QIT-AgNPs- para K.pneumoniae se mostrou
indiferente, o que também ocorreu para TET-QIT-AgNPs, quando em presenca de
E.coli (Tabela 9A).

Para ambas linhagens Gram positivas, o efeito sinérgico foi observado para a
combinacdo TET-QIT-AgNPs, ocorrendo 0 mesmo para S.aureus exposta a LEV-
QIT-AgNPs. Efeito aditivo foi observado em E.faecalis mediante exposicdo a LEV-
QIT-AgNPs. Para as combinagdes OXA-QIT-AgNPs- e VAN- QIT-AgNPs o efeito
encontrado foi indiferente, para E.faecalis e S.aureus, respectivamente.
Antagonismo foi observado para OXA-QIT-AgNPs desafiando S.aureus, enquanto
para E.faecalis o efeito variou entre indiferente e antagdnico, quando consideramos
a combinagao VAN- QIT-AgNPs (Tabela 9B).



36

Tabela 9A. CFligex. para as linhagens Gram negativas quando expostas a
combinagcao ATB-QIT-AgNPs e interpretacdo dos valores encontrados.

Escherichia | Interpretacao Klebsiella Interpretacao
Combinacao coli pneumoniae
TET-QIT- 1,25 INDIFERENTE 0,625 ADITIVO
AgNPs
AMI-QIT-AgNPs 0,375 SINERGICO 1,2725 INDIFERENTE
GEN-QIT- 0,5 SINERGICO 0,1875 SINERGICO
AgNPs
LEV-QIT- <0,9637 ADITIVO <0,4818 SINERGICO
AgNPs
MER-QIT- <0,2437 SINERGICO <0,1218 SINERGICO
AgNPs

TET-QIT-AgNPs (tetraciclina-quitosana-nanoparticulas de prata); AMI-QIT-AgNPs

(amicacina-quitosana-nanoparticulas de prata);

GEN-QIT-AgNPs (gentamicina-

quitosana-nanoparticulas de prata); LEV- QIT-AgNPs (levofloxacina- quitosana-

nanoparticulas de prata); MER- QIT-AgNPs (meropenem- quitosana-nanoparticulas

de prata).



37

Tabela 9B. CFligex. para as linhagens Gram positivas quando expostas a

combinacao ATB-QIT-AgNPs e interpretacdo dos valores encontrados.

Staphylococcus | Interpretacao E.faecalis Interpretacéo
Combinacéao aureus
OXA-QIT- 8,03 ANTAGONICO 1,9237 INDIFERENTE
AgNPs
VAN-QIT- 15 INDIFERENTE 2,25 INDIFERENTE/
AgNPs ANTAGONICO
TET-QIT- <0,4837 SINERGICO 0,2575 SINERGICO
AgNPs
LEV-QIT- <0,0637 SINERGICO <0,9637 ADITIVO
AgNPs

OXA-QIT-AgNPs (oxacilina-quitosana-nanoparticulas de prata); VAN-QIT-AgNPs

(vancomicina- quitosana-nanoparticulas de prata); TET-QIT-AgNPs (tetraciclina-

quitosana-nanoparticulas de prata);

nanoparticulas de prata).

LEV-QIT-AgNPs (levofloxacina- quitosana-
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6 DISCUSSAO

Em termos populacionais, € valido supor que a sobrevivéncia bacteriana nos
diversos sitios anatébmicos dos seus hospedeiros esteja relacionada a sua
capacidade de adaptacéo, incluindo a disseminacao ou aquisicdo de genes como 0s
gue codificam, por exemplo, a producédo de toxinas, ou resisténcia a antimicrobianos.
Isso garante um reservatério de patdgenos putativos de hospedeiros animais, visto
que qualguer agente ou condicdo que possa alterar os padrdes bioquimicos,
fisiologicos e genéticos de individuos de uma populacao, poderia alterar os padrdes
de viruléncia da mesma (LORIAN & GEMMELL, 1994; WITTE, 2000; TOFT &
ANDERSSON, 2010; BOYD, 2012).

Assim, no contexto da crescente resisténcia bacteriana e da falta de
antimicrobianos capazes de conter este fendbmeno, a busca por novas alternativas
terapéuticas se tornou indispensavel. Drogas de baixa toxicidade celular e alta
efetividade contra patdgenos tém sido as principais caracteristicas consideradas na
pesquisa por novos agentes de combate (RAI et al., 2009; SPELLBERG, 2009; IOM,
2010).

A procura por agentes antimicrobianos envolve tanto a descoberta de novas
substancias, quanto a modificacdo daquelas pré-existentes, com vistas a
desenvolver drogas de amplo espectro de acdo, capazes de sobrepujar o
surgimento acelerado de linhagens resistentes a multiplas drogas (GWYNN et
al.,2010; I0M,2010).

J& no inicio dos anos 2000, alertas para a comunidade médica acerca do
declinio da producédo de novos agentes antimicrobianos foram feitos. Nesta época,
foi realizada uma pesquisa, na qual se pdde concluir que o desenvolvimento de
novos agentes antibacterianos era menor do que aquele das drogas relacionadas a
hiperatividade, disfuncéo erétil e outras condigbes de agravo a saude de maior apelo
coletivo (SHLAES & MOELLERING, 2002).

Neste contexto, considerando-se que a prata (Ag") tem sido utilizada desde a
antiguidade, se mostrando altamente toxica a microrganismos, além de apresentar
baixa capacidade de induzir resisténcia microbiana, diversos autores tém resgatado

esse metal, a luz da necessidade de novas estratégias antimicrobianas, sobretudo
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na forma de nanoparticulas, em diferentes preparacdes (PANACEK et al., 2006; KIM
et al.,2007; LI et al., 2008; SHARMA, et al., 2009; LI et al., 2010).

No presente estudo, inicialmente, foram avaliados os perfis de
susceptibilidade para o nitrato de prata (AgNO3), nanoparticulas de prata (AgNPs),
quitosana (QIT) e a associacdo nanoparticulas de prata e quitosana (QIT-AgNPs).

O AgNOs; foi utilizado com o objetivo de comparar sua atividade antibacteriana
com a das AgNPs, uma vez que para ambos, a concentracao da solucéo estoque foi
de 0,2mg/mL, havendo assim, mesma quantidade de prata nas duas solucgdes.
Dessa forma, é possivel avaliar a atividade da prata i6bnica em relacdo ao metal
estabilizado na forma de nanoparticulas. De maneira inesperada, nossos resultados
indicaram atividade do AgNO3 superior a das NPs.

Considerando-se que as NPs podem ser sintetizadas em diferentes
tamanhos, é aceito que as menores apresentam maior area disponivel para contato,
resultando em melhor atividade antibacteriana (PANACEK et al., 2006; MARTINEZ-
CASTANON et al., 2008). Neste estudo, considerando-se que o tamanho das AgNPs
nas sinteses quimicas variou de 15 a 30 nandémetros, tamanho grande de NPs, se
comparado a dados da literatura, pode ter contribuido para os valores de CIM
relativamente altos para os microrganismos avaliados, comparando-se com o
AgNOs.

Todavia, as AgNPs possuem maior area de superficie, onde se encontra uma
grande fracdo de atomos, o que possibilita maior interagcdo com a célula bacteriana,
resultando em acgdo antimicrobiana elevada em comparacdo ao AgNOj;. Assim,
apesar da mesma quantidade de prata nos dois coléides, a disponibilidade da prata
nas NPs é maior (CHO et al., 2005).

Ja foi evidenciado que NPs de tamanho em torno de 7 nandmetros sdo mais
eficientes na agdo antimicrobiana, se comparadas as maiores, da ordem de 29
nandmetros (LOK et al., 2007; MARTINEZ-CASTANON et al., 2008). Além desses
autores, Espinosa-Cristobal (2009) em estudo com Streptococcus mutans, ao
comparar NPs de diferentes tamanhos, concluiu que todas apresentaram o mesmo
mecanismo de agao, potencializado pela existéncia de maior superficie de contato,
como é o caso das particulas pequenas.

De qualquer forma, apesar de existirem varios trabalhos sugerindo atividade
antimicrobiana de diferentes sinteses de AgNPs e outras nanoparticulas, é dificil

fazer comparagOes diretas com as publicagbes da literatura, devido a falta de
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normas técnicas padronizadas, como: diversidade de meios de cultura, condi¢des de
incubagéo e principalmente, concentragdes de NPs nos testes. Neste estudo, a
avaliacdo do perfil de susceptibilidade as AgNPs foi realizada através da
microdiluicio em caldo, de acordo com o padronizado para avaliacdo da
susceptibilidade de drogas antimicrobianas pelo CLSI (CLSI, 2009).

Além disso, j& foi sugerido que testes de atividade antimicrobiana de NPs
sofrem interferéncia do estado fisico dos meios de cultura, se solidos ou liquidos
(SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004). Estes autores sugerem que a CIMs em meio
liguido sdo maiores do que aquelas observadas em meio solido. Acredita-se que
ocorram aglomerados de restos celulares e AgNPs nos sistemas liquidos, o que
levaria a uma diminuicdo na concentracdo de células, mas ndo a completa inibicéo.
Ao longo do tempo, a concentracdo de NPs disponiveis declinaria em funcdo da
interacdo destas com as células jA& mortas, tal como evidenciado por microscopia
eletronica (SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004).

A limitacdo na sintese de grandes quantidades de AgNPs e sua
disponibilidade para os testes biologicos justifica, neste estudo, a opcéo pela técnica
da microdiluicdo em caldo, utilizada para determinagdo das CIMs das AgNPs em
relacdo as linhagens bacteriana avaliadas. Assim, pode-se sugerir que além do
tamanho das AgNPs, os ensaios em meio liquido puderam contribuir com os altos
valores de CIM (32 a >64 pg/mL) observados.

Em relacdo ao espectro de atividade e as discrepancias de valores de CIM
observadas neste estudo para os microrganismos Gram negativos (32-64 pg/mL) e
Gram positivos (>64 pg/mL), nossos resultados corroboram dados da literatura, que
sugerem que os Gram negativos seriam mais susceptiveis a acao antimicrobiana
das AgNPs.

Utilizando E. coli como modelo Gram negativo e microscopia eletrbnica de
transmissao, pesquisadores conseguiram observar a formacao de poros na parede
celular bacteriana, o que resultou em extravasamento do conteudo celular, além da
incorporacdo de AgNPs na membrana e posterior penetracdo intracelular de ions
prata (Ag"). Este processo, como evidenciado por outros autores, decorre da atragio
eletrolitica da célula bacteriana negativamente carregada com as AgNPs positivas
(SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004; MARTINEZ-CASTANON et al., 2008). Outros
autores relacionaram anteriormente a formagéo de poros irregulares na membrana

externa dos Gram negativos, ao esgotamento da prata, o que alteraria a
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permeabilidade, através da liberacdo de moléculas de LPS e proteinas de
membrana, incapacitando a célula de regular o transporte de substancias (AMRO et
al., 2000).

Sugere-se, ainda para Gram negativos, que apesar de lipidios e
polissacarideos serem unidos por ligacdes covalentes ha membrana externa, esta
associagao origina uma estrutura que pode facilitar a interacdo com as AgNPs. Além
disso, os lipopolissacarideos, carregados negativamente, também atraem as AgNPs,
gue possuem carga positiva (SHRIVASTAVA et al., 2007).

Por outro lado, os Gram positivos possuem uma camada espessa de
peptideoglicano formada por cadeias polissacaridicas lineares ligadas por pequenos
peptideos, formando uma estrutura tridimensional, que dificulta a passagem das NPs
devido & escassez de sitios de interacdo (BARON, 1996 apud SHRIVASTAVA et al.,
2007). Estas observag0Oes justificariam as CIMs maiores observadas para os Gram
positivos avaliados neste estudo (>64ug/mL).

Mesmo demonstrando-se mais eficaz, neste estudo, do que as AgNPs
isoladamente, o AgNO3; nao poderia se configurar como alternativa na terapia
antimicrobiana. Essa afirmacéo sustenta-se na baixa estabilidade do AgNOsj;, sua
elevada toxicidade ao tecidos humanos, relacionada a liberagdo continua de ions
Ag® e sua reducdo a nitrito, o que leva a danos celulares severos, além da
resisténcia bacteriana ao AgNOs; ja ter sido documentada (ATIYEH et al., 2007; KIM
et al, 2007).

A quitosana (QIT) possui propriedades antimicrobianas, antitumorais,
imunoestimulantes e hipocolesterdmicas; é capaz de absorver metais téxicos como
mercurio, cadmio, chumbo, entre outros; ndo apresenta toxicidade em tecidos vivos,
além de ser biodegradavel, caracteristicas que a torna uma excelente alternativa
para diversas finalidades (SUZUKI et al., 1986 e TOKORO et al., 1988 apud
SUGANO et al., 1992; AGNIHOTRI, et al., 2004).

Nos tecidos vivos, essa substancia ndo provoca reacao alérgica ou rejeicao, e
sua biodegradacdo origina produtos inofensivos (amino aglcares), 0s quais sao
absorvidos pelo corpo humano (LIU et al., 2004). Esta degradacéo acontece atraves
da acado da lisozima e por enzimas bacterianas do colon, denominadas quitinases.
Em geral, as endo-quitinases de microrganismos hidrolisam as ligacdes de N-acetil-
B-1,4-glicosamina aleatoriamente (LIU et al., 2004). Quitinases também estao

presentes nas plantas superiores, funcionando como mecanismo de defesa contra
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0S microrganismos, enquanto refletem relacdo simbidtica (RUIZ-HERRERA et al.,
1975; BARTNICKI-GARCIA et al., 1994; RINAUDO, 2006).

Por sua vez, suas propriedades catibnicas conferem a este polimero ampla
atividade antimicrobiana, além de permitir sua utilizacdo extensiva na distribuicdo de
farmacos, o que estd relacionado com a habilidade de controlar a liberacdo de
agentes ativos, além de sua natureza mucoadesiva, 0 que contribui para o aumento
do intervalo de tempo residual da droga no sitio de absorcéo. Aplicacdes dos tipos
oral, nasal, parenteral e transdérmica tem sido referenciadas (LIU et al., 2004;
RINAUDO, 2006).

Neste estudo ao avaliar-se a CIM da QIT em relagdo aos microrganismos
avaliados, observou-se alta atividade antibacteriana contra todas as linhagens, se
comparada as AgNPs e AgNO3. O mecanismo exato através do qual a QIT leva ao
dano celular bacteriano ainda permanece obscuro. Todavia, sabe-se que em baixas
concentragcbes (<0,2mg/mL) a interacdo de suas cargas positivas com cargas
negativas das membranas celulares levam ao extravasamento do conteudo
bacteriano, culminando com a alteracdo da permeabilidade celular, caracteristica
relacionada a este coloide, por varios autores (RABEA et al., 2003; TIN et al., 2009).

Sabe-se ainda, que em ambientes acidos, a QIT se torna policatidnica, o que
causa aumento do pH. Quanto maior a densidade de cargas positivas, maior seu
potencial antibacteriano. Em contrapartida, se a propriedade policatibnica da QIT é
perdida, a eficicia antibacteriana se torna reduzida (YANG et al., 2005; KONG et al.,
2010).

Ao considerar-se a combinacdo QIT-AgNPs, encontramos valores de CIM
menores se compararmos com 0S outros compostos, 0 que se justifica pela alta
estabilidade decorrente da presenca da QIT. Os polimeros proporcionam distribuicéo
uniforme de tamanhos das nanoparticulas metalicas, além de melhorar a
estabilidade das mesmas (HUSSAIN et al., 2003).

Sugere-se que o0s ions metélicos sejam reduzidos no polimero, o que garante
a interacdo metal-agente estabilizante. Estes, por sua vez, envolvem o0s ions,
formando uma espécie de capa, impedindo que o tamanho das particulas formadas
seja alterado. Se a reducao i6nica do metal acontece antes da interacdo metal-
agente estabilizante, este se torna incapaz de controlar o tamanho da particula que
sera formada (PASTORIZA-SANTOS & LIZ-MARZAN, 2002; COURROL et al., 2007;
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JOUMAA et al., 2008). Além de polimeros, surfactantes como o SDS e o Tween 80
também atuam como agentes estabilizantes (KVITEK et al., 2008).

Ao avaliar-se o potencial antibacteriano das diferentes substancias estudadas
em associacdo com drogas antimicrobianas, inicialmente pela fixacdo da quantidade
de AgNPs e QIT nos ensaios (32ug/mL) — drogas antimicrobianas e AgNPs (ATB-
AgNPs), drogas antimicrobianas e quitosana (ATB-QIT) e drogas antimicrobianas,
QIT e AgNPs (ATB-QIT-AgNPs) — foi observado um grande potencial inibitério ao
considerar-se as CIMs obtidas para cada composto isoladamente e para as drogas
antimicrobianas, também isoladamente. Neste contexto, as associacbes ATB-QIT e
ATB-QIT-AgNPs destacam-se por sua atividade antimicrobiana, de acordo com os
valores de CIM observados, em comparacdo com as associacdes ATB-AgNPs.

As combinacbes entre as drogas antimicrobianas e AgNPs vem sendo
avaliadas quanto a sua atividade antimicrobiana por diversos autores, principalmente
a partir do ano de 2005, e tem mostrado eficacia contra E.coli, S.aureus,
P.aeruginosa, linhagens que se destacam na microbiologia clinica pela crescente
resisténcia a drogas, sendo considerados microrganismos multirresistentes (RMD)
(SHAHVERDI et al., 2007; BIRLA et al., 2009; GADE et al., 2010; Li et al., 2010).

Assim, de maneira semelhante o observado no presente estudo,
considerando-se a idéia de associacdo de compostos, Li e colaboradores (2005),
utilizando de uma linhagem de Escherichia coli, realizaram em separado ensaios a
fim de se determinar os perfis de susceptibilidade para AgNPs e para um j-
lactamico (amoxicilina). Nos ensaios iniciais, o MIC para as AgNPs foi de 40 pg/mL,
enquanto para a amoxicilina, a inibicdo ocorreu com 525 pg/mL Nos experimentos
utilizando-se os dois compostos, amoxacilina 150ug/ml combinada com AgNPs
5ug/mL, inibiram o crescimento bacteriano. No entanto, separadamente, essas
concentracdes finais de antimicrobiano e AgNPs nao inibiram a linhagem de E. coli
(LI et al., 2010).

Quando consideramos os Gram negativos, o0 mesmo foi observado no
presente estudo especialmente para as associacdes envolvendo AgNPs, QIT e os
antimicrobianos tetraciclina (TET), amicacina (AMI), gentamicina (GEN) e
meropenem (MER). Para estas associacdes, a CIM para os antimicrobianos foi
reduzida em até 7 logs. Sugere-se que estes resultados, a partir do relatado por

outros autores, possam estar relacionados & boa entropia conformacional que
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possuem as AgNPs. Esta propriedade as beneficia na ligacdo de polivalentes, o que
facilitaria a sua interagcdo com os antimicrobianos (LI et al; 2010).

As associac¢des entre os aminoglicosideos avaliados com as AgNPs em Gram
negativos (AMI- AgNPs e GEN-AgNPs), mostraram uma reducdo média de 6 a 8 log
na CIM para os antimicrobianos. Diminui¢do significativa da CIM também foi
observada em estudo realizado por Bonde e colaboradores (2012), considerando-se
a combinagdo de GEN-AgNPs contra linhagem de E. coli e TET AgNPs contra
linhagem de Staphylococcus aureus. Outros autores observaram, ainda, atividade
antimicrobiana aumentada ao avaliar-se a combinacdo de AgNPS e macrolideos,
como a eritromicina, contra S. Aureus (SHAHVERDI et al., 2007)

Entretanto, um outro grupo de pesquisadores estudando, também E. coli e S.
aureus, nao observou qualquer diferenca na atividade antimicrobiana das
associacoes entre AMI e GEN com as AgNPs. Ha de se considerar que neste estudo
0os ensaios foram realizados pelo método de disco-difusdo (SHAHVERDI et al.,
2007). Como ja descrito anteriormente, foi sugerido na literatura que em meio solido
as AgNPs poderiam mostrar-se mais eficientes na inibicdo bacteriana (SONDI &
SALOPEK-SONDI, 2004). Apesar disso, a disponibilidade de interagédo entre as NPs
e as moléculas de antimicrobianos em discos impregnados pode nao ter resultado
em boa associacdo e/ou boa difusdo no meio de cultura, o que explicaria a
discrepancia desses resultados em relacdo ao observado no presente estudo e no
de outros autores.

As associacdes entre AgNPs e drogas antimicrobianas tem sido relatadas
também considerando-se os antifingicos. Gajbhiye e colaboradores (2009)
avaliaram a atividade antifungica das AgNPs em combinacdo com o fluconazol,
demonstrando que, apesar de as nanoparticulas apresentarem atividade contra
estes organismos, a sua associacdo com antimicrobianos potencializou seu efeito,
tanto contra fungos filamentosos como contra os leveduriformes.

Tanto a TET, quando AMI e GEN sé&o antimicrobianos que atuam na sintese
de polipeptidios, se ligando de forma reversivel ou irreversivel, a subunidades
ribossomos (DAVIES & WRIGHT, 1997). A medida que as AgNPs s&do capazes de
interagir com estes antimicrobianos, e além disso, com as estruturas externas
bacterianas, como membrana externa e parede celular, resultando na formacéo de
poros nestas estruturas (SONDI & SALOPEK-SONDI, 2004) , sugere-se que as

AgNPs possam atuar com facilitadores do transporte destes antimicrobianos do meio
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extra para o intra celular, culminando com a atividade inibitoria potencializada
destas associagoes.

Essas ponderacfes poderiam ser consideradas em relacdo & LEV e & RIF,
gue atuam, também, em estruturas internas bacterianas inibindo a replicacdo, o
metabolismo de &cidos nucléicos e a transcricao bacteriana (WANG, 1996; DRLICA
& ZHAO, 1997; HOOPER; 1998; HOOPER, 2000). Desta forma, sua atividade
antimicrobiana poderia ser, como ja observado para outros antimicrobianos,
melhorada pela associacdo com AgNPs.

Além disso, neste estudo, foi observado que os valores de CIM das
combinagdes testadas de quinolonas foram diferentes se considerados o0s
microrganismos Gram negativos e Gram positivos. Embora de forma geral as
quinolonas atuem sobre a DNA girase e topoisomerase |V, estudos anteriores
evidenciaram a diferenca em relacdo ao alvo destes antimicrobianos quando
comparamos diferentes bactérias. Em Gram negativos, a DNA girase foi considerada
o principal alvo, sendo a atividade das quinolonas sobre a topoisomerase IV limitada
(BREINES, 1997; HOOPER; 2000). Em contrapartida, em Gram positivos, a
topoisomerase IV tem se mostrado o alvo principal. Desta forma, mutacdes em
determinados alvos podem resultar em diferentes niveis de resisténcia, dependendo
da linhagem a ser considerada, se Gram negativa ou Gram positiva FERRERO et
al., 1995; YAMAGISHI et al., 1996; HOOPER; 2000).

Tal como outros B-lactamicos, o MER € um carbapenémico e atua inibindo o
dominio peptidase das PLPs, podendo impedir a ligacdo cruzada de peptideos,
assim como outras reacdes da peptidase. Consequentemente, a camada de
peptidoglicano enfraquece, resultando em lise celular ocasionada pela pressao
osmoética. Os carbapenémicos de forma geral, ndo séo facilmente difusiveis através
da parede bacteriana, todavia, nas Gram negativas esta classe de antimicrobianos
consegue sobrepujar esta barreira, atravessando a membrana externa através de
suas porinas (PAPP-WALLACE et al.,, 2011). Desta forma, a desestabilizagdo da
superficia bacteriana pela interacdo com as AgNPs poderia favorecer o efeito
antimicrobiano aumentado destas susbtancias, tal como observado para a oxacilina
e o0 glicopeptideo vancomicina em relagédo aos Gram positivos avaliados.

A oxacilina (OXA), também droga beta-lactamica quanto a vancomicina (VAN
- glicopeptideo) séo agentes de combate baseados na inibicdo da sintese da parede

celular, além de serem utilizadas no tratamente de infeccbes causadas por Gram
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positivos, como S.aureus (STUART et al.,, 2011). No presente estudo, para as
linhagens de S.epidermides e Enterococcus faecalis o MIC para VAN foi diminuido
na associacdo com AgNPs na porporcdo de de 7 e 10 log, respectivamente. Para
OXA, os MICs para as associa¢des contra todas as linhagens testadas diminuiu 2-3
log em média, exceto para S. epidermides, cuja diminuicdo se deu em 10 log.

Ao considerar-se a combinacdo de sulfametoxazol/trimetoprin (STX) com
AgNPs, para os Gram positivos, foi notavel a diminuicdo da CIM, porém o mesmo
nao ocorreu com os Gram negativos, para os quais a CIM permaneceu praticamente
a mesma. As sulfas agem como anélogas do acido para-aminobenzéico (PABA),
impedindo as vias de sintese de substancias vitais para a célula, como o acido
félico, por inibicdo competitiva. O trimetropim, por sua vez, age através de ligacao
reversivel & diidrofolato redutase (DHFR) na mesma via de atuacdo das sulfas,
enzima que reduz o &cido diidrofélico a acido tetrafolico, precursor do &cido félico. A
medida que o efeito da AQNPs-SXT demonstrou maior eficAcia nos Gram positivos,
podemos sugerir que essa interacdo tenha favorecido a desestruturacdo da
superficie desses microrganismos beneficiando preferencialmente a disponibilidade
de SXT no citoplasma dos Gram positivos, ja que seu mecanismo de acdo é
semelhante nos dois grupos microbianos avaliados.

Uma das formas mais conhecidas e mais simples para avaliar efeitos de
combinacdes in vitro € através da técnica de Checkerboard. O termo Checkerboard
se refere a um modelo, utilizando tubos ou placas de microtitulacdo, formado para
testar dois agentes antimicrobianos em concentra¢gdes variadas acima e abaixo da
CIM. O indice de Concentracédo Fracionaria Inibitéria (CFI) é uma forma comum
para se relatar resultados de estudos com o método Checkerboard e é definido
como a concentracdo mais baixa de cada droga capaz de inibir o crescimento do
microrganismo (TIN et al.,2009; JAYARAMAN et al, 2010)..

O método Checkerboard. utiliza o CIF para demonstrar quantitativamente que
combinacdes de dois agentes podem apresentar efeitos inibitérios que sdo maiores
(sinergismo) ou menores (antagonismo) que a soma dos seus efeitos individuais
(ODDS, 2003).

Considerando as combinac¢des envolvendo QIT e drogas antimicrobianas para
os Gram negativos, a maioria das combinagfes apresentou efeito sinérgico para
quase todas as linhagens bacterianas avaliadas, exceto para K. pneumoniae,

guando AMI mostrou efeito indiferente.
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Para os Gram positivos, exceto para as combinagdes OXA-QIT e VAN-QIT,
para todas as outras combinacdes, foram encontrados efeitos sinérgicos. Para as
duas combinacdes que foram excecdo, os efeitos variaram entre indiferente e
antagbnico. Esse resultado ndo foi esperado, uma vez que nos experimentos
anteriores quando a concentracdo das AgNPs foram fixadas, as duas combinacdes
apresentaram 0,03ug/mL como valor da CIM.

Para os Gram negativos, todas as combinacdes mostraram efeito sinérgico ou
aditivo, com exceg¢éo das combinagbes AMI-QIT-AgNPs para K. pneumoniae e TET-
QIT-AgNPs para E.coli, que mostraram efeito indiferente. Para AMI, o mesmo foi
encontrado quando utilizamos a combinagdo AMI-AgNPs.

Considerando-se os Gram positivos, quando expostos as combinacdes
AgNPs, quitosana e drogas antimicrobianas, as combinacdes ndo mostraram efeito
sinérgico ou aditivo contra S. aureus (OXA-QIT- AgNP) e Enterococcus faecalis
(OXA-QIT-AgNPs e VAN-QIT-AgNPs). Estes dados sugerem que as interacdes entre
os antimicrobianos, as AgNPs, QIT néo interferem de maneira satisfatoria com a
parede celular bacteriana, embora isoladamente essas substancias tem essa
estrutura como alvo de acao. Por outro lado, interagdo positiva pode ter acontecido
entre as estruturas da superficie bacteriana e antimicrobianos que possuem alvos de
acao no citoplasma bacteriano, como a TET e a LEV.

De acordo com a literatura, indiferenca sugere que o efeito combinado é
simplesmente o efeito da droga mais ativa quando testada separadamente.
Sinergismo é uma interagdo positiva entre dois compostos, possuindo
provavelmente, como principais mecanismos: inibicdo de diferentes estagios da
mesma via bioquimica; melhor penetracdo de um antimicrobiano como resultado da
acdo de outra substancia na superficie celular; interacdo de transporte; inibicdo
simultanea de diferentes alvos (ODDS, 2003). E o antagonismo, por outro lado, é
uma interacao negativa, onde os mecanismos de antagonismo sao provavelmente:
acOes de dois antimicrobianos no mesmo sitio de acdo podem resultar em baixa da
habilidade do outro agente exercer sua atividade no mesmo local, ou num sitio
alterado; a adsorcdo de um agente na superficie microbiana inibe a ligacdo de outro
agente no sitio de acdo; modificacdo de um alvo ap0s a prévia exposi¢cao a outro
agente (ODDS, 2003).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Da andlise dos resultados encontrados para as combinacdes entre QIT e
drogas antimicrobianas, e AgNPs, QIT e drogas antimicrobianas, para todas as
drogas testadas, a CIM diminuiu, sendo considerada em seu menor valor nestes
experimentos. Como ndo houve crescimento bacteriano detectavel, mesmo para a
menor concentracdo de antimicrobiano que pudesse ser comparado ao controle
positivo, a CIM foi considerada, entdo, a menor concentracdo obtida. Assim, a
obtencao de concentragdes finais de substancias antimicrobianas nos sistemas teste
menores que 0,03ug/mL figura como uma grande limitac&o deste trabalho.

Uma vez que ambos os compostos (AgNPs e QIT) tem sua atividade
antibacteriana baseada em ruptura das estruturas externas bacterianas com a
formacdo de poros, nossos resultados corroboram com o esperado, sendo as
combinacBes ATB-QIT-AgNPs mais eficazes. Entretanto, sdo essenciais estudos
prospectivos direcionados & elucidacdo das interacbes que ocorrem entre estes
compostos, quando em combinacdo com o0s antimicrobianos nas células
bacterianas.

Além disso, a utilizacdo de outras técnicas microbiolégicas de avaliacdo da
susceptibilidade bacteriana a estas substancias podem confirmar os dados obtidos,
considerando-se as sugestdes de que em meio solido os valores de CIM podem ser
alterados. A sintese quimica destas substéncias em maiores quantidades para
avaliacdo da susceptibilidade bacteriana por técnicas de diluicdo em agar destaca-
se como limitacdo para estes experimentos.

De maneira geral, os resultados obtidos neste estudo corroboram com as
sugestdes sobre 0 uso de nanoparticulas metalicas, particularmente AgNPs, como
componentes do arsenal terapéutico antimicrobiano. A sua utilizacdo combinada a
QIT e drogas antimicrobianas pode resultar em novas abordagens de utilizacdo de
substancias ja instituidas, resultando em ganhos biol6gicos, dada sua toxicidade
seletiva e propriedades farmacolégicas, além de ganhos econdmicos, dada a

tecnologia ja empregada na sua producao em larga escala.
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8 CONCLUSOES

Apesar de as nanoparticulas de prata sintetizadas possuirem atividade
antibacteriana contra Gram positivos e Gram negativos, a quitosana mostra-

se mais eficaz considerando-se esse efeito bioldgico;

A associacao entre nanoparticulas de prata e quitosana mostra-se mais eficaz
no controle da populacdo bacteriana, in vitro, do que 0S mesmos compostos

isoladamente;

A associacdo de antimicrobianos com nanoparticulas de prata e quitosana
potencializa o efeito antibacteriano de drogas ja instituidas no arsenal
terapéutico de maneira aditiva ou sinérgica, dependendo da sua estrutura

guimica e propriedades antimicrobianas;

O efeito biologico da interacdo entre nanoparticulas de prata e quitosana, ou
sua associacdo com drogas antimicrobianas, ndao €é homogéneo ao
considerarem-se bactérias Gram positivas ou Gram negativas, e se apresenta

ainda diverso entre espécies dentro de um mesmo grupo.
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