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RESUMO

Bentivoglio ECRO. Atividade in vitro de formulacdes de lipides catidonicos contra bactérias
multirresistentes, fungos e microalgas de interesse médico humano e veterinario. Dissertagao
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2016.

Infec¢des microbianas podem ser causadas por bactérias, fungos, virus e algas. O presente estudo
avaliou a atividade in vitro de formula¢Ges de lipides cationicos contra bactérias multirresisténtes
(MRs), fungos e microalgas de interesse médico humano e veterinario. A atividade biocida de
bicelas de brometo de dioctadecildimetilaménio (DBB) foi avaliada contra bactérias gram-
negativas produtoras de P-lactamases de amplo espectro e carbapenemases mundialmente
disseminadas. Para fungos (Candida albicans, Trichophyton rubrum) e microalgas (Prototheca
zopfii), a atividade biocida de DBB, sem e com a associagdo a drogas antifingicas (ex.,
miconazol, terbinafina e anfotericina B), foi avaliada determinando-se adicionalmente a atividade
sinérgica. Nanodispersodes cationicas de DBB exibiram atividade bactericida, fungicida e algicida,
mesmo para patogenos MRs, sendo que a sua associagdo com outros antimicrobianos resultou em
uma atividade sinérgica que poderia favorecer a produgdo de formulacdes com potencial para

aplicagdo clinica humana e veterinaria.

Palavras-chave: Candida albicans. Trichophyton rubrum. Prototheca zopfii. Bactérias

multirresistentes. DBB. Terbinafina. Anfotericina B.



RESUMO

Bentivoglio ECRO. In vitro activity of cationic lipids formulations against multiresistants
bacterias, fungi and microalgae from human and veterinary medical interest. Master thesis
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

Microbial infections can be caused by bactérias, fungi, virus and algae. This study evaluated in
Vitro activity from cationic lipds formulations against multiresistant bacterias (MRs), fungi and e
microalgae from human and veterinary medical interest. The Biocidal activity from bromide
dioctadecildimetilammonium biceles (DBB) was evaluated against gram-negative bactérias [-
lactamases producers and carbapenemases from broad spectrum with wide spread dissemination.
For fungi (Candida albicans, Trichophyton rubrum) and microalgae (Prototheca zopfii), the
biocidal activity from DBB wuth and without antifungal drugs (ex., miconazole, terbinafine e
amphotericin B), was also evaluated by synergistic activity. Cationic nanodispertions of DBB has
shown bactericidal, fungicidal and algicidal activity, even for MRs patogens, thus , the
association with the others antimicrobials resulted in a synergistic activity wich could foment the

production of the formulations with a potential application in human and veterinary medicine.

Keywords: Candida albicans. Trichophyton rubrum. Prototheca zopfii. Multiresistant Bacterias.
DBB. Terbinafine. Amphotericin B.



SUMARIO

LINTRODUGAO ...t 12
1.1 Bactérias multirresistentes (IMRS) ........c.coveivieiieiieieieeeeeteee et s e 13
1.2 Antifingicos e Micoses SUPEITICIAIS ........c..covevuieieiuieiicieceeeeeeee e 15
1.2.1 Drogas antifungicas: anfotericina B, miconazol e terbinafina ........................... 16
1.3 Microalgas e iNfeCCOES BMEIJENTES.........coviiiieieeieeeeeeeeteeete et 18.
1.4 Lipides catifnicos € DICEIAS ...........cooovieiiiriieeeeeeeeeeeee e 19
2 OBIETIVOS.......o oottt ettt et bt b et sees et ensesessenseneesenes 21
3MATERIAL E METODOS ......oiiiiieiieieieeeiseisee et 22
3.1 Linhagens bacterianas, fungos e microalgas.............ccccceevvieeeiieciesierieieeeece e 22

3.2 Preparacao de bicelas catiénicas de brometo de dioctadecildimetil amonio

(DBB)...eetieetteet ettt ettt b et b bbbt et s s eseese s et seese s ene e 22
3.3 Preparacdo de drogas antiflngiCas............cccceeuievieuieeicieieceeeeeeeeeeee e 23
3.4 CBM — Concentracao biocida Minima ..........ccccooveviieiiieiiieeeeeeeeee e 23

3.5 Teste de sinergismo pelo método de microdilui¢io em caldo (“Checkerboard”) 24

3.6 Caracterizacdo fisico-quimica por “Light Scattering” e Potencial Zeta .............. 25
3.7 Microscopia de Transmissao Eletronica (MTE) ......ccocvevieiieiicieeceeeeeeee 26
3.8 Espectroscopia de absorc¢do 6ptica de UV visivel para drogas ..........ccccccveevenennen. 26
4 RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt s et seebe s eneeseenen oo 27
4.1 Concentracdes microbicidas minimas de DDB ..........ccccoeeiiineieineeeeeeeee



4.1.2 Concentracao fungicida minima (CFM) de DBB, drogas antifungicas e suas
COMDINAGOES .....veeevieiieiieieee ettt ettt ettt et te e e e se e beesbeesa e seessessaenseenns 23

4.1.3 Concentragdo algicida minima (CAM) de DBB, terbinafina, anfotericina B e as suas

COMDINACOES. .....veeeeieeeiteeee ettt ettt ettt e e aaeeteeae e s e e reeseeaeeereenns 26
4.2 Light scattering e Zeta Potencial .............cccooviiieiiieiicieeeeceeeee e 35
4.3 Microscopia de Transmissao EIetroniCa ...........ccoecveevevvieiieienieieceeee e 36

4.4 Determinacao de espectro de absorcdo UV-visivel da anfotericina B incorporada em

bicelas cationicas de DDA ..o 38
BDISCUSSAO . ..o e, 40
B CONGCLUSAO. ..o e 46

REFERENCIAS. ..o e, 47



12

1 Introdugéo

Os microorganismos convivem com o ser humano desde a origem da vida, colonizando
diversos ambientes, tendo importante participagdo em processos biotecnologicos e de producao
de alimenticia. Em contra partida, também tem sido participes de grandes catastrofes

epidemioldgicas de satide publica mundial. (Gales et al., 2003; Gold et al., 1956)

Infec¢des microbianas reconhecem agentes etioldgicos como bactérias, fungos, virus, e
algas. Muitos destes microorganismos tém estabelecido uma relagdo simbiodtica com seus
hospedeiros, sejam humanos ou outros animais, porém, situagdes de desequilibrio fisioldgico t€ém
favorecido o estabelecimento de processos infecciosos de origem enddgena. Da mesma forma,
populacdes microbianas colonizam diferentes ecossistemas em que dividem com o homen e
outros animais, podendo-se levar ao estabelecimento de infec¢des de origem exdgena que tendem

a disseminar dentro de uma populagdo. (Dismukes, 2000; Gold et al., 1956; Klastersky, J, 2004)

Inicialmente, muitos dos processos infecciosos que atingiam aos seres humanos
resultavam de agentes etiologicos desconhecidos, culminando ao estabelecimento de grandes
epidemias e pandemias com altos indices de morbimortalidade. Com o inicio da Microbiologia
como uma ciéncia, os avangos cientificos da época levaram ao estabelecimento de técnicas que
permitiram a identificacdo dos primeiros agentes infecciosos. Como consequéncia, 0s primeiros
compostos antimicrobianos foram desenvolvidos, produzindo-se uma revolucdo na medicina.
Entretanto, o uso exacerbado de tais compostos levou a emergéncia de microorganismos
resistentes, os quais de forma rapida adaptaram-se para compartilhar € mobilizar os determinantes
genéticos de resisténcia através de processos de transferéncia horizontal de genes conhecidos
como conjugacdo e transformagdo. Este evento genético tem contribuido para o fendmeno da
resisténcia adquirida, que na atualidade define um perfil de microorganismo multirresistente
(Gales et al, 2003a; Theuretzbacher, 2012). Versateis mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos comegaram a serem identificados mundialmente entre os diferentes
microorganismos. Por outro lado, tolerancias a agentes antimicrobianos puderam ser observadas

desde o primeiro momento de utilizagao de uma droga (Davies, Davies, 2010).
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Além da utilizagdo em tratamentos terap€uticos na medicina humana, antimicrobianos sao
altamente utilizados na medicina animal; no tratamento profilatico, como por exemplo, na
agricultura, e animais de produgdo, entre outros. Consequentemente, atividades antropogénicas
como descartes de residuos industriais, desinfetantes e agentes antimicrobianos, acabam por
contaminar o meio-ambiente (rios, solos, oceanos, etc) proporcionando grandes reservas
ambientais de resisténcia. Um ambiente rico em diversidade microbioldgica, como o esgoto,
também pode favorecer a sele¢do de organismos resistentes (Davies, Davies, 2010; Fontes et al.,

2011; Moura et al., 2010).

Ainda, uma problematica adicional relacionada a doengas infecciosas ¢ a emergéncia de
novos agentes etioldgicos, os quais tem se estabelecido gradualmente de forma oportunista. De
fato, muitos destes novos agentes tém sido identificados pela primeira vez em hospedeiros
imunocomprometidos, por patologias de base ou processos invasivos (ex., transplantes, dialises)

ou quimioterapias. (Davies, Davies, 2010)

1.1 Bactérias multirresistentes (MRs)

Bactérias MRs sdo classificadas como aquelas que expressam, pelo menos, resisténcia a

trés classes diferentes de antibidticos (Magiorakos et al., 2012).

Para conferir resisténcia bacteriana, adaptagdes moleculares foram desenvolvidas, como
aquisicdo de DNA exo6geno, através de plasmideos, transposons ou ainda por captacao direta e
incorporagdo por recombinagdo homologa, obtendo genes que codificam novas vias metabdlicas,
através da transferéncia génica horizontal. Mutantes espontaneos de resisténcia existem desde um
primeiro momento e podem espalhar em uma populagdo bacteriana, tendo a possibilidade de
selecionar clones endémicos que podem originar surtos de infec¢dao, muitas vezes adquirindo um

carater pandémico (Frost et al., 2005; Moura et al., 2010).

Dentre as diferentes classes de antibidticos comercialmente disponiveis, os B-lactdmicos
tem sido utilizados continuamente, tanto na pratica médica (humana/veteriniria) como no

agronegocio, contribuindo para o aparecimento da resisténcia, onde o principal mecanismos em
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bactérias gram-negativas estd associado com a expressdo de enzimas B-lactamases, muitas das
quais sdo codificadas por genes adquiridos e mobilizados por plasmideos (Al-Bayssari et al.,

2015).

Atualmente, a disseminacdo de beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) e
carbapenemases sao um problema de satide publica mundial. Enquanto dentre as ESBL as
principais variantes endémicas no Brasil sdo as CTX-M, nas carbapenemases ha uma grande
variedade de enzimas subdivididas bioquimicamente como serino-enzimas e metalo-beta-
lactamase. Curiosamente, cada género tem adquirido preferencialmente um tipo de enzima. Por
exemplo, Klebsiella pneumoniae expressa preferencialmente KPC, Pseudomonas aeruginosa,
SPM; Acinetobacter baumannii, OXA; ¢ Escherichia coli, CTX-M-15 (Potron, Poirel,
Nordmann, 2015; Téngdén, Giske, 2015).

As principais espécies Gram-negativas que geralmente sdo associadas a infeccdes
hospitalares sdo: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii e Enterobacter spp (Gales et al., 2012; Girdo et al., 2008; Kiffer et al.,
2005; Lincopan et al., 2005, 2006; Pavez, Mamizuka, Lincopan, 2009; Rossi, 2011; Sader et al.,
2001; Theuretzbacher, 2012). Devido a resisténcia aos carbapenémicos ¢ a dificuldade no
desenvolvimento de novas drogas (Tillotson, 2008) a alternativa de alcangar efeitos sinérgicos

entre as classes de antibidticos se fez necessaria.

Carbapenémicos sdo geralmente utilizados em tratamentos de pacientes com infecgdes
hospitalares graves por serem antibidticos de amplo espectro de atividade, e por sua boa
permeabilidade através da membrana externa bacteriana e estabilidade frente a muitas f-

lactamases (Franco et al., 2010; Fritsche et al., 2005; Gales et al., 2003).

1.2 Antifangicos e micoses superficiais

Micoses podem ser definidas pelo estabelecimento de infecgdes nas quais os fungos ultrapassam
barreiras de resisténcia do corpo. Geralmente sdo oportunistas, uma vez que atingem

preferencialmente pacientes com distlrbios e condigdes favoraveis, como por exemplo, pessoas
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com imunodeficiéncias consequentes de processos fisiologicos, patologias de base,
procedimentos invasivos e tratamentos com altas taxas de reacdes adversas como no caso da

quimioterapia (Garcia-Cuesta, Sarrion-Pérez, Bagan, 2014; Pana, Farmaki, Roilides, 2014).

Antifungicos podem ser agentes fungicidas ou fungistaticos, para os quais existe uma
pequena quantidade de compostos comercialmente disponiveis, além de nem sempre possuirem
toxicidade seletiva e acabando por ocasionar danos nas células do hospedeiro. Assim como para
bactérias, o fendmeno da resisténcia também tem surgindo para os antifingicos. De fato, algumas
espécies de leveduras do género Candida, vém desenvolvendo resisténcia a azodis como o
fluconazol (Gongalves et al., 2016). Igualmente, muitas das infec¢cdes superficiais, como as
onicomicoses, resultam em falhas terapéuticas (Ameen et al., 2014; Gupta, Paquet, Simpson,
2015). Especificamente para onicomicoses, fatores como idade, diabetes mellitus, doencas
vasculares, imunosupressdo, psoriase e praticas de esporte, favorecem seu estabelecimento no
hospedeiro suscetivel (Milobratovic et al., 2013). Tais infec¢des podem ser classificadas em 5
grupos como: distal, superficial, proximal, candidal, e total. O caso mais comum ¢ a distal (90%

dos casos) seguida pela superficial (10% dos casos) (Schelfman, 1999)

Existem diversos tipos de tratamento para onicomicoses, como por exemplo a remogao
fisica ou quimica, terapias com farmacos de uso oral, topico ou também terapia fotodinamica.
Dentro destas variedades, ¢ necessario saber qual o tipo de fungo causador da infeccao, os riscos
e os beneficios, para melhor direcionar o tratamento (Gupta, Paquet, Simpson, 2013). Para a
escolha do antifingico leva-se em consideracdo diferentes varidveis, tais como a espécie de
fungo, idade, satde do paciente, genética, quantidade de unhas afetadas e gravidade de lesoes

(Iorizzo, Piraccini, Tosti, 2010).

Alguns tratamentos com farmacos de indicacdo oral como griseofulvina, ketoconazol ja
ndo sdo mais utilizados. Fluconazol, itraconazol e terbinafina, sdo eficazes, porém trazem efeitos
colaterais indesejaveis quando circulam pelo sangue. Uma vez que ndo sdo liberados diretamente
no local, sua administracdo deve ser realizada por um periodo longo, seu efeito ¢ limitado e
frequentemente ¢ associado a hepatotoxicidade (Schlefman, 1999; Gupta, Paquet, Simpson,
2013). Desta maneira, antifingicos de uso topico sdo alternativas para diminuirem efeitos

colaterais, sendo de entrega direta ao local infectado, favorecendo o seu uso durante terapias

prolongadas, (Monti et al., 2011; lorizzo, Piraccini, Tosti, 2010)
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Representantes de farmacos de uso topico, como por exemplo, a almorofina e o
ciclopirox, ndo sdo tdo eficazes em monoterapias por encontrarem barreiras para atravessar a
unha e atingir a matriz da infec¢ao (Gupta, Paquet, Simpson, 2015). Outros como clotrimazol e
miconazol sdo de primeira escolha na terapia topica (Dupont, 2006). Atualmente ha formulacdes
em esmaltes (que utilizam tioconazol, terbinafina, ciclopirox e amorolfina) que proporcionam

melhorias quando sdo utilizados em conjunto com a terapia sistémica (Shemer, 2012)

1.2.1 Drogas antifungicas: anfotericina B, miconazol e terbinafina

Descoberta em 1953, e aprovada para utilizacdo pela FDA (Food and Drug
administration) em 1965, a anfotericina B continua sendo o principal antifungico utilizado para
infecgdes sist€émicas, embora seja altamente toxica (Dismukes, 2000; Gold et al., 1956;
Klastersky, J, 2004; Vandeputte, Wachtel, Stiller, 1956). Trata-se de um farmaco poliénico,
anfipatico, produzido naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus. A molécula possui
uma estrutura macrociclica, com 37 carbonos fechados por lactonizagdo (Ganis et al., 1971;
Asher, Schurartzman, 1977) (Figura 1). A sua atividade pode ser fungistitica ou fungicida,
dependendo do microorganismo em questdo, € da concentragdo de pico sérico. Anfotericina B
liga-se ao ergosterol onde altera a permeabilidade celular do fungo, induzindo a formagao de
poros nas membranas lipidicas, levando ao escape de ions potdssio e metabdlitos, e
posteriormente a morte celular. E associada a efeitos colaterais, principalmente nefrotoxicidade,
por possuir afinidade ao colesterol e outros componentes da célula mamifera (Brajtburg, Bolard,
1996). Devido a sua alta hidrofobicidade, a droga ndo solubiliza em meio aquoso (Hillery, 1997),
se tornando entdo, pouco soluvel na grande maioria dos solventes, solubilizando somente em

DMSO, vesiculas de lectina, e esterdis de membranas naturais (Asher, Schurartzman, 1977).

Algumas espécies de Candida apresentam resisténcia ao farmaco, o que tem sido
associada com a auséncia de ergosterol e producdo de enzimas capazes de degradar a droga

(Young, Hull, Heitman, 2003; Pianscatelli,, Hamdan, 1994)

A propriedade anfipatica de anfotericina B permite a sua incorpora¢do em lipossomos e
formulagdes lipidicas, que diminuem a sua toxicidade (Larabi et al., 2004). Tal estratégia tem

sido recorrentemente utilizada pelas pelas industrias em suas formas comerciais, como
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Ambisome, Albecet ¢ Amphocil. Ambisome consiste em uma formulacdo com lipossomos
unilamelares compostos de HSPC (fosfatidilcolina hidrogenada de soja), DSPG (diéster
fosfatidilgricerol) e colesterol (Bekersky et al., 1999). Albecet ¢ um complexo de lipideos com
tamanho relativamente grande, aprovada em 1995 pela (FDA) Food and Drug Administration.
Amphocil ¢ formulado com sulfato de colesterila sddica formando um complexo estdvel com
anfotericina B, em dispersdo coloidal, que ndo permite que anfotericina B se ligue a células

mamiferas, reduzindo a sua toxicidade (Bekersky et al, 1999; Hillery, 1997).
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos antifingicos, anfotericina B, miconazol e terbinafina,

utilizados no presente estudo.
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Miconazol foi o primeiro azdél a ser introduzido em terapias fungicas sist€émicas e,
posteriormente, seu uso foi restrito para terapia topica. A droga age inibindo a sintese do
ergosterol da parede fingica, e em altas concentragdes pode também alterar a sintese de acidos
graxos, modificando funcdes de alguns grupamentos enzimaticos levando ao acimulo de 14a
metil esterdis, o que ocasiona o rompimento do agrupamento das cadeias acil dos fosfolipidios.
Seu uso ¢ indicado no tratamento de candidiases, dermatofitoses € onicomicoses. Sua estrutura
quimica (C;gH4N9C14) deriva do imidazol (Figura 1), apresentando solubilidade na presenca de
solventes orgénicos, como por exemplo, metanol, porém ¢ pouco solivel em 4gua e cloroformio
(Asher, Schurartzman, 1977) A terbinafina ¢ uma alilamina sintética, amplamente utilizada no
tratamento de onicomicoses, efetiva contra uma diversidade de fungos, como por exemplo,
Aspergillus spp., Candida parapsilosis e Histoplasma capsulatum, uma vez que inibe a esqualeno
epoxidase na biossintese do ergosterol, tendo efeito fungicida; porém, contra C. albicans possui
acdo fungistatica. Estruturalmente, a droga ¢ altamente lipofilica (Figura 1), o que contribui com
a sua ac¢do queratinofilica, sendo bastante eficaz contra dermatofitos. (Bennet, 2006). A droga foi
primeiramente aprovada na Europa para uso em 1991, e nos EUA em 1996. (Balfour, Faulds,

1992; Bennet, 2006)

Em formulacdes de uso topico, a retencdo da droga no local de infec¢do se da por um
periodo curto, encontrando barreiras (como por exemplo stratum corneum) para acessar os sitios

de infecgdes, afetando a efetividade da droga. (Gupta, Paquet, Simpson, 2015)

1.3 Microalgas e infeccBes emergentes

Agentes microbianos infecciosos de importdncia médica/veterinaria podem englobar
também microalgas, como por exemplo, a Prototheca. Trata-se de uma alga aclorofilada (o que
pode vir a ser a razdo de sua patogenicidade), dividida em quatro espécies: zopffi, moriformes,
wickerhamii, e stagnora. (Pore et al ,1983, 1985), atualmente uma espécie derivada de P. zopffi,
P. blaschkheae (Roesler, et al. 2006) Dessas, wickerhamii e zopffi sdo associadas a infecgdes

mamarias em vacas, sendo a ultima mais comumente encontrada como agente infeccioso. Em
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humanos, a P. wickerhamii infecta areas cutdneas ocasionando feridas, articulagdes, ou ainda
sistemas. (Thiele, Bergmann 2002; Lass-Florl, Mayr, 2007). Sao classificados trés tipo de P.
zopffi onde o tipo II predomina em casos de mastite. (Janosi et al, 2001a) Por possuir a parede
celular mais espessa, a alga resiste a processos de pasteurizagdo de leite, a digestdes e aos
principais antimicrobianos comercializados, levando assim, a distarbios gastrointestinais em
humanos que consomem o leite contaminado e a destruicdo das glandulas mamarias da vaca, a
deixando para descarte ou reprodugdo (Costa, Ribeiro, 1999; Janosi et al., 2001la; Kirk,
Mellemberger, 2002). Agentes poliénicos, como Anfotericina B e Nistatina, apresentam
resultados favoraveis contra a infecgdo in vitro, porém in vivo a susceptibilidade ¢ baixa.
Infecgdes por Prototheca zopffi geram um grande impacto na produgdo leiteira, tornando-se
assim, alvo de muita preocupacao. (Gomes et al., 1999; Janosi et al., 2001a; Kirk, Mellenberger,

2002; Bexiga, Cavaco, L Vilela, 2003)

1.4 Lipides cationicos e bicelas

Lipides catidnicos sintéticos sao compostos versateis com propriedades antimicrobianas e
que podem ser utilizados para carregar drogas, antigenos e DNA (Carmona-Ribeiro, Vieira,
Lincopan, 2006; Lincopan et al., 2009; Rezaee et al., 2016; Ghanbari, Hosseinkhani, 2013 ).
Dentre eles, o brometo de dioctadecildimetilaménio (DBB) se caracteriza por ser um amonio
quaternario que possui uma regido altamente hidrofobica permitindo-lhe interagir com diversos
compostos. Como lipidio cationico, possui duas longas cadeias hidrocarbonadas, altamente
hidrofobicas (C18) e uma cabeca polar catidnica hidrofilica com um contra-ién monovalente (Br-
) (Figura 2). Sua conformacao permite a formagdo de vesiculas em solu¢do aquosa, que quando
sonicadas com sonda (Tip) transformam-se em fragmentos de bicamadas denominadas bicelas
(Diirr, Gildenberg, Ramamoorthy, 2012) (Figura 2). Esses fragmentos de bicamada oferecem
bordas hidrofobicas que facilitam a solubilizacdo de farmacos e substancias lipofilicas (Lincopan,
2004). Por outro lado, a superficie cationica das bicelas pode interagir eletrostaticamente com

superficies de carga oposta (Figura2).
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O grupamento amoénio quartendrio possui efeito antimicrobiano amplamente conhecido, e
sdo exemplos desse grupo os polieletrdlitos, brometo de cetiltrimetilamonio, DBB e cloreto de
dioctadecildimetilaménio (DDC). A resposta biocida atrelada a amonios quartenarios anfifilicos
se da pela reversao de carga celular, de negativa para positiva, por serem compostos catidénicos.
J& para a célula de mamiferos, sua toxidade ¢ mais baixa. (Russel, Hugo, Ayliffe, 1999,

Campanha, Mamizuka, Carmona-Ribeiro, 1999)

N
/\/\/\/\/\/\/\/\/Br’

Brometo de dioctadecildimetilaménio (DDAB)

Figura 2 - Estrutura do lipide catidnico brometo de dioctadecilamonio (DDA). Vesiculas
sonicadas de DDA formadas em solucdo aquosa dao origem a nanofragmentos de bicamada
conhecidos como bicelas. A incorporagdao de drogas hidrofobicas pelas bicelas pode acontecer

nas bordas dos nanofragmentos de bicamada.
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Como citado anteriormente, existe uma falta de compostos antimicrobianos de amplo
espectro que atinjam diferentes tipos de procariotos e eucariotos patogénicos (fungos, parasitas e
microalgas), sejam multirresistentes, oportunistas e/ou emergentes. Por um lado, bactérias
clinicamente importantes tem adquirido resisténcia para grande parte dos compostos. Por outro,
antifingicos, antialagae e antiparasitdrios, além da quantidade reduzida de compostos
comercialmente disponiveis, apresentam diversos problemas que afetam a efetividade dos
esquemas terapéuticos, como por exemplo, a dificil solubilizagdo, toxicidade, pobre absorcao e
resisténcia apresentada por algumas espécies. Estes fatos fazem com que a busca por novas
formulagdes seja digna de ser investigada. Assim, bicelas de lipides sintéticos podem ser
versateis e veiculos menos onerosos de apresentacdo e solubilizagdo de drogas hidrofobicas,
apresentando atividade antimicrobiana adicional. Embora, tanto a atividade antimicrobiana como
o efeito sinérgico e capacidade de solubilizar drogas, das bicelas de DDA (DBB) tenham sido
previamente demonstradas, o presente estudo foi conduzido para contribuir com informagao
adicional, estudando especificamente a atividade de DBB contra bactérias multirresistentes
expressando beta-lactamases de amplo espectro e carbapenemases mundialmente endémicas. Sua
atividade foi também avaliada pela primeira vez contra microalgas do género Prototheca, visando
“a priori” uma aplica¢do em medicina veterinaria e, adicionalmente o efeito sinérgico associado a
incorpora¢do de anfotericina, miconazol ¢ terbinafina foi explorada contra Candida albicans,

Trichophyton rubrum e Prototheca zopfii.

2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade in vitro de formulagdes de
lipides cationicos (baseadas no uso de bicelas com e sem associagdo de drogas) contra bactérias
multiresistentes de interesse médico humano e veterindrio, agentes de micoses superficiais e

microalgas causadoras de mastite bovina.

2.1 Avaliar a atividade in vitro de bicelas de lipides catidnicos contra bactérias multirresistentes,

fungos e microalgas.

2.2 Avaliar o efeito sinérgico de combinacdes de antiflingicos com bicelas de lipides catidnicos

contra fungos leveduriformes.
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2.3 Caracterizar a incorporacao de drogas antifingicas por espalhamento de luz dinamico e carga

superficial.

2.4 Avaliar mudangas de carga superficial em bactérias multirresistentes induzidas pelo

tratamento com DBB.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas, fungos e microalgas

Linhagens de bactérias Gram-negativas foram selecionadas a partir de uma colegdo de
enterobactérias e ndo-fermentadoras com perfil de multirresisténcia associada com a produgao de
beta-lactamases de amplo espectro e/ou carbapenemases. Algumas linhagens utilizadas no
presente estudo foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Ana C Gales (UNIFESP), Prof. Dr.
Jorge Sampaio (FCF-USP) e Doroti Garcia de Oliveira (IAL-SP).

As linhagens leveduriformes do género Candida, como C. albicans sc5314, C.
parapsilosis 22019 e C. albicans 14053 foram gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Kelly Ishida
(ICB-USP), e finalmente as linhagens C. abicans 10231, C. abicans 90028 e C. abicans MLR62
foram cedidas pela Profa. Dr. Martha Ribeiro (IPEN-USP). A linhagem de Trichophyton rubrum
foi obtida na micoteca do Prof. Dr. Carlos Taborda (ICB-USP). Todas as linhagens de Prototheca
zopffi envolvidas nesta pesquisa foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Marcio Garcia

(UNESP-Botucatu).

3.2 Preparacao de bicelas catidnicas de brometo de dioctadecildimetil amoénio  (DBB)

Bicelas de DDA foram preparadas em solu¢do aquosa de tampao IGP (Isotonic Glucose
Phosphate). Um litro deste tampao foi preparado através de uma mistura de fosfato de potassio

monobdsico 1 M (KH2PO4) e fosfato de potassio dibasico (K2HPO4) 1 M suplementado com
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51,66 g de glicose (Lincopan, Carmona-Ribeiro, 2006). A concentragao final do lipide cationico
em tampao IGP foi 2 mM (1,24 mg/mL). Vesiculas do lipide catidnico brometo de
dioctadecildimetil amonio (Sigma-Aldrich), formadas em solu¢do aquosa, foram submetidas a
sonicacdo com macrotip (25% de amplitude, 25 minutos, temperatura ambiente) para formacao
de nanofragmentos de bicamada coloidalmente estaveis. Apds a sonicagdo, a solucdo foi
centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos, sendo posteriormente filtrada em tubo Falcon 50 mL,

utilizando-se um filtro Millipore de 0,45 pum de didmetro (Lincopan, Carmona-Ribeiro, 2006).

3.3 Preparacao de drogas antiflingicas

Miconazol (Sigma-Aldrich) foi solubilizado em etanol 37% na concentragdo final de 1 mg
mL-1 e armazenado a -20 °C. Anfotericina B, foi solubilizada em solug¢io 1:1 de metanol/DMSO
e posteriormente armazenada a -20 °C com auséncia de luz. A terbinafina foi solubilizada em
DMSO na concentracdo final de 1600 pg/mL. Para a incorporacdo de terbinafina em DBB, foi
adicionado 1 mg de terbinafina em 20 ml de uma solu¢do de DBB 10 mg/ml, sendo sonicada por
10 segundos. J4, para incorporagdo de Anfotericina B em nanoparticulas de DBB, 1 mg de
Anfotericina B foi incorporada em uma solu¢ao de 10 mg/mL de DBB, sendo sonicada por 10

segundos.

3.4 CBM - Concentracéo biocida minima

Para a determinacdo da concentragdo bactericida (CBM), fungicida (CFM) e algicida
(CAM), para os agentes antimicrobianos, inicialmente foi utilizado o método de microdiluicao
em caldo, seguindo as normas padronizadas do CLSI (2009), com posterior determinagdo da
viabilidade microbiana por subcultivo em placas de d4gar Mueller-Hinton ou Sabouraud. Na etapa
de microdiluicdo foram incorporadas modifica¢des relacionadas ao uso de meio de baixa forga
ionica (tampao IGP) considerando a natureza catidnica das bicelas de DDA. As linhagens
bacterianas foram repicadas em agar Mueller-Hinton e incubadas por 24 hs em estufa a 37 °C.

Colonias isoladas foram selecionadas e semeadas em 3 mL de caldo Mueller-Hinton e incubadas
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a 37 °C, por 24 hs sob agitagdo constante em shaker rotativo a 150 rpm. Para o teste de
microdilui¢do, inocularam-se colonias em caldo Mueller-Hinton para alcancgar a turbidez padrao
de 0,5 de McFarland (1 x 10* UFC/mL), e posteriormente os indculos foram centrifugados e
lavados com IGP. Cada indéculo bacteriano foi diluido em uma propor¢do de 1:10. Diluigdes
seriadas dos antimicrobianos foram previamente realizadas em IGP e distribuidas em um volume
de 100 pL das respectivas concentragdes em microplaca de 96 pogos, acrescentando-se ao final, 5
uL do inéculo bacteriano previamente preparado. Os critérios de interpretacao foram baseados no

documento CLSI (2011).

As coldnias fungicas foram inoculadas em meio liquido Sabouraud para crescimento, ao
passo que para as colonias de Prototheca zopfii, utilizou-se a adigdo de 25% de tween ao IGP.
Posteriormente foram lavadas duas vezes com tampao IGP (Isotonic Glucose Phosphate, ImM de
Tampao Fosfato de Potéssio, pH 7.0 suplementado com 287 mM de glicose). A turbidez foi
ajustada até alcancgar o valor padrdo 0,5 de McFarland (1 x 10® UFC/mL). Diluigdes seriadas das
combinagdes antiflingicas foram realizadas em IGP ao invés do RPMI preconizado e plaqueado
100 puL de cada concentragdo em pogos de placa de ELISA estéril. Foram adicionado 100 pL do
inéculo diluido 1:50 e 1:20. Os critérios de interpretagdo foram baseados no documento CLSI
(2013). Para linhagenss bacterianas, mudaram-se as dilui¢gdes de acordo com documento CLSI
(2011). Foram ajustadas na escala McFarland e posteriormente diluidas em uma propor¢ao de
1:10, de onde foram retirados 5 microlitros para inoculacdo nas respectivas variedades de

concentragdes de antimicrobianos.

A atividade biocida dos compostos foi determinada pela inoculacdo de 10 pl (de cada
poco) de cada suspensdao microbiana mantida em contato com os diferentes compostos, apos 24
hs de interacdo, sobre placas contendo dgar Mueller-Hinton (Bactérias) ou Sabouraud (Algas e
Fungos). As placas foram incubas entdo por 24 hs a 37 °C e a concentragdo biocida minima
(CBM, CFM, CAM) foi interpretada pela auséncia de crescimento microbiano na menor

concentragdo dos compostos em contato com os agentes microbianos.

3.5 Teste de sinergismo pelo método de microdiluicao em caldo (“Checkerboard”)
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Para realizar a combinagdo dos compostos antifiungicos foi utilizado o método de
microdilui¢do seguindo as normas padronizadas do CLSI (2009), porém ao invés da utilizacao de
RPMI tamponado com MOPS ou caldo Muller-Hinton, foi realizado em tampao IGP. Todos os
testes foram executados sempre em duplicata. As coldnias (algas e fungos) foram inoculadas em
meio liquido Sabouraud (quando bactérias — Muller-Hinton) para crescimento, posteriormente
lavadas duas vezes com tampao IGP. A turbidez foi ajustada até alcangar o valor padrdo 0,5 de
McFarland (1 x 10® UFC/mL). As diluicdes seriadas dos antifungicos ¢ de DBB também foram
realizadas em tampao IGP, quando para algas, 25% de tween foi adicionado ao tampao. Em
seguida a suspensao foi pipetada em cada poco de microplaca de 96 pogos estéril, acrescentando-
se a mesma concentracao do segundo antifungico. As microplacas com as diferentes combinagdes
de antifungicos, nas diferentes concentragdes, permaneceram entdo incubados por 48 hs. A
interpretacdo do sinergismo entre os antifungicos foi medida pelo indice de Concentragdo
Fungicida Fracional (FFC), onde ¢ feito o calculo da somatoria dos indices de FFC A e B (XFFC)
(Hall et al., 1983), onde: FFC (A ou B) = CFM do A (ou B) em combina¢do / FFC do A (ou B)
sozinho, sendo que, XFFC < 0,5 = efeito sinérgico; ZFFC entre > 0,5 - < 0,75 = efeito

parcialmente sinérgico; XFFC > 4,0 = antagonismo e; XFFC entre 0,75 — 4,0 = indiferente.

3.6 Caracterizacdo fisico-quimica por “Light Scattering” e Potencial Zeta

Os ensaios de “Light Scattering” (DLS ou Espalhamento de Luz Dinamico) e Potencial
Zeta foram realizados com o objetivo de inferir sobre a interagdo entre compostos apresentando
atividade sinérgica, in vitro, assim como, para caracterizar interagdes antimicrobianas. A técnica
“Light Scattering” permite determinar a distribui¢do de tamanhos das particulas em dispersao. O
Potencial Zeta fornece dados sobre a carga superficial (em mV) destas particulas, permitindo
inferir sua interacdo molecular por for¢as de interagdo mediada por atracdo eletrostatica e/ou
hidrofobicidade (Weiser, Merrifield, 1950). Todas as analises foram realizadas usando o
equipamento ZetaPlus-Zeta Potential Analyzer. Todos os compostos foram preparados em agua
deionizada qualidade Milli-Q e/ou em IGP. Foram realizados ensaios de espalhamento de luz
dinamico para a determinacdo do tamanho das particulas, e suas respectivas cargas superficiais

foram obtidas utilizando o sistema ZetaPals-Zeta Potential Analyzer (Brookhaven Instruments
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Corporation, Holtsville, NY), que contém um laser de 570 nm e espalhamento de luz dindmica a
90 °. O antimicrobiano e as linhagens bacterianas foram preparadas em tampao IGP em
diferentes concentragdes. Para as linhagens P. aeruginosa 48-1997A (SPM-1) e Enterobacter
hormaechei (E0083033-1) NDM-1 a turbidez padrdo de escala 0,5 de MacFarlan foi alcancada e
posteriormente ambas linhagnes foram diluidas 1:10 no mesmo tampao citado, todas com volume
final de 2 mL. As combinagdes avaliadas tiveram como base uma concentragdo bacteriana fixa
para uma concentragdo de DBB (pug/mL) correspondente a CBM, CBMx2 e CBM/2. As leituras

foram realizadas apds uma hora de interagdo DBB-bactéria a 37 °C.

3.7 Microscopia de Transmissédo Eletronica (MTE)

A caracterizagdo microscopica de P. aeruginosa 48-1997A (SPM-1) com e sem
tratamento (DBB) foi realizada através de microscopia de transmissdo eletronica. Uma suspensao
bacteriana em crescimento exponencial foi centrifugada a 5.000 rpm x 5 min em centrifuga
refrigerada. A suspensdo foi fixada a 1 x 10® ufc/mL e uma aliquota foi tratada com DBB 4
pg/mL (1 h, 37 °C, em IGP) e uma outra aliquota se manteve sem tratamento (controle). Ambas
suspensoes foram lavadas por centrifugacao, duas vezes, em acetato de amonio 0.1 M, pH 7.0
(Sigma), e os sedimentos foram depositados em grades de cobre revestidas de filme de carbono,
coradas com 2% de fosfotungstato de potéssio, pH 7.2 (Sigma), e posteriormente examinadas no

Microscopio Eletronico EM1011 (JEOL USA) em 60kV.

3.8 Espectroscopia de absorcao éptica de UV visivel para drogas

Moléculas caracterizam-se por possuir niveis moleculares quantizados, permitindo que a
radiagdo seja detectada através da absorcao da diferenca entre os dois niveis de energia, ou seja,
quando a molécula volta do seu estado excitado para o seu estado fundamental. A regido que
abrange UV visivel ¢ de até 180nm de comprimento de onda. O espectro de absor¢dao da

substancia que foi avaliada ¢ maior devido a sua capacidade de absorver mais comprimentos de
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ondas em relacdo a um cromodforo por exemplo. Devido a essa alta capacidade, a espectroscopia

foi realizada com A até 450 nm. (Ohlweiler, 1981)

Para determinar o espectro optico de Anfotericina B. e verificar se a mesma estava estavel

apos incorporagao em DBB, foi utilizado o espectrofotdmetro DUS00 Beckman Coulter.

4 RESULTADOS

4.1 Concentracgdes microbicidas minimas de DDB

4.1.1 Concentracédo bactericida minima (CBM) de DBB

Foi determinada a CBM do DBB contra uma colecio de bactérias MRs produtoras de
carbapenemases mundialmente disseminadas: Acinetobacter baumannii (OXA-23, OXA 58,
OXA-72, OXA-143, SIM-1), Escherichia coli (CMY-2, KPC-2 e CTX-M-15), Enterobacter
cloacae (VIM-2), Klebsiella pneumoniae (IMP-1, KPC-2, 0XA48), Pseudomonas aeruginosa
(GES-5, GIM-1, KPC-2 e SPM-1), Providencia rettgeri (KPC-2), Proteus mirabillis (KPC-2).
Nas tabelas 1-3, sdo apresentadas as MBCs para as linhagens bacterianas estudadas. Para
bactérias ndo fermentadoras como A. baumannii e P. aeruginosa expressando oxacilinases ou
carbapenemases, a CBM do DBB variou de 4-16 e 4-64 pg/mL, respectivamente (Tabela 1-2).
Para enterobactérias expressando metalo-beta-lactamases, serino-carbapenemases, ¢ ESBLs

houve variagdo na CBM de DBB de 2-64 pg/mL (Tabela 3).

Tabela 1 - CBM de DBB para linhagens de A. baumannii produtoras de oxacilinases e metalo-

beta-lactamases

Cepas Carbapenemase = CBM (ug/mL)

Acinetobacter baumannii (LDC) OXA-23 4

Acinetobacter baumannii (FCF/1) OXA-58 4
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Acinetobacter baumannii (FCF/4347) OXA-72 16
Acinetobacter baumannii (FCF/804) OXA-143 16
Acinetobacter baumannii (controle) SIM-1 4
Acinetobacter calcoaceticus (H2) KPC-2 4

Tabela 2 - CBM de DBB para linhagens de P. aeruginosa produtoras de serino-carbapenemases

e metalo-beta-lactamases.

CBM
Cepas B-lactamase (tipo) (ng/mL)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - 8
Pseudomonas aeruginosa (control) GIM-1(Metalo-beta-lactamase) 8

Pseudomonas aeruginosa (CIB/10; CIB/22; SPM-1 (Metalo-beta-lactamase)  4-8
CIB/28; CIB/30; CIB/36; CIB/316;
IIER/316; IIER/327)

Pseudomonas aeruginosa GES-5 (Carbapenemase) 32

Pseudomonas aeruginosa KPC-2 (Carbapenemase) 64

Tabela 3 - CBM de DBB para linhagens de enterobactérias produtoras de carbapenemases e
beta-lactamases de amplo espectro e E. coli ATCC 25922

Cepas B-lactamase (tipo) CBM (pg/mL)

Escherichia coli ATCC 25922 - 4

Escherichia coli (EC-4) CMY-2 (AmpC) 2
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Escherichia coli (ICB-2) KPC-2 (Carbapenemase) 4
Escherichia coli 005 CTX-M-15 (ESBL) 16
Enterobacter aerogenes (control) VIM-1 (Metalo-beta-lactamase) 8

Enterobacter hormaechei (E0083033-1) NDM-1 (Meta-beta-lactamase) 16

Klebsiella pneumoniae (KPBR-1) IMP-1 (Meta-beta-lactamase) 4
Klebsiella pneumoniae (BA1705) KPC-2 (Carbapenemase) 8
Klebsiella pneumoniae OXA-48 (Carbapenemase) 64
Providencia rettgeri 190056 KPC-2 (Carbapenemase) 8
Proteus mirabilis 62 KPC-2 (Carbapenemase) 32
Serratia marcescens 170 KPC-2 (Carbapenemase) 64

Miconazol, terbinafina e anfotericina B foram avaliados separadamente e em combinagdo com
nanoparticulas de DBB contra linhagens de fungos. As CFMs de DBB, terbinafina e miconazol
foram determinadas utilizando-se 7 cepas de fungos leveduriformes. As linhagens de fungos
leveduriformes utilizadas nos testes foram: Candida albicans SC5314; Candida albicans 14053;
Candida albicans 10231; Candida albicans MLR62; Candida albicans 90028 e Candida
parapsilosis 22019; Candida albicans IAL2151 (floconazol-resisténte). Foi utilizado
Trichophyton rubrum como representante dos fungos filamentosos para avaliagdo da atividade do
DBB e miconazol separadamente. A combinacdo DBB/terbinafina foi avaliada contra trés

espécies de Candida.

Para C. albicans sc5314 terbinafina teve uma atividade fungicida na concentragdo de 32
pug/ml, ao passo que em combinacdo com DBB tornou-se fungicida em 2 pg/ml. DBB
independentemente demonstrou acao fungicida em 16 pg/ml, ao passo que em combinagdo essa

concentrac¢do foi reduzida para 4 pg/ml (Tabela 4).
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Tabela 4 - CFM de DBB e terbinafina para linhagens de Candida albicans e determinagdo da

atividade sinérgica de suas combinacdes*

* ndice de Concentragdo Fungicida Fracional (FFC) e somatoéria dos indices de FFC A e B
(ZFFC) (Hall et al., 1983). FFC (A ou B) = CFM do A (ou B) em combinagao / FFC do A (ou B)
sozinho, sendo que, XFFC < 0,5 = efeito sinérgico; ZFFC entre > 0,5 - < 0,75 = efeito

parcialmente sinérgico; XFFC > 4,0 = antagonismo e¢; XFFC entre 0,75 — 4,0 = indiferente.

Combinac¢ao (A x B)
Cepas Terbinafina x DBB [pg/mL]
YFFC (FFC A
* * I 3

CFM A (*) CFM B (*) FFCA FFC B | FFC B) nterpretacdo
C. albicans sc5314 32(2) 16 (4) 0,06 0,25 0,31 Sinérgico
C. albicans 10231 64 (1) 16 (16) 0,01 1 1,01 Indiferente
C. albicans IAL2151  32(2) 16 (8) 0,0625 0,5 0,562 Parcialmente

Sinérgico

C. albicans MLR62 64 (64) 4(2) 1 0,5 1,5 Indiferente
C. albicans 90028 64 (16) 32(32) 0,25 1 1,25 Indiferente

Quando testada contra C. albicans 10231, a atividade da terbinafina em combina¢do com
DBB foi ainda mais reduzida (1pg/ml) para atingir um efeito fungicida, em comparagdo a
terbinafina sozinha, a qual apresentou atividade fungicida na concentragdo de 64 pg/mL. Para
esta linhagem, a CFM de DBB se manteve com o mesmo valor de 16 pg/ml, tanto em
combinagdo, assim como quando ndo associado a terbinafina. J& para a linhagem de C. albicans
IAL2151 (fluconazol resistente), houve uma reducdo de 4x da CFM da terbinafina (de 32 para 2
ng/ml) quando associada a DBB, e de 1x para DBB (16 para 8 pg/ml) (Tabela 4).
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Adicionalmente, para avaliar o efeito sinérgico foram realizadas combinagdes de DBB
com miconazol e posteriormente testadas em 6 linhagens leveduriformes. Tal combinagdo se
mostrou sinérgica para todas as linhagens em questdo. As linhagens utilizadas foram: Candida
albicans SC5314; Candida albicans 14053; Candida albicans 10231; Candida albicans MLR62;
Candida albicans 90028 ¢ Candida parapsilosis 22019 e Candida albicans TAL2151
(fluconazol-resisténte). Os valores obtidos separadamente, conjuntamente, bem como os valores
das concentracdes fungicidas fracionais (FFC) e seus respectivos somatérios (ZFFC) sao
apresentados na Tabela 5. Com relacdo a isto, a combinagdo DBB/miconazol teve uma atividade

sinérgica e parcialmente sinérgica.



Tabela 5 - CFM do miconazol e efeito sinérgico da associagdo DBB/miconazol
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Combinagdo (A x B)*
Cepas Miconazol x DBB (pg/mL)
SFFC (FFC A
* % 3A°
CFM A (*) CFM B (*) FFCA FFCB | FFC B) Interpretacao
. albicans sc5314 16 (4) 8(2) 0,25 0,25 0,50 Sinergismo
. albicans 14053 8 (2) 64(32) 025 0,5 0,75 Parcialmente
sinérgico
. Parcial
. albicans 10231 16 (8) 16 (2) 0,5 0,125 0,625 arciaimente
sinérgico
. albicans MLR62 8(2) 4(0,5) 0,25 0,25 0,50 Sinergismo
. albicans 90028 16 (2) 20025 0,125 0125 025 Sinergismo
.albicans IAL2151 16 (1) 128(8) 00625 00625 0,125 Sinergismo
. parapsilosis 22019 16 (8) 32(0,5) 05 0,015 0,515 Parcialmente
sinérgico
. rubrum 1 2 NR NR NR NR

* FFC (A ou B) = CFM do A (ou B) em combinagdo / FFC do A (ou B) sozinho, sendo que,
2FFC < 0,5 = efeito sinérgico; ZFFC entre > 0,5 - < 0,75 = efeito parcialmente sinérgico; XFFC

> 4,0 = antagonismo e; XFFC entre 0,75 — 4,0 = indiferente. * Concentragdo fungicida minima de

miconazol em combina¢cdo com DBB.

Para avaliar a atividade fungicida minima da anfotericina B foram testadas duas

formulagdes baseadas na solubilizag@o direta da anfotericina B nas bicelas de DDA (AnB/DBB)

ou utilizando a mistura convencional dos solventes DMSO:metanol (1:1). Ambas formulacdes

apresentaram atividade fungicida. Em quanto que a CFM de AnB/DBB vario entre 0,02-6,25
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pug/mL, a CFM da anfotericina B solubilizada em solvente orgénico vario entre 0,25-4 pg/mL

(Tabela 6).

Tabela 6 - CFM da anfotericina B solubilizada em DBB*

CFM de Anfotericina B em
CFM de Anfotericina B
Cepa DMSO:Metanol (1:1)
em DBB (nug/mL) b
(ng/mL)

Candida albicans 4

0,78
IAL2151°
Candida albicans MLR62 6,25 -
Candida albicans 10231 0,09 0,25
Candida albicans 90028 6,25 4
Candida albicans sc5314 0,1 -
Candida parapsilosis 4

0,02
22019

* Anfotericina B foi solubilizada diretamente nas bicelas de DDA sem uso de solvente organico

na propor¢ao de 1:400 (Anfotericina B:DDA).
* Fluconazol resistente.

® Valores de CFM foram obtidas de prévios estudos (Lincopan et al., 2006; Tabbene et al., 2015).

4.1.3 Concentragdo algicida minima (CAM) de DBB, terbinafina, anfotericina B e as  suas

combinacdes.
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Inicialmente, foi testada a atividade algicida de DBB e anfotericina B, separadamente para

10 linhagens da microalga Prototheca zopfii. Os resultados sdo apresentados na tabela 7.

Anfotericina B foi incorporada diretamente em DBB (propor¢ao de 1:400) ou solubilizada em
DMSO:metanol (1:1). A CAM de AnB/DBB variou de 0,024 — 0,1 pg/ml, enquanto que a CAM
de AnB/DMSO:metanol foi maior variando entre 4 — 8 ng/ml (Tabela 7).

Tabela 7 - Atividade algicida (CAM) de Anfotericina B, DBB ¢ AnB/DBB

CAM (ng/mL)

AnB (DMSO:metanol,

Cepa DBB 1:1) AnB/DBB
Prototheca zofii 2 8 4 0,04
Prototheca zofii 6 16 8 0,1
Prototheca zofii 8 16 8 0,04
Prototheca zofii 11 16 8 0,04
Prototheca zofii 12 16 8 0,024
Prototheca zofii 15 16 4 0,1
Prototheca zofii 38 16 4 0,04
Prototheca zofii 54 16 8 0,04

Posteriormente, foram aleatoriamente escolhidas duas cepas de P. zopfii para a avaliagdo

de um possivel efeito sinérgico entre DBB e anfotericina B. Foi observado um efeito

parcialmente sinérgico ¢ indiferente para as cepas P. zopfii 40 e 4, respectivamente (Tabela 8).
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Tabela 8 - Avaliagao do efeito sinérgico de Anfotericina B ¢ DBB contra microalgas do género

Prototheca®
Combinagao (A x B)
Cepas Anfotericina B x DBB (ug/mL)
CAMB YFAC (FAC A
AM A (* FACA FACB I a

C (*) *) C C | FAC B) nterpretacao
Prototheca zopfii 4 4(4) 16(0,5) 1 0,03 1,03 Indiferente
Prototheca zopfii 40 2 (0,25) 16(8) 0,125 05 0,625 Parcialmente

sinérgico

* FAC (A ou B) = CAM do A (ou B) em combinagdo / FAC do A (ou B) sozinho, sendo que,
YFAC <£0,5 = efeito sinérgico; XFAC entre > 0,5 - < 0,75 = efeito parcialmente sinérgico; XFFC
> 4,0 = antagonismo e; XFAC entre 0,75 — 4,0 = indiferente. * Concentracao algicida minima de

anfotericina B em combinacao com DBB.

4.2 Light scattering e Zeta Potencial

A Tabela 9 apresenta os resultados referentes aos didmetros médios e carga superficial de
DBB, bactérias e as suas combinacdes. Fica evidente que nanofragmentos cationicos de DBB
interagem com a superficie bacteriana carregada negativamente produzindo a cationizagdo da
bactéria com subsequente perda da viabilidade, a que nos ensaios de espalhamento de luz
dindmico foi observada como diminuicdo do tamanho bacteriano, muito provavelmente

consequéncia da destrui¢do e fragmentacdo das células.
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Tabela 9 - Diametro médio e potencial zeta das cepas bacterianas, DBB ¢ a sua combinagdo

Combinagao Diametro médio  Potencial zeta
Cepa (carbapenemase) DBB (ug/mL) £ DS (nm) + DS (mV)

- 1240 159,8 £ 6,5 36,38 £ 1,23
Enterococcus hormaechei (NDM-1) - 788,2 £23,8 223,72 +£2,33
Enterococcus hormaechei (NDM-1) 32 334,8 £7,8 11,32 +£0,73
Enterococcus hormaechei (NDM-1) 16 389,1 £19,1 0,16 +2,5
Enterococcus hormaechei (NDM-1) 8 541,3 £ 10,8 -13,54 + 4,89
Pseudomonas aeruginosa (SPM-1) - 742,2 £7.6 -20,99 + 1,98
Pseudomonas aeruginosa (SPM-1) 32 271,5+7 4,89 + 0,98
Pseudomonas aeruginosa (SPM-1) 16 360,6 £9,3 0,38 +0,38
Pseudomonas aeruginosa (SPM-1) 8 458,7+10,5 -3,98 £0,79

4.3 Microscopia de Transmissdo Eletronica

Para avaliar o dano na parede induzido por DBB, a cepa de P. aeruginosa 48-1997A

(SPM-1) foi tratada com uma concentracao sub-inibitéria de DBB. Apods 1h de interacdo DBB-

bactéria (temperatura ambiente), a cepa foi fixada e submetida a MTE. A figura 3, apresenta

fotografias da cepa sem tratamento e com tratamento onde € possivel visualizar a destruicao

bacteriana (Figura 3C) associada com um provével desarranjo da parede (Figura 3D).
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Figura 3 - Microscopia de transmissdo eletronica de amostras contendo: A e B, células de P.
aeruginosa cepa 48-1997A (SPM-1) sem tratamento; C ¢ D, células de P. aeruginosa cepa 48-
1997A (SPM-1) tratadas com 4 pg/mL de DBB (1h, 37°C). Em C, a flecha demonstra destrui¢ao

bacteriana e em D a flecha indica um possivel dano na parede.
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4.4 Determinacao de espectro de absor¢cdo UV-visivel da anfotericina B incorporada em

bicelas catidnicas de DDA

A solubilizacdo da anfotericina B em diferentes solventes foi monitorada por espectro de
absor¢ao UV-visivel. Todos os espectros foram realizados em temperatura ambiente ap6s 1 hora
de interagcdo. Para uma analise comparativa, a figura 4 apresenta os espectros de absor¢ao de
anfotericina B solubilizada em dgua, solvente orgénico e desoxicolato de s6dio. Como observado,
em DMSO:metanol, a anfotericina B apresenta um espectro compativel com a solubilizacgdo total
e presenga de mondmeros. J& em agua a droga apresenta um estado de agregacdo com um

maximo de absor¢do proximo aos 340 nm.

Interessantemente, a incorporacao direta da anfotericina B em DBB resultou na
solubilizacdo total da droga. Na auséncia de solvente orginico a incorporagdo maxima da droga

foi atingida na proporcao de 1:400 (AnB:DBB).

1.0 -
=== Agua Milli-q (a)
— DMSO:metanol (1:1)

-== AnB/DOC (b)
— AnB/DBB

Absorbancia

0.0 ‘
280 320 360 400 440

Comprimento de onda (nm)
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Figura 4 - Espectro de absor¢do UV-visivel de anfotericina B solubilizada em: a) agua milli-q e
DMSO:metanol (1:1), e b) desoxicolato de sédio (AnB/DOC, Fungizon) ou DBB (AnB/DBB)
(Lincopan et al., 2006).

A figura 5 (A-C), apresenta espectros de absor¢cdo UV-visivel de anfotericina B
solubilizada em DBB, apds 1 h de interagdo (Figura 5A) e 3 semanas de armazenamento em

temperatura de refrigera¢do (Figura 5B) ou temperatura ambiente (Figura 5C).

Absorbancia

T I S (R I (AR S TR T R I R SIS SRR R
280 230 300 310 320 330 340 350 3BO 370 380 390 400 410 420 430 440 45O
‘Wavelength in nm

Comprimento de onda (nm)
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Figura 5 - A - Espectro de absor¢ao UV-visivel de anfotericina B incorporada em DBB
(AmB/DBB) apos 1h de interagdo. B — Espectro UV-visivel de AmB/DBB mantida a 4°C, apos
trés semanas de interacdo. C — Espectro de absor¢cdo UV-visivel de AmB/DBB mantida em
temperatura ambiente, apos trés semanas de interagao. Os espectros de absor¢do correspondem a

1,2, 3 e4 pg/mL de anfotericina B.

As figuras 5B e 5C demonstram que a solugd@o coloidal se tornou estavel, mesmo apos trés
semanas de monitoramento, porém, na temperatura ambiente se observa um shift no comprimento
de onda 376 nm, assim como, uma queda da absor¢do maxima, muito provavelmente decorrente

de uma perda sutil e gradual da estabilidade da droga.

5 DISCUSSAO

A disseminagdo mundial de bactérias resistentes a aos antibidticos de uso clinico vem
sendo reportada mundialmente cada vez com mais frequéncia, muito provavelmente como
consequéncia direta da utilizacdo massiva de antibidticos na clinica como atividades de
agronegocio (Karam et al., 2016; Rhouma et al., 2016; Silva, Lincopan, 2012). De fato, novos e
abrangentes mecanismos de resisténcia tem sido identificados (Monnet et al., 2016; Liu et al.,
2016).

Por outro lado, para infec¢des flngicas, as micoses superficiais tem apresentado
dificuldade para tratamento, devido a caracteristica da infec¢ao (ex., cronicidade), toxicidade dos
agentes antifungicos e falta de drogas efetivas (Gupta, Paquet, Simpson, 2013). Microalgas vém
se tornando preocupagdo médica/veterinaria devido a infec¢des intra-mamarias em vacas leiteiras
e consequentemente infecgdes intestinais € meningite em humanos (Janosi et al., 2001a; Kirk,
Mellenberger, 2002). Com relagdo a este agente, ndo hd no mercado tratamento efetivo que nao
seja o abatimento da vaca ou afastamento de fungdes leiteiras, o que termina por ocasionar custos

onerosos aos fabricantes. (Ribeiro, 1998., Costa et al., 2004).
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Especificamente com relacdo a infec¢des bacterianas, o Brasil tem sido atingido por um
aumento no numero de infecgdes por bactérias MRs, muitas das quais expressam diferentes tipos
de beta-lactamases (Fontes et al, 2011; Gales et al 2003; Silva, Lincopan, 2012).
Consequentemente, muitas das bactérias gram-negativas presentes nos hospitais brasileiros
adquiriram um carater endémico, associado com falha terapéutica, surtos, e elevados indices de
mortalidade (Rossi, 2011).

A presente pesquisa foi realizada com o objetivo de estender a aplicagao de bicelas
cationicas de lipides sintéticos para um potencial uso clinico contra bactérias MRs, fungos e
mircroalgas. Embora a atividade antibacteriana de bicelas de lipide catidnico tenha sido
previamente reportada, ndo existem trabalhos demonstrando sua atividade contra bactérias
expressando mecanismos de resisténcia clinicamente importantes e que outorgam o fendtipo MR
(Melo, Mamizuka, Carmona-Ribeiro, 2010). Por outro lado, a atividade antifingica s6 tem sido
avaliada contra leveduras, tendo um reporte de atividade sinérgica, restrito contra Candida spp.,
quando combinado com algumas drogas antifungicas (Lincopan et al., 2006). Infec¢des
ocasionadas por microalgas ndo possuem terapias efetivas que ndo causem efeitos colaterais
severos, como danos teciduais intramamarios, devido a alta toxidade de drogas, além de ser
infeccdes de dificil tratamento no geral por conta de lesdes piogranulomatosas (Cheville,
McDonald, Richard, 1984). Assim, o presente estudo reporta a atividade bactericida, fungicida e
algicida de bicelas cationica de DDA (DBB), combinado ao efeito sinérgico de drogas
antifingicas, ou mesmo a atividade de drogas hidrofobicas quando solubilizadas diretamente nos
nanofragmentos de DBB.

Os resultados contra bactérias MRs, expressando mecanismos de resisténcia endémicos
em hospitais (como as carbapenemases NDM-1, KPC-2, OXA-23 e SPM-1) é promissor, uma
vez que a preparacdo de uma formulacdo menos onerosa e estavel permite uma aplicacdo na
pratica clinica, tendo “a priori”, um uso topico. Como observado, tanto nos valores de CBM
como nos experimentos de andlise de tamanho e carga superficial, nanoparticulas catidnicas de
DBB exibem atividade bactericida contra bactérias MRs, mediada pela disrupcao da carga
superficial bacteriana com reducdo de tamanho, consequéncia direta da atividade bactericida e
destrui¢cdo da parede.

DDA possui uma cabeca polar cationica que interage com a superficie anionica de

bactérias, fungos e microalgas, o que resulta na cationizagdo das células, desregulando a carga
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superficial do microrganismo, provocando a morte do mesmo (Vieira, Carmona-Ribeiro, 2006).
A cationizagdo da superficie bacteriana resulta em destrui¢do. Considerando a natureza lipidica
dos nanofragmentos de DBB, além de alterar a carga superficial, as bicelas do lipide catidonico
podem intercalar-se na membrana externa produzindo a sua desorganizagdo (Vieira, Carmona-
Ribeiro, 2006).

Com relagdo as infecgdes fungicas, uma das infecgdes mais freqiientes dentre as
onicopatias, sdo as onicomicoses, onde cerca de 30% das infec¢des fingicas superficiais sao
representadas (Gupta et al. 2007; Kaur, Kashyap, Bhalla 2008a;). Tais infec¢des afetam

diretamente a qualidade de vida do paciente (Arrese, Valverde, Pierard, 2005)

As lesdes podem variar em termos de localizagdo, porém a onicomicose ¢
predominantemente associada a unhas dos pés (Martelozo et al. 2005; Miigge, Haustein, Nenoff
P, 2006), o que pode ser dependente da umidade produzida pelo uso de sapatos fechados e de
material sintético, € maior ocorréncia de traumas facilitando a penetracdo de fungos nas unhas
(Martelozo et al. 2005). Em relagdo as unhas das maos, estas crescem mais rapido permitindo
assim a eliminagdo dos fungos mais facilmente, dificultando o desenvolvimento destes

microorganismos (Miigge et al. 2006).

Leveduras do género Candida sdo frequentemente causadoras de onicomicoses em
algumas regides do Brasil como em Pernambuco (Lima et al. 2008a), Goids (Souza et al. 2009) e
Sao Paulo (Godoy-Martinez et al. 2009). Embora C. albicans seja a principal espécie responsavel
por onicomicose (Gupta et al. 2007; Kaur et al. 2008b;), C. parapsilosis apresenta similaridade de

comportamento, sendo responsavel pela maioria das infec¢cdes ungueais (Miigge et al. 2006)

Dermatofitos antropofilicos, como T. rubrum tem sido comumente encontrados como
segunda etiologia mais comum em onicomicoses (Martelozo et al. 2005; Miigge et al. 2006),
devido ao processo de urbanizagdo, facilitando a disseminacdo do organismo. T. rubrum é um
fungo bem adaptado ao tecido queratinizado humano e animal, e causa um processo inflamatorio
cronico e a sua transmissao pode ser zoonoética (Costa et al, 2012., Gupta et al., 2007). Para a

cepa de T. rubrum DBB exibiu atividade fungicida equivalente 8 CFM do miconazol.

Estudos relatam baixas resisténcias para as espécies de Candida frente a antifungicos

(Calvo et al. 2003) porém a resisténcia a azois ja tem sido observada, como por exemplo
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voriconazol e fluconazol (Sabatelli et al. 2006, Lincopan, 2006). Swinne e colaboradores (2005)

reportaram resisténcia a anfotericina B em isolados de Candida parapsilosis.

Outro fator que tem contribuido para ao fracasso terapéutico de algumas infecgdes
fingicas tem sido a resisténcia de barreiras fisicas, encontradas pelos farmacos, para atingir o
alvo da infecgdo, levando a falhas terap€uticas, tratamentos longos e recidivas (Gupta, Paket,

Simpson 2013).

Como demonstrado no presente estudo, DBB exibiu atividade fungicida adicional contra
fungos filamentosos e leveduriformes. Ensaios de checkerboard, realizados para as linhagens de
fungos leveduriformes confirmaram um efeito sinérgico e parcialmente sinérgico de DBB em
combinagdo com miconazol, uma vez que, quando utilizado em combinagao, os valores da CFM
foram reduzidos. J& para terbinafina associada a DBB, o efeito combinado foi em sua maioria
indiferente, observando-se efeito parcialmente sinérgico para a linhagem C. albicans IAL2151 de
e sinérgico para C. albicans sc5324.

Quando anfotericina foi solubilizada em DBB (Amb/DBB) na propor¢ao 1:400, a sua
atividade contra linhagens de Candida spp foi mais efetiva, in vitro, quando comparado &
anfotericina solubilizada em DMSO:metanol (1:1).

Como inovacdo, o resultado promissor foi a atividade algicida exibida por DBB, a qual
até entdo ndo tinha sido explorada. O prejuizo da produgdo e qualidade do leite provindo de
animais infectados por Prototheca zopfii, assim como, a sua elevada resisténcia antimicrobiana,
potencial zoonotico, e produgcdo de lesdes nos tecidos mamarios (graves e irreversiveis) que
podem culminar no afastamento do animal para fins reprodutivos (ou até mesmo em descarte) sao
exemplos de problemas decorrentes de mastites ocasionadas por este agente etiologico que
atingem a economia da pecudria leitera (Costa et al., 1999; Janosi et al., 2001a; Kirk,
Mellenberger, 2002). Infecgdes por P. zopfii alteram as caracteristicas macroscopicas do leite e
desencadeiam manifestacdes clinicas localizadas (ex., glandula mamaria) e/ou sist€émicas nos
animais infectados (Melville 1995). Adicionalmente, quando ingerida em alimentos
contaminados, P. zopfii pode causar disturbios gastrointestinais, sendo eliminada nas fezes,
aumentando a chance de disseminagdo em meio ambiente. Esta microalga pode também

ocasionar bursites, feridas na derme e meningite (Pore et al., 1983).
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Por serem microorganismos ambientais, a predominancia de Prototheca spp em casos de
mastites vem aumentando, tornando-se uma das causas mais preocupantes deste tipo de infecgao,
no Brasil (Ribeiro et al., 1999). Para outros animais de produgdo, como caprinos, ovinos €
equinos, Prototheca spp. parece ndo apresentar importancia epidemioldgica ¢ patogenicidade,
assumindo um destaque principal em bovinos (Siqueira et al., 2008).

Em relagdo ao tratamento da prototecose, antifingicos como cetoconazol, fluconazol,
itraconazol e anfotericina B sdo comumente utilizados, sendo anfotericina B relacionada a
melhores resultados. O controle em rebanhos ¢ dificil de ser mantido, por conta da acao limitada
de drogas, inexisténcia de terapias efetivas e sua caracteristica biologica, que apresenta apenas
4% de ergosterol em sua membrana, resistindo até mesmo a pasteurizagdo (Min et al., 2012).

Todas as linhagens utilizadas na presente pesquisa foram isolados de animais com mastite
clinica, confirmando estudos prévios que descrevem que a maior ocorréncia da enfermidade em
bovinos ¢ ocasionada por P. zopfii (Melville, 1995; Gomes et al., 1999; Costa et al., 2000b).

A busca por terapias efetivas contra a prototecose tem culminado em diversas pesquisas
“in vitro” para determinar o perfil de sensibilidade das linhagens a antimicrobianos. No entanto,
os resultados in vitro sdo muitas vezes controversos aos in Vivo, onde diversos grupos de
antibioticos, quimioterapicos, antifingicos, desinfetantes, anti-sépticos entre outros grupamentos
quimicos, demonstram-se pouco efetivos e ineficazes, ndo promovendo a resolu¢do do processo
infeccioso cura clinica. Muitas vezes linhagens de Prototheca isoladas de mastite bovina ou leite
tem apresentado sensibilidade a estreptomicina, neomicina, tetraciclina ou gentamicina
(Bodennhoff, Madsen, 1978). Ja para antifingicos previamente testados, como por exemplo,
nistatina, a concentragdo algicida minima “in vitro” para isolados de P. zopfii tem sido reportada
como 50pg/mL (Camargo, 1978).

Diferentes autores alertam para a multirresistencia de linhagens de P. zopfii isoladas de
mastite bovina em testes de sensibilidade microbiana. Sua resisténcia a grande maioria de
antimicrobianos, se baseia na estrutura rigida de sua parede celular e a inducao de reag¢ao do tipo
piogranulomatosa (Cheville et al., 1984). Somando-se a isso, esta microalga ¢ definida
estruturalmente como um microrganismo eucaridtico que apresenta apenas 4% de ergosterol em

sua membrana (Atkinson et al. 1972; Cheville et al., 1984)

Devido a constantes falhas terapéuticas utilizando antimicrobianos convencionais

existentes no mercado, diversos anti-sépticos t€ém sido testados alternativamente “in vitro” ou “in
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Viv0o” para o tratamento da prototecose mamaria (Langoni et al., 1995). Assim, a atividade
apresentada por DBB ¢ a anfotericina B solubilizada em DBB (AnB/DBB) contra P. zopfii reflete
a atividade algicida de um produto de baixo custo, o qual pode ser uma opg¢ao interessante para

testes clinicos.

DBB ¢ caracterizado por positivar superficies negativas, e exibiu uma atividade bastante
interessante, ao passo que as concentragdes algicida minimas foram relativamente baixas,
equiparando-se muitas vezes com as de anfotericina B, droga poliénica de escolha clinica
utilizada atualmente contra mastite bovina (Lass-Florl, Mayr, 2007). Quando utilizada a
anfotericina B incorporada diretamente em DBB (AmB/DBB) para sua solubilizagdo, as
concentragdes algicidas minimas exibiram valores altamente reduzidos quando comparado a
concentragdes de AmB/DMSO:metanol. Finalmente, foi observada uma atividade parcialmente
sinérgica e indiferente quando anfotericina B foi combinada (ndo solubilizada) com DBB, contra
duas espécies de P. zopfii, respectivamente. Assim, além de solubilizar anfotericina B, DBB
poderia apresentar uma atividade algicida intrinseca.

O monitoramento da estabilidade estrutural da anfotericina B solubilizada em DBB por
espectro de absor¢do UV-visivel demonstrou que a droga permanece coloidalmente estavel
durante pelo menos trés semanas em temperatura de 4°C, ao passo que em temperatura ambiente,
ap6s 0 mesmo periodo de tempo monitorado, um shift do pico maximo de absorgdo comega a ser

observado, sugerindo uma maior estabilidade da formulagdo quando mantida em geladeira.

Aditivamente, a versatilidade estrutural de nanoparticulas de DBB permite a sua
associacao com drogas que podem chegar a potencializar a atividades de antimicrobianos. O uso
de DBB associado com drogas antifingicas pode chegar a constituir uma nova formulagao para o

tratamento de micoses superficiais e prototecose.

Em resumo, bicelas de lipide sintético catidnico de brometo de dioctadecildimetilamonio
(DBB) possuem potencial para aplicagdo clinica como antimicrobiano de amplo espectro de
atividade, sendo a sua atividade ndo s restrita para bactérias. Ademais, a versatilidade estrutural
de nanoparticulas de DBB permite a sua associacdo com drogas que podem chegar a
potencializar a atividades de antimicrobianos. Especificamente, o uso de DBB associado com
drogas antifungicas pode chegar a constituir uma nova formulag@o para o tratamento de micoses

superficiais e prototecoses.
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6 Conclusdo

Bicelas de lipides catidnicos de dioctadecildimetilamonio (DBB) sdo nanoestruturas versateis,
com atividade antimicrobiana de amplo espectro intrinseca, que podem suplementarmente
carregar drogas antifiingicas.

1. A atividade antibacteriana de DBB foi confirmada, porém, neste estudo descrevemos pela
primeira vez a sua atividade contra bactérias Gram-negativas multirresistentes, produtoras de

beta-lactamase de amplo espectro e carbapenemases endémicas em centros médicos.

2. Como reportado, a atividade antibacteriana foi associada a mudanca da carga superficial

bacteriana (cationizagdo) induzida por bicelas de DDA (DBB).

3. A atividade de DBB contra espécies de Candida foi confirmada ¢ adicionalmente, este estudo

reporta a atividade de DBB contra Trichophyton rubrum.
4. Bicelas de DDA apresentam atividade algicida promissora contra Prototheca zopfii.

5. O efeito sinérgico de DBB e miconazol contra espécies de Candida foi confirmado, enquanto

que o efeito de DBB combinado com terbinafina foi, em sua maioria, indiferente.

6. DBB solubilizou anfotericina B na propor¢ao 1:400, sendo que para espécies de Candida
apresentou uma atividade fungicida (CFM) mais eficiente que anfotericina B solubilizada em

DMSO:metanol.

7. A atividade algicida de anfotericina B solubilizada em DBB (AnB/DBB) foi superior que

anfotericina B solubilizada em DMSO:metanol.

8. Anfotericina B solubilizada em DBB (AnB/DBB) apresentou estabilidade estrutural durante no

minimo 3 semanas de armazenamento em geladeira.
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