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RESUMO

CARRASCO, L.D.M. Arranjos supramoleculares de lipide catidnico, antibidticos e
polimeros: preparacdo, caracterizagdo e atividade contra bactérias multirresistentes e
micobactérias de crescimento rapido. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmaceéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

Arranjos supramoleculares combinando o lipide catidnico brometo de
dioctadecildimetilaménio (DOD) com polimeros, como carboximetilcelulose (CMC)
e cloreto de poli(dialildimetilaménio) (PDDA), foram preparados na forma de
nanoparticulas (NPs), na auséncia ou presenca de antimicrobiano tradicional, como a
claritromicina (CLA). NPs preparadas por atracdo eletrostatica entre os fragmentos
de bicamada (BF) de DOD, CMC e PDDA foram avaliadas, in vitro, quanto a
atividade contra isolados clinicos de micro-organismos multirresistentes (MR) a
antimicrobianos, como Pseudomonas aeruginosa MR, Klebsiella pneumoniae
produtora da enzima carbapenemase do tipo KPC, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina/oxacilina (MRSA) e Candida albicans resistente ao fluconazol, através do
método de plaqueamento e contagem de vidveis. As NPs de DOD BF/CMC/PDDA
apresentam alta atividade de amplo espectro contra micro-organismos MR, em que o
PDDA ¢ o componente responsavel pela excelente atividade biocida das NPs. O
mecanismo de a¢do antimicrobiana indica a dissociacdo dessas NPs na presenca dos
micro-organismos, com a remog¢ao de biopolimeros da parede celular microbiana
pelo PDDA, conforme visualizado por microscopia eletronica de varredura,
ocorrendo lise da membrana microbiana e liberagdo de compostos fosforilados para o
meio extracelular. Também foram desenvolvidas neste trabalho NPs carreadoras de
CLA abase de DOD e polimeros. Solucao etanolica contendo CLA/DOD foi injetada
em solu¢do aquosa de CMC, formando arranjos coloidalmente estaveis e anidnicos,
que posteriormente foram adicionados de solucdo de PDDA, para a obtencdo de
arranjos estaveis e catidnicos. CLA/DOD/CMC e CLA/DOD/CMC/PDDA NPs
incorporaram CLA em quantidade suficiente para inibir o crescimento de M.
abscessus no interior de macrofagos bem como evitar a formacao de biofilmes, sendo
que altas doses de CLA foram toxicas aos macrofagos, enquanto doses menores
apresentaram baixa toxicidade e boa atividade antimicrobiana. NPs cationicas
carreando CLA foram téxicas aos macrofagos nas concentragdes de PDDA testadas.
A natureza particulada das CLA NPs possivelmente aumenta a retengao intracelular
de CLA em comparacao com CLA livre, podendo prolongar atividade da CLA contra
patogenos intracelulares. Desta maneira, arranjos supramoleculares combinando
lipide e polimeros, com ou sem antimicrobianos tradicionais poderdo encontrar
diversas aplicacdes nas areas farmacéutica, médica, alimenticia e biotecnologica.

Palavras-chave: Auto-associag¢do de lipide, antibidtico e polimeros; nanoparticulas
antimicrobianas; micro-organismos multirresistentes; extravasamento de compostos
fosforilados intracelulares; micobactéria de crescimento rapido; nanocarreadores de
claritromicina; efeito bacteriostatico intracelular; inibicdo de crescimento de
biofilme.



ABSTRACT

CARRASCO, L.D.M. Supramolecular assemblies of cationic lipid, antibiotics and
polymers: preparation, characterization and activity against multidrug resistant
bacteria and fast growing mycobacteria. Thesis (PhD degree) — School of
Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

Supramolecular assemblies combining cationic lipid dioctadecyldimethylammonium
bromide (DOD) and polymers, such as sodium carboxymethylcellulose (CMC) and
poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDDA), were prepared as nanoparticles
(NPs), in the absence or presence of traditional antibiotic, such as clarithromycin
(CLA). NPs prepared by electrostatic attraction between DOD bilayer fragments
(BF), CMC and PDDA were evaluated against clinical strains of multidrug resistant
(MDR) microorganisms, such as Pseudomonas aeruginosa MDR, Klebsiella
pneumoniae producer of KPC carbapenemase enzyme, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and Candida albicans fluconazole resistant, by
plating and colony forming unities counting. DOD BF/CMC/PDDA NPs display
high and broad-spectrum activity against MDR microrganisms, and PDDA is the
excellent biocidal component in the NPs. The mechanism of antimicrobial action
shows that NPs disassembly in the presence of microrganisms, with biopolymers
withdrawn from the cell wall, as observed by scanning electron microscopy,
consecutively lysing bacterial membrane as determined from the leakage of inner
phosphorylated compounds. In this work there have also been developed NPs, based
on lipid and polymers, as carriers for CLA. Ethanolic solution co-solubilizing
CLA/DOD was injected in CMC aqueous solution, yielding colloidaly stable and
anionic NPs, that were further added of PDDA solution, yielding stable and cationic
NPs. CLA/DOD/CMC NPs and CLA/DOD/CMC/PDDA NPs incorporated CLA at
doses high enough to inhibit M. abscessus growth inside macrophages or in biofilms.
Larger CLA doses were toxic to macrophages while lower CLA doses reduced
toxicity to macrophages despite their high antimicrobial activity. Cationic CLA NPs
exhibited substantial toxicity against macrophages at the PDDA concentrations
tested. The particulate nature of these CLA NPs possibly increases intracellular CLA
retention in comparison to free CLA, probably extending CLA activity against
intracellular pathogens. In conclusion, supramolecular assemblies combining cationic
lipid and polymers, with or without traditional antibiotics, may find multiple
possibilities of applications at pharmaceutical, medical, food and biotecnological
fields.

Keywords: Self-assembly of lipid and polymers; antimicrobial nanoparticles;
multidrug resistant microrganisms; leakage of intracelular phosphorilated
compounds; rapidly growing mycobacteria; clarithromycin nanocarriers; intracelular
bacteriostatic effect; inhibition of biofilm growth.
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1. INTRODUCAO

1.1. Micro-organismos multirresistentes a antimicrobianos

Micro-organismos multirresistentes (MR) sdo assim definidos quando
apresentam resisténcia contra duas ou mais classes distintas de antimicrobianos. O
surgimento de micro-organismos MR ¢ considerado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) como uma das trés maiores ameacas a satide publica mundial (Bassetti
et al., 2011), o que gera impacto econdmico e social sobre o sistema de saude em
todo o mundo As principais formas de resisténcia a antimicrobianos ocorrem por
inativacdo enzimdtica do farmaco, modificacio do alvo do antimicrobiano,
diminui¢do da entrada do antimicrobiano na célula microbiana e efluxo do farmaco
(Brooks e Brooks, 2014). Além disso, a disseminagdo dessas formas de resisténcia
ocorre facilmente e pelo mundo todo, € o uso indiscriminado de antimicrobianos € o
fator mais importante que contribui para o surgimento de resisténcia (CDC, 2013).

Quando as opgdes de tratamento com antimicrobianos de primeira e segunda
escolha sdo limitadas em decorréncia de resisténcia, € necessario o uso de
antimicrobianos que podem ser mais toxicos aos pacientes, que geralmente sdo mais
caros € menos eficientes (CDC, 2013). Além do mais, o surgimento e disseminac¢ao
de novos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos ocorrem de forma muito mais
rapida do que o desenvolvimento de novos farmacos (Brooks e Brooks, 2014; Ling et
al., 2015).

Algumas bactérias sdo patogenos humanos classicos e podem apresentar
perfis de resisténcia que limitam as opgdes de tratamento. Staphylococcus aureus ¢é
um desses patdogenos. Trata-se de um coco Gram-positivo que pode causar uma
ampla variedade de doengas no ser humano, desde infec¢des de pele e tecidos moles
(Moran et al., 2006) até infecgoes pulmonares (Parkins e Floto, 2015). Desde o
surgimento e disseminagdo da resisténcia a penicilina, a meticilina e outras
penicilinas semi-sintéticas tornaram-se a primeira linha de tratamento contra
Staphylococcus spp. Porém, pouco tempo apds a introducdo da meticilina como
tratamento de escolha, a resisténcia a esse antimicrobiano foi reportada (Enright et

al., 2002). S. aureus resistente a meticilina (MRSA) possui o gene mecA, presente
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em uma ilha gendmica movel, o cassete cromossomico estafilococico SCCmec. Este
gene codifica a produgdo de proteina ligante de penicilina (PBP2a), funcional porém
sem afinidade as penicilinas e outros beta-lactamicos, acarretando a resisténcia a
estes antimicrobianos, ja que os beta-lactamicos ligam-se a proteinas que participam
da sintese da parede celular bacteriana, impedindo a formacdo da parede celular,
resultando em lise bacteriana (Enright ef al., 2002). S. aureus € capaz de sobreviver
em objetos inanimados e fomites, sdo resistentes a desidratagdo, o que favorece sua
transmissdo, mesmo sem contato direto entre as pessoas (Zuckerman et al., 2009).
Infecgdes causadas por MRSA anteriormente eram reportadas apenas em ambientes
hospitalares, porém diversos casos tem sido relatados em pacientes comunitarios
(Pantosti e Venditti, 2009). Entre os antimicrobianos mais comumente utilizados
para tratamento de infecgdes causadas por MRSA estdo vancomicina, teicoplanina,
linezolida e daptomicina. Porém ja ha relatos da resisténcia a alguns desses
antimicrobianos (Kali, 2015). Desta forma, as opcdes terapéuticas para infeccdes
causadas por MRSA estdo cada vez mais restritas, por isso a necessidade de novos
arranjos antimicrobianos como eficientes alternativas de tratamento.

Entretanto, dentre todos os problemas de resisténcia bacteriana, o mais
preocupante envolve as bactérias Gram-negativas, pois elas estdo tornando-se
resistentes a quase todos os antimicrobianos que poderiam ser utilizados para seu
tratamento (CDC, 2013). Bactérias Gram-negativas resistentes a multiplos
antimicrobianos sd3o comumente relacionadas com processos infecciosos associados
a ambientes hospitalares, contribuindo para o aumento de morbidade, mortalidade e
custos (Nordmann et al., 2009; Rosenthal et al., 2010; Peng et al., 2014), sendo que
as bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter sao os patdégenos mais comuns (Jones, 2001; CDC, 2013; Curcio,
2014).

Klebsiella pneumoniae ¢ uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae, que pode produzir enzimas responsaveis pela resisténcia aos
antimicrobianos, tais como beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e as
carbapenemases, a exemplo de K. pneumoniae carbapenemase (KPC). A produgdo de
ESBLs leva a resisténcia aos antimicrobianos beta-lactimicos, com exce¢do de

cefamicina e carbapenémicos, mas estas enzimas podem ser inibidas por inibidores
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de beta-lactamases, como o acido clavulanico. J4 as enzimas do tipo KPC sdo
capazes de hidrolisar todos os antimicrobianos das classes das cefalosporinas,
monobactamicos, carbapenémicos € até mesmo os inibidores de beta-lactamases,
tornando as opg¢des de tratamento bastante restritas. K. pneumoniae produtora de
KPC pode causar diversos tipos de infeccdes, desde urinaria até corrente sanguinea,
podendo ser de dificil erradicacdo e tratamento, causando alto indice de mortalidade
nas infeccdes de corrente sanguinea, por exemplo (CDC, 2013; Munoz-Price et al.,
2013).

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa nao fermentadora de
glicose, e também representa um dos principais agentes de infecgdes hospitalares. E
um importante patégeno de infeccdes da corrente sanguinea, do trato urindrio e
respiratorio, principalmente em pacientes internados na unidade de terapia intensiva
e imunocomprometidos (Rosenthal et al., 2010). E uma espécie bacteriana que
apresenta mecanismos indutivos de resisténcia, que face a pressdo seletiva de
antimicrobianos pode se tornar resistente a multiplos antimicrobianos,
particularmente por expressao de sistemas de efluxo e hiperexpressio de AmpC
cromossomica (Potron ef al., 2015). A presenca de enzimas que causam resisténcia a
antimicrobianos, como ESBL, carbapenemases e as chamadas metalo-betalactamases
(MBL) tem sido frequentemente relatada em bacilos Gram-negativos nao
fermentadores de Glicose, tais como P. aeruginosa e Acinetobacter spp. (Curcio,
2014). MBL sao enzimas pertencentes ao grupo das betalactamases que possuem um
ou mais fons metalicos em seu sitio catalitico. Devido 4 dependéncia do ion Zn™ a
atividade dessas enzimas pode ser inibida pela presenca de agentes quelantes de
metais, tal como o dacido etilenodiamino tetracético (EDTA). Bactérias que
expressam enzimas do tipo MBL usualmente apresentam resisténcia a todos os
antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos, inclusive aos carbapenémicos, com
excecao do aztreonam (Nordmann ef al., 2011). Mas além da atividade enzimatica, a
resisténcia de P. aeruginosa aos antimicrobianos também pode ser decorrente da
deficiéncia de porinas ou presenca de bombas de efluxo, ou ainda por outras
mutacoes genéticas (Potron et al., 2015). Para estas cepas MR, as polimixinas
(polimixina B e colistina) tem sido utilizadas, muitas vezes, como ultima op¢ao de

tratamento (Falagas e Michalopoulos, 2006; Biswas et al., 2012). Todavia, a
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reintroducdo do uso destes antimicrobianos antigos para o tratamento de bactérias
Gram-negativas MR foi seguida do surgimento de cepas também resistentes as
polimixinas (Johansen et al., 2008; Mammina et al., 2012; Olaitan et al., 2014), o
que torna o tratamento de tais infec¢cdes um constante desafio na préatica clinica.

Leveduras do género Candida vivem normalmente na pele € mucosas sem
causar infecgdes, no entanto quando estas passam a se multiplicar excessivamente e
causar sintomas, geram a candididase, que € o processo infeccioso causado por estes
patogenos. Dentre as diversas espécies desta levedura, Candida albicans ¢ a mais
comum, podendo causar candidiase em diversas sitios, desde as mucosas
gastrointestinal, vaginal, esofagiana e orofaringea até a corrente sanguinea, sendo
responsavel por infecgdes fungicas tanto na comunidade como no ambiente
hospitalar (CDC, 2013; Kabir e Ahmad, 2013). A maioria dos antiflingicos tem como
alvo o ergosterol, que ¢ o principal esterol presente na membrana plasmatica dos
fungos, seja interferindo na sua sintese (como ¢ o caso dos azdis) ou removendo-o
diretamente da membrana plasmatica (como ¢ o caso dos compostos poli€nicos), o
que acaba prejudicando o crescimento e proliferagdao celular (Prasad et al., 2016).
Além disso, os antifungicos podem interferir com a sintese de componentes da
parede celular fungica (como € o caso das equinocandinas), afetando a integridade da
c€lula, levando-a a morte (Prasad ef al., 2016).

O surgimento de resisténcia em leveduras como Candida spp. a antifiungicos
tradicionalmente utilizados no tratamento de infec¢des fungicas, como os da classe
dos azéis (fluconazol, itraconazol, miconazol e cetoconazol), tem sido preocupante,
jé que dificulta muito o tratamento destes patdégenos, aumentando a gravidade e a
mortalidade das infec¢des por eles causadas (Kontoyiannis e Lewis, 2002; Carrillo-
Munoz et al., 2006; CDC, 2013; Kabir e Ahmad, 2013). A resisténcia de Candida
spp. a classe dos azois ¢ a resisténcia antifingica de maior prevaléncia (Kontoyiannis
e Lewis, 2002), e ¢ de natureza multifatorial, podendo envolver a modificacdo da
proteina alvo na biossintese do ergosterol ou até a superexpressdo de genes
codificadores de bombas de efluxo (Perea et al., 2001; Cernicka e Subik, 2006;
Prasad et al., 2016). Infecgdes da corrente sanguinea causadas por Candida spp.
geralmente restringem-se a ambientes hospitalares e/ou pacientes com sistema

imunologico bastante debilitado, ao passo que na comunidade, uma das infecg¢des
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mais comuns do trato genital feminino ¢ a candidiase vulvovaginal (CVV). Candida
albicans € responsavel por cerca de 80-90% dos casos de CVV (Singh et al., 2002), e
¢ a espécie de Candida com maior sensibilidade aos antiflingicos da classe dos azdis
(Sobel et al., 1998). Porém, a resisténcia aos azois tem se tornado cada vez mais
frequente nestas infecc¢des, principalmente em casos de CVV recorrente (lavazzo et
al.,2011), que compreende a ocorréncia de quatro ou mais episddios de CVV em um
periodo de um ano (Mardh et al., 2002). O tratamento de CVV recorrente geralmente

¢ realizado com dose semanal de fluconazol por, pelo menos, 6 meses (Sobel et al.,

2004; CDC, 2006).

1.2. Micobactérias de crescimento rapido — Mycobacterium abscessus

Micobactérias sdo bacilos aerdbios, imoéveis, que possuem uma distinta
parede celular, rica em acidos graxos de cadeias longas (acidos micolicos) que estao
covalentemente ligados ao peptideoglicano-arabinogalactano, e também contendo
lipideos ndo covalentemente ligados a este polimero (Brennan, 2003; Kieser ¢ Rubin,
2014). Esta espessa parede celular funciona como uma barreira contra a entrada de
compostos antimicrobianos, contribuindo para a patogenicidade e resisténcia destes
patogenos (Abedinzadeh et al., 2015). .

Micobactérias nao tuberculosas (MNT) sdo assim definidas como aquelas
micobactérias de outras espécies que ndo complexo Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium leprae (Parkins e Floto, 2015). Embora sejam conhecidas ha bastante
tempo, ainda sabe-se muito pouco sobre a patogenicidade das MNT em comparagao
com M. tuberculosis ou M. leprae (Orme e Ordway, 2014). As MNT sdo conhecidas
como micobactérias de crescimento rapido, comparadas ao tempo de crescimento de
M. tuberculosis (que leva de 3 a 4 semanas para formar coldnias visiveis em meio de
cultura), e sdo micro-organismos ubiquos, amplamente distribuidos no meio-
ambiente, que podem ser isolados do solo e de fontes de 4gua naturais. Tais bactérias
podem causar principalmente infecgdes oportunistas, sendo que Mycobacterium
abscessus e Mycobacterium fortuitum sdo as MNT mais associadas com surtos de
infeccoes  hospitalares, podendo inclusive ser altamente resistentes a
organomercurios, cloro, formaldeido (2%), glutaraldeido e outros desinfetantes

comumente utilizados (Wallace et al., 1998; Griffith et al., 2007).
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Uma importante habilidade das MNT que tem se tornado bastante relevante ¢
a sua capacidade de aderir a superficies, formando biofilmes, no ambiente e
hipoteticamente in vivo, o que permite a sobrevivéncia destes bacilos por longos
periodos de tempo, contribuindo para a persisténcia de suas infecgdes, ja que
funcionam como estratégia para resistir a condi¢des adversas do ambiente no qual se
encontram (Williams ef al., 2009; Orme e Ordway, 2014; Richards e Ojha, 2014). De
fato, bactérias apresentam uma tendéncia natural de crescer como comunidades
multicelulares, fixas a um substrato/superficie e encapsuladas em uma matriz,
formando os biofilmes, ¢ a maioria das espécies de micobactérias apresentam forte
tendéncia de aderir a um substrato assim como as outras células de micobactérias
presentes, podendo formar uma variedade de estruturas multicelulares micro e
macroscopicas (Richards e Ojha, 2014). Além disso, infecgdes causadas por
micobactérias geralmente apresentam longa persisténcia e alta tolerancia a
antimicrobianos, caracteristicas muito compativeis com as de infecgdes associadas
com a presenca de biofilmes, ja que os micro-organismos encapsulados em biofilmes
podem resistir até aos mecanismos de defesa do sistema imunologico do hospedeiro
(Anderson e O'Toole, 2008).

As MNT podem causar uma diversidade de processos infecciosos, sendo os
mais comuns aqueles envolvendo pele e tecidos moles, principalmente relacionados a
traumas e/ou procedimentos cirurgicos, € os respiratorios, também conhecidos como
micobacterioses pulmonares (Gonzalez-Santiago e Drage, 2015; Kasperbauer ¢ De
Groote, 2015). As infec¢des pulmonares cronicas causadas por MNT estdo
associadas a processo inflamatério gradual, com destrui¢do do tecidual pulmonar, e
sao de  prevaléncia pouco conhecida (Parkins e Floto, 2015). Complexo
Mycobacterium avium (MAC), seguido de Mycobacterium kansasii € complexo M.
abscessus sao as trés MNT que mais comumente causam tais doengas pulmonares
em humanos nos Estados Unidos, sendo complexo M. abscessus a mais patogé€nica
(Griffith ef al., 2007; Gonzalez-Santiago e Drage, 2015; Kobayashi et al., 2015). Os
sintomas das doengas pulmonares causadas por NTM sao varidveis e nao especificos,
mas geralmente inclui tosse cronica ou recorrente. Os pacientes também podem
apresentar fadiga, dispneia, febre, dor no peito, hemoptise e perda de peso, e

conforme ocorre a evolucao da doenga, os sintomas sdo cada vez mais prevalentes
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(Griffith et al., 2007). A avaliacao clinica do paciente com micobacteriose pulmonar
pode ser ainda mais complicada devido a presenca concomitante de outras doencas
pulmonares, tais como fibrose cistica, doenga pulmonar obstrutiva cronica associada
ao tabagismo, bronquiectasia, etc, € na ausculta pulmonar podem estar presentes
roncos, crepitacoes, sibilos e guinchos (Griffith ef al., 2007).

Complexo M. abscessus ¢ um grupo de MNT de crescimento rapido e
multirresistentes a antimicrobianos, que causa majoritariamente infecgoes
pulmonares, mas também infec¢des de pele e tecidos moles, osteomielite, linfadenite
ou até infec¢des sistémicas, sendo que este patdgeno pode ser disseminado por
medicamentos, anti-sépticos ou materiais médico-hospitalares contaminados,
comumente causando surtos (Tiwari et al., 2003; Duarte et al., 2009; Lee et al.,
2015). Tais patogenos apresentam resisténcia aos agentes antituberculosos de
primeira linha, como rifampicina, isoniazida, etambutol e pirazinamida, e geralmente
apresentam sensibilidade a amicacina, cefoxitina e claritromicina (CLA), e
sensibilidade moderada ao imipenem (Griffith et al., 2007; Griffith et al., 2015).
Porém, mesmo apresentando sensibilidade in vitro a alguns antimicrobianos, ndo ha
regime de tratamento que efetivamente cure a doenca pulmonar causada por M.
abscessus (Griffith et al., 2007). Tratamentos com multiplos antimicrobianos,
incluindo a CLA, podem causar uma melhora clinica e regressao na doenga pulmonar
causada por este patdogeno, combinados ou ndo com intervengdes cirurgicas (Griffith
et al.,2007; Kang et al., 2015). Apesar do sucesso de tratamento variar de 25-30%, o
prognostico da doencga pulmonar causada por M. abscessus € ruim, com taxa de
mortalidade de 16-20% (Jarand et al., 2011). O maior grupo de pacientes com
micobacteriose pulmonar ¢ composto por mulheres acima de 60 anos, caucasianas,
nao fumantes e sem predisposi¢des ou doengas pulmonares conhecidas. Nestes casos,
a progressao da doenga pode ser mais lenta. No entanto, quando estad associada com
bronquiectasia ou doenga micobacteriana prévia, ou ainda em associagdo com
problemas gastro-esofagicos ou fibrose cistica, a micobacteriose pulmonar por M.
abscessus pode progredir rapidamente e de maneira fulminante (Griffith ez al., 2007).

Sabe-se que M. abscessus ¢ capaz de evadir do sistema imunoldgico de defesa
do ser humano, infectando e multiplicando-se dentro de fibroblastos e de macréfagos

pulmonares (Byrd e Lyons, 1999; Jayachandran et al., 2007). Ao contrario do que
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ocorre com bactérias ndo patogénicas, que apds serem fagocitadas acabam morrendo
no meio acido do lisossoma, o fagossoma contendo as células de M. abscessus que
foram fagocitadas ndo consegue fundir-se com o lisossoma para exercer seu efeito
contra os patogenos, permitindo que esta MNT permaneca viva, cres¢a € multiplique-
se intracelularmente (Byrd e Lyons, 1999; Pieters, 2001a).

Complexo M. abscessus € composto por trés subespécies: M. abscessus
subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii ¢ M. abscessus subsp. massiliense.
Pela analise do sequenciamento completo do gene 16S rRNA as trés subespécies sao
idénticas, sendo que esta ¢ a técnica mais utilizada para identificagdo de espécies
micobacterianas, pois este gene ¢ altamente conservado nas micobactérias (Griffith et
al., 2015). No entanto, se for utilizado o sequenciamento parcial do gene rpoB, M.
abscessus pode ser identificado em nivel de subespécie (Adekambi et al., 2006). A
diferenciagdo a nivel de subespécie ¢ importante pois elas diferem entre si quanto a
atividade, ou inatividade, de um gene indutivel de resisténcia aos antimicrobianos da
classe dos macrolideos: o gene eritromicina metilase — erm — que codifica uma
coletanea de metilases que impedem a ligagdo do macrolideo ao seu alvo de acdo
(ribossomos), reduzindo a atividade inibitoria destes farmacos (Griffith, 2014). M.
abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii possuem o gene erm
funcional, o que significa que se estes patogenos forem expostos a tratamento com
macrolideos, a atividade do gene erm ¢ induzida, levando a resisténcia aos
macrolideos in vivo, mesmo que o resultado in vitro da concentracdo inibitoria
minima (CIM) mostre sensibilidade aos macrolideos. No entanto, deve-se destacar
que cerca de 15 % dos isolados de M. abscessus subsp. abscessus possuem uma
mutagdo no gene erm que pode torna-lo ndo funcional (Brown-Elliott ef al., 2015). Ja
os isolados de M. abscessus subsp. massiliense possuem o0 gene erm menor € nao
funcional sendo, portanto, intrinsicamente sensiveis aos macrolideos (Bastian et al.,
2011; Griffith, 2014). Por isso, a importancia de diferenciar as subespécies de M.
abscessus, ja que podem ser determinantes para aumentar a chance de resposta ao

tratamento.
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1.2.1. Claritromicina no tratamento de M. abscessus
A claritromicina (CLA) (massa molecular - MM: 747,95 g/mol) ¢ um

antimicrobiano da classe dos macrolideos, que atua no processo de sintese de
proteinas pelas bactérias, ligando-se a por¢ao 50S do ribossomo bacteriano, inibindo
a atividade da enzima peptidil transferase, consequentemente interferindo com a
translocagcdo do aminoacido durante a sintese protéica (Brunton et al., 2010). Possui
um amplo anel de lactona, com 14 componentes, em sua estrutura quimica (Kanoh e
Rubin, 2010), além de um grupamento amino terciario (pK 8,99) (McFarland et al.,
1997) que concede carater catidnico a molécula em pH proximo ao fisiologico. A
CLA apresenta absorbancia maxima a 288 nm em espectro ultravioleta (UV), quando
em cloroféormio, com ¢ = 28 (Moffat et al.,, 2004), e ¢ solavel em acetona e
cloroféormio, pouco solivel em metanol, etanol e acetonitrila, e praticamente
insoluvel em agua (0,33 mg/L) (Em: <http://www.drugbank.ca/drugs/db01211>.
Acesso em 01 maio 2016), sendo esta baixa solubilidade pH dependente (Salem,
1996). E considerada como um antimicrobiano com amplo espectro de agdo,
apresentando atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, inclusive
contra Helycobacter pylori e Mycobacterium sp. (Salem e Duzgunes, 2003;
Mohammadi et al., 2011; Zuckerman et al., 2011; Alhajlan ef al., 2013; Pan-In et al.,
2014), e geralmente ¢ utilizada no tratamento de infecg¢des do trato respiratorio e de
tecidos moles (Wierzbowski ef al., 2006; Kanoh e Rubin, 2010).

Apesar da possibilidade de resisténcia indutivel aos macrolideos apresentada
pelas subespécies de M. abscessus, e da baixa correlacdo entre a susceptibilidade in
vitro de um antimicrobiano e sua resposta in vivo, os regimes de tratamento contra
estes patogenos, mesmo variando de acordo com o local da infec¢do, incluem um
macrolideo no esquema terapéutico, sendo geralmente a CLA, em combinagdo com
outros antimicrobianos por, pelo menos, quatro meses (Griffith et al., 2007; Esteban
e Ortiz-Perez, 2009; Lee ef al., 2015). Até porque CLA e azitromicina sao os Unicos
farmacos cuja administragao € por via oral e que apresentam atividade in vitro contra
M. abscessus (Petrini, 2006). Estudos mostram que 91 % (Park et al., 2008), 92,5 %
(Huang et al., 2010) e 60 % dos isolados clinicos de complexo M. abscessus
apresentaram sensibilidade in vitro a CLA (Zhuo et al., 2013). Sao considerados
sensiveis a CLA os isolados com CIM < 2 pg/mL para micobactérias de crescimento

rapido (CLSI, 2011).
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Além do mais, ja foi observado que CLA ¢ capaz de adentrar a diversos tipos
de células em cultura, dentre elas os macrofagos, que sdo de extrema importancia no
que se refere a infecgcdes causadas por M. abscessus. A entrada de CLA nos
macrofagos € geralmente rapida e ndo saturavel, no entanto o efluxo deste farmaco
também € rapido (meia-vida de no maximo 15-20 minutos) (Carlier et al., 1987,
Tulkens, 1991). CLA parece poder acumular dentro de macrofagos ativados, mas
provavelmente permanecendo nos lisossomas, tendo acesso limitado aos fagossomas
onde ficam os patogenos, ja que anteriormente ja foi verificado que a CIM de CLA ¢
maior para complexo M. avium intracelular do que extracelular (Carlier et al., 1987,

Mor et al., 1994).

1.3. Arranjos supramoleculares antimicrobianos

Arranjos supramoleculares sdo complexos bem definidos de moléculas que se
formam por interagdes ndo covalentes, as chamadas interagdes supramoleculares, que
podem ser i0nicas, hidrofobicas, de van der Waals e pontes de hidrogénio (Varshey
et al., 2012). Tais interagdes permitem a formacao de nanoestruturas, que refletem as
informacdes das moléculas individuais, como carga e¢ forma, e determinam suas
interacoes atrativas ou repulsivas (Lehn, 2006), podendo ser utilizadas em inimeras
areas, tais como no desenvolvimento de arranjos para aplicagdes biomédicas,
materiais para tecnologia da informagdo, dispositivos para controle de problemas
ambientais, etc. (Busseron et al., 2013).

Lipossomos e nanoparticulas (NPs) sdo os principais exemplos de arranjos
supramoleculares utilizados para carrear e entregar farmacos. Lipossomos sao
estruturas vesiculares formadas por fosfolipideos organizados em bicamadas
concéntricas que envolvem um compartimento aquoso interno. Eles sdo formados
espontaneamente quando anfifilicos sdo dispersos em agua (Fielding e Lasic, 1999).
Estes sistemas podem solubilizar farmacos hidrofobicos na bicamada lipidica, ou
susbtancias hidrofilicas no compartimento aquoso interno, ou ainda moléculas
anfifilicas entre a bicamada e a fase aquosa, e podem ser utilizados para proteger,
imobilizar, isolar e liberar compostos em locais especificos (Munin e Edwards-Levy,
2011). Ja as NPs podem ser formadas por polimeros, metais, compostos inorganicos,

dendrimeros e/ou lipideos (Carmona-Ribeiro ef al., 2011). As particulas poliméricas,
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por exemplo, podem ser formadas por auto-associacdo de copolimeros com
segmentos hidrofilicos e hidrofobicos ou ainda por polimeros lineares, como
poliacrilatos e poli(metacrilato de metila). Além disso, polimeros biodegradaveis
podem ser utilizados na formacdo das NPs, tais como poli(adcido latico) (PLA),
poli(acido glicolico) (PGA), poli(latico-co-glicolico) (PLGA) e polietilenoglicol
(PEG) (Pandey e Khuller, 2004; Sharma et al., 2004; Haerdi-Landerer et al., 2008;
Zhang et al., 2010). A combinag¢do dos farmacos a estes arranjos pode ocorrer de
formas variadas. No caso de polimerizagdo dos mondmeros para preparar as NPs, os
farmacos podem ser combinados a estas NPs no momento da polimeriza¢ao ou entdo
covalentemente ligados as NPs ja prontas. J4 no caso de preparacdo das NPs por
evaporacdo de solvente, polimero e farmaco sdo dissolvidos em um solvente
organico miscivel em agua, e ap6s ser adicionado em solucdo aquosa, ¢ realizada a
evaporacao da fase organica, nanoprecipitando drogas e polimeros em NPs, de forma
que o seu nucleo seja hidrofobico e sua camada externa, hidrofilica (Zhang et al.,
2010). E no caso de dendrimeros, fArmacos hidrofobicos podem ser carreados no
nucleo hidrofébico enquanto farmacos hidrofilicos podem ligar-se as suas superficies
multivalentes por conjugacao covalente ou atracao eletrostatica (Florence, 2005). A
Figura 1 mostra uma representacdo esquematica de lipossomo e de nanoparticula

polimérica como exemplos de arranjos carreadores de farmacos.
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Figura 1. Ilustracdo esquematica de arranjos supramoleculares como plataformas para
entrega de farmacos: lipossomo (A) e nanoparticula polimérica (B).

A vantagem de utilizar arranjos supramoleculares como carreadores de
farmacos ¢ que quando eles sdo administrados por via intravenosa, rapidamente sao
retirados da circulagdo por células do sistema fagocitico mononuclear, e tipicamente
aumentam o acumulo dos farmacos que carregavam em 6rgaos ricos em macrdofagos
(Gregoriadis, 1995; Gulyaev ef al., 1999; Bakker-Woudenberg ef al., 2005). Além do

mais, a entrega de fArmacos por carreadores nanoestruturados, como lipossomos e
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NPs, pode favorecer a utilizagdo de doses reduzidas do fairmaco ou a redugdo na
frequéncia de doses administradas, em funcdo do aumento ou prolongamento da
concentracdo do farmaco no local desejado, e com isso reduzindo sua toxicidade
(Pinto-Alphandary et al., 2000; Schiffelers et al., 2001; Abed e Couvreur, 2014).

Particularmente, os fagocitos sdo fundamentais no combate a infecgdes
bacterianas, ja que eles sdo capazes de ingerir/fagocitar e destruir estes micro-
organismos nos tecidos e/ou na corrente sanguinea (Briones et al., 2008). No entanto,
algumas bactérias sdo capazes de sobreviver no interior destes fagdcitos, inibindo a
fusdo de lisossomas com fagossomas para formar os fagolisossomas (Pieters, 2001b),
ou escapando do fagossoma e permanecendo no citoplasma do macrofagos (Hara et
al., 2007), ou ainda resistindo aos mecanismos microbicidas no fagolisossoma onde
permanecem vivendo (Pinto-Alphandary et al., 2000). Desta maneira, muitos
patogenos sdo capazes de sobreviver e multiplicarem-se no interior de fagocitos,
dando origem aos processos infecciosos intracelulares, causados por patdgenos
intracelulares obrigatérios ou facultativos (Pieters, 2001a; Briones et al., 2008). Por
isso, lipossomos ou NPs como carreadores de antibioticos representam uma
estratégia interessante para o tratamento de infecgdes intracelulares, j4 que os
arranjos combinados com o fidrmaco sdo capazes de adentrar aos fagdcitos de
maneira semelhante a dos patdégenos intracelulares, conhecida como entrega passiva
(“passive targeting') (Richardson e Smith, 1983; Pinto-Alphandary et al., 2000;
Pumerantz et al., 2011; Abed e Couvreur, 2014). No entanto, para exercer tal
atividade intracelular, ¢ necessario que o arranjo penetre o interior celular, liberando
o antimicrobiano de forma suficiente e continua dentro da célula em co-localizagao
com os patogenos (Briones et al., 2008).

A fagocitose de particulas carreadoras de farmacos pelos macréfagos depende
das propriedades fisico-quimicas destes arranjos, tais como composi¢ao, formato,
tamanho e propriedades de superficie, como o potencial zeta. A presenca de lipides
na composicdo dos arranjos supramoleculares, por exemplo, pode facilitar sua
permeacdo pelas membranas das células do organismo, e ainda favorecer a
incorporagdo de substancias com baixa solubilidade em 4gua, as quais apresentam
limitagdes na administragdo e transporte pelas barreiras fisiologicas. Combinar

farmacos hidrofobicos em arranjos a base de lipides, como os lipossomos, melhoram
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a solubilidade, biodisponibilidade, liberagdo, entrega e absorcdo do farmaco no
organismo (Wang et al., 2015). Lipossomos negativamente ou positivamente
carregados sdo reconhecidos pelos macrofagos de maneira mais eficiente do que
lipossomos neutros, por exemplo (Ahsan ef al., 2002; Salem e Duzgunes, 2003).

De fato, carrear farmacos em arranjos positivamente carregados pode facilitar
o contato com as cé€lulas, que geralmente sao negativamente carregadas, assim como
a internalizagcdo do arranjo e seu acesso ao citosol (Raychaudhuri e Rock, 1998). No
caso das cé€lulas microbianas, que também sdo negativamente carregadas, elas
preferencialmente interagem com arranjos catidonicos, podendo exercer atividade
antimicrobiana por contato, ou entdo disponibilizar o farmaco antimicrobiano para
exercer sua acao (Hayashi et al., 2003; Timofeeva et al., 2015). De uma maneira
geral, a superficie celular da maior parte dos micro-organismos ¢ negativamente
carregada, devido a prevaléncia de fosfato anionico, carboxilato e grupos sulfato na
parede celular (polimeros anionicos, como dacido teicdico, em bactérias Gram-
positivas; lipopolissacarideos e proteinas em bactérias Gram-negativas; acidos
micolicos e proteinas em micobactérias) (Alterthum, 2008). No entanto, este efeito
de atracdo eletrostatica entre bactérias e arranjos cationicos, em meios com alta forca
10nica, como o fisioldgico, pode nao ocorrer devido a blindagem das cargas (Renner
e Weibel, 2011).

Para preparar carreadores cationicos de farmacos, e com propriedades
antimicrobianas, ¢ possivel utilizar lipides, surfactantes, peptideos e/ou polimeros
cationicos (Carmona-Ribeiro e de Melo Carrasco, 2013). Compostos de amdnio
quaternario (CAQs) sdo agentes catidnicos, em fun¢do da presenca do grupamento
amonio quaternario, positivamente carregado, em sua estrutura quimica. Os CAQs
sdo bastante utilizados no desenvolvimento de arranjos supramoleculares
antimicrobianos, pois além de formarem arranjos positivamente carregados que
podem carrear farmacos antimicrobianos, os CAQs ainda podem apresentar atividade
antimicrobiana por si (Carmona-Ribeiro e de Melo Carrasco, 2013; Tan ef al., 2013;
Khaira et al., 2014; Staneva et al., 2015; Xue et al., 2015). O efeito antimicrobiano
do grupamento amonio quaterndrio ¢ descrito ha bastante tempo na literatura,
podendo causar distor¢des nas membranas dos micro-organismos ¢ lise de

esferoplastos e protoplastos (Salton, 1968; Davies e Field, 1969; Hugo e Frier, 1969;
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Cabral, 1992; Denyer, 1995; Kanazawa et al., 1995; Russel e Chopra, 1996;
Merianos, 2001; Fuhrhop e Wang, 2004; Russel ef al., 2013). Os CAQs ainda podem
inibir/bloquear canais de potdssio na membrana de bactérias Gram-negativas,
desestabilizando a célula bacteriana, levando-a a morte (Raja e Vales, 2009). Neste
sentido, o CAQ sintético brometo de dioctadecildimetilamonio (DOD) ja foi
estabelecido como agente antimicrobiano que, dependendo da maneira como ¢
disperso em agua, forma bicamadas positivamente carregadas na forma de
lipossomos ou outros arranjos supramoleculares (Carmona-Ribeiro, 1992; Tapias et
al., 1994; Sicchierolli et al., 1995; Campanha et al., 2001; Carmona-Ribeiro et al.,
2006; Vieira e Carmona-Ribeiro, 2008). Este lipide anfifilico possui uma notavel
capacidade de solubilizagdo de farmacos pouco soluveis em dagua, formando
carreadores de anfotericina B (Vieira e Carmona-Ribeiro, 2001; Lincopan et al.,
2003), miconazol (Pacheco e Carmona-Ribeiro, 2003), rifampicina (Barbassa et al.,
2011) e indometacina, por exemplo (Lima et al., 2016).

Polimeros antimicrobianos e biocompativeis também sdo frequentemente
utilizados no desenvolvimento de arranjos antimicrobianos de importancia
biomédica, inclusive aqueles com grupamento amoénio quaternario em suas
estruturas, para carrear farmacos e exercer agdo antimicrobiana por si, cOmo um
efeito sinérgico dos componentes do arranjo (Carmona-Ribeiro e de Melo Carrasco,
2013; Sobczak et al., 2013; Tan et al., 2013; Khaira et al., 2014; Staneva et al., 2015;
Xue et al., 2015). As propriedades antimicrobiana, antifingica e tumoricida dos
ionenos, que sdo polieletrdlitos catidnicos com atomos de nitrogénio na cauda da
cadeia polimérica, indicam que os polimeros sdo mais ativos do que seus monomeros
correspondentes, devido a melhor adsor¢do do polimero a superficie da célula
bacteriana e a membrana citoplasmatica, geralmente levando ao seu subseqiiente
rompimento (Ikeda e Tazuke, 1983). Neste sentido, entre os polimeros que possuem
amoOnio quaternario em sua estrutura com excelente atividade biocida esta o cloreto
de poli(dialildimetilamonio) (PDDA) (Vieira e Carmona-Ribeiro, 2008; Melo et al.,
2010; Carmona-Ribeiro e Carrasco, 2013; Carrasco et al., 2015). As aplicagdes do
PDDA podem variar desde a industria de papel, mineragdo, alimenticia até como
floculante de bactérias no tratamento de dgua (Zhao e Zhang, 2013). Além disso, este

polimero antimicrobiano ja demonstrou ser o principio ativo de NPs antimicrobianas,
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seja compondo a camada mais externa de NPs formadas por auto-associagdo ou
imobilizado no momento da sintese por polimerizacio em emulsdo de NPs de
poli(metacrilato de metila) (Vieira e Carmona-Ribeiro, 2008; Melo et al., 2010;
Carmona-Ribeiro e Carrasco, 2013; Carrasco et al., 2015; Sanches et al., 2015).
Polimeros ndo quaternarios derivados do PDDA também ja demonstraram atividade
antimicrobiana de amplo espectro, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, leveduras e micobactérias, interferindo com a integridade da parede
celular de micobactérias, por exemplo, através de danos na permeabilidade da
membrana interna bacteriana, e também poderiam ser utilizados no desenvolvimento
de arranjos supramoleculares (Timofeeva et al., 2009; Timofeeva et al., 2015).

A combinagdo, em um mesmo arranjo, de compostos que agem em diferentes
alvos na célula microbiana ¢ uma maneira interessante de criar um ‘“coquetel”
antimicrobiano, principalmente com o objetivo de combater patogenos de dificil
erradicagdo, como 0s micro-organismos multirresistentes aos antimicrobianos. Ao
associar um antimicrobiano tradicional em um sistema que por si s6 ja apresenta
efeito contra os micro-organismos, todos agindo de maneiras distintas ou em
diferentes alvos na célula bacteriana, pode prolongar e at¢ mesmo restaurar a eficacia
do antimicrobiano tradicional, reduzindo a possibilidade, dificultando ou, pelo
menos, retardando o desenvolvimento de resisténcia dos micro-organismos a tais
arranjos (Smith et al., 2013), além de poder reduzir as doses dos compostos que
seriam necessarias caso fossem utilizados livremente, ndo combinados a um mesmo
sistema (Brooks e Brooks, 2014).

Na Tabela 1 estao demonstrados alguns exemplos de arranjos carreadores
com atividade antimicrobiana contra micro-organismos multirresistentes. S-tanatina,
por exemplo, ¢ um peptideo catidnico, antimicrobiano, que possui afinidade para
ligar-se aos lipopolissacarideos, presentes na parede celular, e aos lipides da
membrana citoplasmatica de bactérias Gram-negativas, que sendo negativamente
carregados atraem o peptideo por atracdo eletrostatica, o qual se intercala na
membrana bacteriana, tornando-a permeavel, chegando até a rompé-la (Wu et al.,
2010). Como este peptideo € pouco efetivo contra bactérias Gram-positivas, ele foi
ligado a superficie de lipossomos carreando levofloxacino para desenvolver arranjos

com atividade potencialmente seletiva contra bactérias Gram-negativas. S-tanatina e
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levofloxacino, combinados em lipossomos, mostraram efeito sinérgico contra cepa
de K. pneumoniae, in vitro ¢ em um modelo de septicemia in vivo, e cepas
multirresistentes de K. pneumoniae recuperaram a susceptibilidade a levofloxacino in
vitro (Fan et al., 2015). Foi proposto o seguinte mecanismo de acdo para estes
lipossomos de levofloxacino e S-tanatina: os lipossomos interagem com oS
compostos negativamente carregados da superficie celular bacteriana (como
lipopolissacarideos), entdo eles fundem-se com a membrana externa da bactéria,
interferindo com a integridade da membrana, permitindo maior entrada de
levofloxacino na célula e ainda dificultando a a¢ao de bombas de efluxo (Furneri et
al., 2000; Fan et al., 2015). Outro composto utilizado na combinagdo com
antimicrobianos para o preparo de arranjos contra micro-organismos
multirresistentes ¢ a piperina (Khameneh ef al., 2015). Piperina ¢ um alcaloide
(piperidina) que apresenta diversas atividades bioldgicas, dentre elas a antibacteriana
em decorréncia da inibicado de bombas de efluxo de antimicrobianos (Khan et al.,
2006). Assim, a piperina ja mostrou efeito sinérgico com a gentamicina, contra
MRSA, quando ambos foram incorporados em nanolipossomos de fosfatidilcolina e
colesterol (Khameneh ef al., 2015). NPs de quitosana carreando cefotaxima também
apresentaram atividade de amplo espectro contra micro-organismos MR (Jamil et al.,
2016). Tas NPs foram preparadas pelo método da gelificagdo ionotrdpica, que €
baseado na capacidade dos polieletrdlitos fazerem ligagdes cruzadas na presenca de
contra-ions, para formar pérolas de hidrogel — gelisferas (Patil ef al., 2012). Estas
gelisferas sdo capazes de liberar farmacos de maneira controlada, e a cefotaxima, em
solucdo de tripolifosfato, foi adicionada gota a gota, em que o tripolifosfafto se
difunde lentamente pela solucdo de quitosana, formando wuma estrutura

tridimensional que retém o farmaco (Jamil ef al., 2016).
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Tabela 1. Exemplos de arranjos nanoestruturados com atividade contra micro-organismos

multirresistentes
Arranjo Antimicrobiano Patogeno alvo Referéncia
Lipossomos

Diestearoil-glicero- Vancomicina MRSA — (Pumerantz et
fosfocolina/ colesterol e/ou intracelular/ in ~ al., 2011)
MPEG-DSPE* Vitro
Fofatidilcolina/ colesterol/ Levofloxacino K. pneumoniae/ (Fan et al.,
NHS-PEG-DSPE*/ S-tanatina in vitro e in 2015)

Vivo
Fosfatidilcolina/ colesterol Gentamicina e acido MRSA/ in vitro  (Atashbeyk et

oleico al.,2014)
Fosfatidilcolina/ colesterol Gentamicina e MRSA/ in vitro  (Khameneh et
piperina al.,2015)

Lecitina/ colesterol/ EGCG Epigalocatequina MRSA/ in vitro  (Gharib et al.,
e/ou estearilamina ou galato (EGCG) e in vivo 2013)
dicetilfosfato
Fosfatidilcolina/ colesterol Acido linolénico H. pyloril in (Obonyo et al.,

vitro 2012)
Dipalmitoil-glicero- Galio e gentamicina P. aeruginosa/  (Halwani et
fosfatidilcolina (DPPC)/ in vitro al.,2008)
dimiristoil-glicero-
fosfatidilglicerol
Colesterol/ DPPC ou Polimixina B P. aeruginosa/  (Alipour et al.,
palmitoil-oleil-glicero- in vitro 2008)
fosfatidilcolina/
DPPC/ colesterol Timoquinona C. albicans/ in ~ (Khan et al.,

Vivo 2015)

NPs

AgNOj/citrato ou alcool Prata MRSA, (Cavassin et
polivinilico ou quitosana Enterococcus al.,2015)

spp. resistente a

vancomicina, A.

baumannii, P.

aeruginosa | in

Vitro
Nucleo de ouro com superficie Ouro P. aeruginosa, (Lietal.,
funcionalizada com compostos E. coli, 2014)
cationicos de diferentes complexo E.
comprimentos de cadeia e cloacae,
aromaticidade MRSA/ in vitro
Quitosana — gelificagdo Cefotaxima K. pneumoniae, (Jamil et al.,

ionotropica

Lipopeptideos se auto-
associam em NPs em meio
aquoso

Lipopeptideos ciclicos
sintéticos

P. aeruginosa,
E. coli, MRSA/
in vitro

S. aureus,
Streptococcus
pneumoniae,
Enterococcus
sp./ in vitro

2016)

(Azmi et al.,
2015)

*MPEG-DSPE: metilpolietilenoglicol-diestearoil-fosfatidil etanolamina; NHS-PEG-DSPE:
aminopropil-polietilenoglicol-carbamildiestearoil-fosfatidil etanolamina;
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NPs compostas pelo lipide cationico DOD, na forma de fragmentos de
bicamada (BF), consecutivamente revestidos pelos polieletrolitos anionico
carboximetilcelulose (CMC) e cationico PDDA podem ser obtidas por auto-
associacdo, conforme descrito anteriormente (Vieira e Carmona-Ribeiro, 2008; Melo
et al., 2010). O principio da técnica de auto-associagdo, camada por camada, por
atracdo eletrostatica entre as camadas de carga oposta foi reportado por Decher e
cols. (Decher e Hong, 1991; Decher et al., 1992; Lvov et al., 1993). Tais NPs
hibridas de DOD BF/CMC/PDDA tem em sua estrutura dois compostos cationicos
antimicrobianos, DOD e PDDA, que combinados, formam um arranjo
supramolecular tnico. Estas NPs exibem potente atividade antimicrobiana contra
cepas sensiveis aos antimicrobianos da American Type Culture Collection (ATCC)
de P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans, em baixas concentracdes de PDDA e sem
toxicidade hemolitica nas concentragdes microbicidas (Melo et al., 2010; Melo e
Carmona-Ribeiro, 2012; Carmona-Ribeiro e Carrasco, 2013). Tais NPs hibridas de
DOD BF/CMC/PDDA foram objetos de pedido de patente de invengdo protocolado
junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) (Patente: Particulas
hibridas antibacterianas, processo de preparacdo de particulas hibridas
antibacterianas, composi¢ao farmacéutica, uso e material antibacteriano contendo as
mesmas, com N° de Protocolo no INPI/SP: 018100024951), sendo inclusa uma
adicao a esse pedido de patente para incluir a propriedade fungicida de tais NPs (n°
C11.002.559-6).

No entanto, estes arranjos supramoleculares ainda ndo haviam sido
avaliados frente a micro-organismos MR. Como o PDDA exerce potente atividade
biocida contra cepas ATCC, tanto livre em solucdo, quanto combinado na camada
mais externa das NPs, poderia representar uma excelente alternativa no tratamento de
micro-organismos MR. Além disso, a combinacdo, em um mesmo arranjo
supramolecular, de um lipide antimicrobiano (DOD) e um polimero antimicrobiano
(PDDA), mesmo na auséncia de um antimicrobiano tradicional, pode representar
uma possivel estratégia para combater infec¢des, colonizagcdes ou ainda
contaminagdes causadas por micro-organismos MR. Tais NPs, se eficientes contra
patogenos MR, poderiam representar uma possibilidade de tratamento na pratica

clinica ou ainda, se forem incorporadas em superficies e/ou materiais, poderiam
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contribuir dificultando a disseminacdo e a propagacao destes micro-organismos MR,
seja no ambiente hospitalar ou mesmo na comunidade. Por isso, neste trabalho foi
determinada a atividade antimicrobiana do PDDA livre ou nas NPs de DOD
BF/CMC/PDDA contra quatro micro-organismos MR isolados de amostras clinicas.
Também foi elucidado o mecanismo pelo qual as NPs e/ou PDDA exercem sua
atividade biocida, através da combinacao de resultados obtidos de extravasamento de
compostos intracelulares fosforilados apos interacdo com as NPs e também das
imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Arranjos nanoestruturados com atividade contra micobactérias sao preparados
carreando farmacos e/ou compostos que apresentem atividade majoritariamente
contra M. tuberculosis (Gupta et al., 2012). Assim, o desenvolvimento de
nanocarreadores de farmacos visando o tratamento de MNT sdo, de uma certa
maneira, negligenciados. Na Tabela 2 estdo demonstrados alguns exemplos de
arranjos nanoestruturados com atividade contra micobactérias.

Foram desenvolvidos, por exemplo, prolipossomos carreando isoniazida com
atividade contra M. bovis (Rojanarat et al., 2011). Estes prolipossomos em p6 foram
obtidos pela técnica de secagem por pulverizagdo mecanica ( “spray dryer"), que ao
entrar em contato com agua ou fluidos bioldgicos, este po € hidratado, imediatamente
formando os lipossomos carreadores de isoniazida, que apresentaram atividade maior
do que isoniazida livre contra M. bovis in vitro e infectando macrofagos alveolares
(Rojanarat et al., 2011). NPs de PLGA carreando simultaneamente rifampicina,
isoniazida e pirazinamida foram desenvolvidas pelo método de emulsificagdo
seguida de evaporacao de solvente (Johnson ef al., 2005). Cobaias infectadas com M.
tuberculosis foram tratadas, por via oral, com estas NPs e demonstraram o mesmo
efeito de redugdo nas células viaveis de M. tuberculosis isoladas de pulmao e bago
que os antimicrobianos ndo encapsulados. A diferenca ¢ que as drogas livres foram
administradas diariamente durante seis semanas (46 doses), enquanto as mesmas
concentragdes dos antimicrobianos carreados nas NPs foram administradas apenas 5
vezes durante o mesmo periodo (uma dose a cada 10 dias), mostrando que as NPs
podem liberar os antimicrobianos de maneira controlada, sendo uma estratégia
efetiva, podendo contribuir at¢ com a melhor adesdo do paciente ao tratamento da

tuberculose (Johnson et al., 2005).
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Tabela 2. Exemplos de arranjos nanoestruturados com atividade contra micobactérias

Arranjos Antimicrobianos Patogeno alvo Referéncia
Lipossomos

Fosfatidilcolina/ Bacteriocinas M. tuberculosis/  (Sosunov et al.,

cardiolipina in vitro e in vivo  2007)

Fosfatidilcolina/ Acido tsnico M. tuberculosis/ (Lira et al.,

colesterol/ estearilamina
ou acido fosfatidico

Fosfatidilcolina/ colesterol

Fosfatidilcolina/
colesterol/ dicetilfosfato

ou ligantes de macréfagos

alveolares
DOD

Lecitina de soja/
fosfatidilcolina e/ou
colesterol
Fosfatidilcolina/
colesterol/ diestearoil-

glicero-fosfoetanolamina-

polietilenoglicol
Fosfatidilglicerol/

fosfatidilcolina/ colesterol

Quitosana

PLGA

Silica mesoporosa/
polietilenoimina ou
ciclodextrina
Alginato

PLGA

PLGA

Alginato

PLGA

Poli(butil cianoacrilato)

Isoniazida*

Rifampicina

Rifampicina

Rifampicina

Amicacina

Amicacina,
Estreptomicina,
Ciprofloxacina

NPs
Prata

Rifampicina,
Tioridazina

Isoniazida, Rifampicina

Isoniazida, Rifampicina,
Pirazinamida
Isoniazida, Rifampicina,
Pirazinamida
Rifampicina,
Capreomicina, Acido
paraamino salicilico
Econazol, Etambutol,
Rifampicina, Isoniazida,
Pirazinamida

Econazol,
Moxifloxacino,
Rifampicina
Moxifloxacino

in vitro

M. bovis/ in
Vitro

M. tuberculosis/
in vitro € in vivo

M. tuberculosis
e M. smegmatis/
in vitro
MAC/ in vitro e
in vivo

MAC/ in vivo

MAC/ in vitro e
in vivo

M. smegmatis/
in vitro

M. tuberculosis
e M. bovis/ in
Vitro € in vivo
M. tuberculosis/
in vitro

M. tuberculosis/
in vivo
M. tuberculosis/
in vivo
M. tuberculosis/
in vitro

M. tuberculosis/
in vivo
M. tuberculosis/

in vivo

M. tuberculosis/
in vitro

2009)

(Rojanarat et al.,
2011)
(Vyasetal.,
2004)

(Barbassa et al.,
2011)

(Zaru et al.,
2009)

(de Steenwinkel
etal.,2007)

(Salem et al.,
2005)

(Jena et al.,
2012)
(Vibe et al.,
2016)

(Clemens et al.,
2012)

(Zahoor et al.,
2005)
(Johnson et al.,
2005)
(Lawlor et al.,
2012)

(Ahmad et al.,
2007)

(Ahmad et al.,
2008)

(Kisich et al.,
2007)

*Prolipossomos
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Combinar um antimicrobiano pouco soluvel em agua, como a CLA, em
carreadores nanoestruturados também facilitam a entrega deste farmaco,
principalmente quando envolve patdgenos capazes de sobreviverem no interior de
macrofagos. Assim, na Tabela 3, estdo exemplificados alguns arranjos carreadores de
CLA descritos na literatura, com atividade antimicrobiana. CLA lipossomal ou
complexada com ciclodextrina foram comparadas quanto a atividade contra
complexo Mycobacterium avium (MAC) infectando macréfagos humanos (Salem e
Duzgunes, 2003). Lipossomos de fosfatidilcolina e fosfatidilglicerol carreando CLA
foram discretamente mais efetivos contra o crescimento de MAC intracelular do que
o farmaco livre. J4 a eficacia de CLA complexada com ciclodextrina contra MAC em
macrofagos foi menor do que a CLA livre (Salem e Duzgunes, 2003). Um outro
estudo comparou lipossomos catidnicos, anidnicos € neutros quanto a eficacia e
seguranca de arranjos carreando CLA (Alhajlan et al., 2013). Os lipossomos
positivamente carregados eram compostos de brometo de didecildimetilamonio
(DDAB), DPPC e colesterol (propor¢do molar de 4:2:1), os lipossomos
negativamente carregados, compostos de dicetilfosfato (DCP), DPPC e colesterol
(propor¢do molar de 4:2:1), e os lipossomos sem carga, compostos de DPPC e
colesterol (propor¢do molar de 6:1). Neste caso, os lipossomos negativamente
carregados foram os que incorporaram maior quantidade de CLA (30%) em
comparagdo com 0s lipossomos neutros e catidnicos (que incorporaram 16% e 5%,
respectivamente). Apesar de incorporar menor quantidade de farmaco, os lipossomos
cationicos combinados com CLA foram os mais eficientes, inibindo o crescimento
ou mesmo matando células de P. aeruginosa MR (isoladas de secre¢des de fibrose
cistica) nas menores concentracdes, além de também eliminar completamente as
células em biofilme de uma cepa de isolado clinico de P. aeruginosa. No entanto,
quando células pulmonares foram expostas ao dobro da CIM de cada lipossomo, as
viabilidades celulares foram de 100%, 99% e 1% para os lipossomos anionicos,
neutros e catidnicos, respectivamente. Assim, lipossomos negativamente carregados
como carreadores de CLA foram menos toxicos e bastante eficazes na reducao de P.

aeruginosa (Alhajlan et al., 2013).



Tabela 3. Exemplos de arranjos carreadores de CLA
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Arranjos [CLA] Patogeno alvo Referéncia
incorporada
ug/mL / %
Lipossomos
DDAB/DPPC/Col* (catidnicos) ou 57175,7 P. aeruginosa (Alhajlan et
DCP/DPPC/Col* (ani6nicos) ou 303 /30,3 de fibrose al.,2013)
DPPC/Col* (neutros) 159/15.9 cistica —
biofilmes/ in
Vitro
Fosfatidilcolina/ Col/ colesteril- -/92,4-97,8 MRSA — (Meng et al.,
dimetilamino-etilcarbamato/ intracelular e 2016)
polietilenoglicol e/ou aglutinina de biofilmes/ in
gérmen de trigo (Catidnicos) vitro € in vivo
Fosfatidilglicerol/fosfatidilcolina/Col  0-152/0-61,7 MAC - (Salem e
intracelular/ in Duzgunes,
vitro 2003)
Fosfatidilcolina/ Dicetilfosfato/Col 220-300/22- MAC- (Onyeji et al.,
30 intracelular/ in 1994)
Vitro
NPs
Quitosana modificada/ PLGA -/ 0,25 Staphylococcus ~ (Takahashi et
(Catidnicas) epidermidis — al.,2016)
biofilmes/ in
Vitro
Etil celulose 860 / 86,0 H. pyloril in (Pan-In et al.,
Vvitro € in vivo 2014)
PLGA/ acido acetohidroxamico 530,1/53,1 H. pyloril in (Jain et al.,
conjugadas com concanavalina vitro 2015)
PLGA -/57,4-80,2 H. pyloril in (Lotfipour et
vitro al.,2016)
PLGA (Anidnicas) 501-717/ S. aureus/ in (Mohammadi
57,4-80,2 vitro etal.,2011)

*Col: Colesterol

A incorporagdo de CLA em arranjos nanoestruturados contendo o lipide
cationico DOD em combinagao com o polieletrdlito anidnico CMC, poderia facilitar
a internalizacao celular destes, liberando o antimicrobiano no mesmo local em que
estdo localizados os patdgenos intracelulares, o que representa uma abordagem
interessante para o tratamento de micobactérias de crescimento rapido. Além disso, a
presenca de uma camada externa de PDDA nestes arranjos poderia fornecer cargas
positivas ao sistema para facilitar a interagdo com os patdogenos, bem como maior
poténcia antimicrobiana ao arranjo, visto que ¢ um polimero microbicida (Melo et

al., 2010; Carrasco et al., 2015; Sanches et al, 2015). Trés compostos
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antimicrobianos distintos (CLA, DOD e PDDA) presentes em um mesmo arranjo
supramolecular poderiam eventualmente agir em sinergismo, aumentando a poténcia
antimicrobiana do arranjo preparado. As estruturas quimicas dos compostos
utilizados na preparacdo de arranjos supramoleculares descritos ao longo deste

trabalho estdo demonstradas na Tabela 4.

Tabela 4. Estruturas quimicas do lipide catidénico, dos polimeros e do antimicrobiano
utilizados na preparagdo dos arranjos descritos neste trabalho.

Nome (abreviagao) do composto Estruturas quimicas
Brometo de Dioctadecildimetilamonio +N Vs o
r
(DOD) e
Carboximetilcelulose sodica OR
(CMC) ) %"%y*
OR

Cloreto de poli(dialildimetilamonio) Hy Hy
(PDDA) 4/0 C\>

Claritromicina
(CLA)
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1.4. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de novos arranjos
supramoleculares, combinando o lipide catidonico DOD com polimeros, na presenga
ou auséncia de um antibidtico tradicional, para avaliar suas atividades contra
bactérias multirresistentes ou micobactérias de crescimento rapido.

De maneira mais especifica, este trabalho teve como objetivos, num primeiro
momento, avaliar a atividade das nanoparticulas hibridas de DOD BF/CMC/PDDA,
sem um antibidtico tradicional, contra amostras clinicas de micro-organismos
multirresistentes, bem como elucidar o mecanismo de agao microbicida das mesmas.
Particularmente, foram utilizadas cepas multirresistentes de P. aeruginosa e K.
pneumoniae como bactérias Gram-negativas, MRSA como bactéria Gram-positiva, e
C. albicans resistente ao fluconazol como levedura.

Em um segundo momento, os objetivos especificos deste trabalho foram a
preparagdo e caracterizagao de novos arranjos supramoleculares carreadores de um
antibidtico tradicional (CLA), anidnicos ou catidonicos (compostos respectivamente
por CLA/DOD/CMC ou CLA/DOD/CMC/PDDA), bem como avaliar a incorporacao
de CLA nestes arranjos e a sua atividade antimicrobiana contra M. abscessus
intracelular ou na inibicao da formacao de biofilmes, além de determinar a toxicidade

destes arranjos frente a interagdo com macrofagos.
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2. METODOS
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2. METODOS

2.1. Materiais

Carboximetilcelulose sédica (CMC), de baixa viscosidade e com grau de
substitui¢do médio de 0,60 — 0,95 (#9004-32-4), agar mueller hinton (AMH) e Agar
Sabouraud com 4% Glicose (AS) foram obtidos da Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany). Brometo de dioctadecildimetilamoénio (DOD), cloreto de
poli(dialildimetilamo6nio) (PDDA) com 20% peso em agua, e MM: 100.000 a
200.000 g/mol, claritromicina (CLA) (= 98% pureza ¢ MM: 747,95 g/mol), D-
glicose (= 99,5% pureza), RPMI-1640, acetato de forbol-miristato (PMA),
dimetilsulfoxido (DMSO) e &cido perclérico foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany). Caldo luria broth (LB) foi obtido da Life Technologies
(Itapevi, Brasil), dgar agar obtido da Oxoid (Basingstoke, Inglaterra) e caldo
Mueller-Hinton 11, cation ajustado, obtido da Difco (Becton Dickinson & Co.,
Sparks, MD, USA). Fostato dissodico, molibdato de amonio, acido ascérbico, cloreto
de sodio, difenilcarbazona, nitrato de mercurio e caldo Tryptic Soy Broth (TSB)
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany). Ampicilina sodica foi obtida da
Teuto Brasileiro S/A (Anapolis, Brasil), tripsina e soro fetal bovino da Gibco (Life

Technologies, Denmark). Em todas as preparacdes foi utilizada agua ultrapura.

2.2. Procedéncia e cultivo de micro-organismos de importancia clinica

Nos ensaios microbiologicos deste trabalho foram utilizadas as cepas
American Type Culture Collection (ATCC): P. aeruginosa ATCC 27853, K.
pneumoniae ATCC 700603, S. aureus ATCC 29213 e/ou C. albicans ATCC 90028.
As cepas de micro-organismos MR foram disponibilizadas pelo laboratorio do Prof.
Sampaio, oriundas do banco de amostras clinicas do grupo Fleury, cuja numeracao
de controle interno esta descrita entre parénteses. Os micro-organismos utilizados
foram: P. aeruginosa MR (D5170990), K. pneumoniae MR e produtora de
carbapenemase do tipo KPC (D7140169), S. aureus resistente a meticilina — MRSA
— (E1260359) e C. albicans resistente (R) a fluconazol (D6191267). As cepas



METODOS | 48

bacterianas foram isoladas de amostras de sangue, ¢ a cepa de levedura, de secrecao
vaginal. A cepa de MRSA apresenta resisténcia a oxacilina e a todos os beta-
lactamicos. A cepa da P. aeruginosa MR apresenta resisténcia as cefalosporinas,
carbapenémicos, amicacina, aztreonam e polimixina B. A cepa de K. pneumoniae
KPC+ apresenta resisténcia as penicilinas, aminoglicosideos, cefalosporinas,
carbapenémicos, cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprima, polimixina B e
fosfomicina. A cepa de C. albicans ¢ resistente ao fluconazol.

As cepas de micobactérias utilizadas foram: M. abscessus ATCC 19977,
Mycobacterium peregrinum ATCC 700686, e quatro amostras clinicas de M.
abscessus (M1, M2, M3 e M4), isoladas de escarro (M1, M3 e M4) e de lavado
bronquico alveolar (M2). As espécies das amostras clinicas M1-M4 foram
previamente identificadas como Mycobacterium abscessus susbsp. abscessus, por
metodologia especifica para a diferenciagdo de subespécies (sequenciamento parcial
do gene rpoB, cuja sequéncia obtida foi comparada com as sequéncias de micro-
organismos depositadas no banco de dados internacional GenBank, com 100,00 % de
similaridade com a cepa padrao de M. abscessus susbsp. abscessus). A cepa de S.
aureus utilizada como controle no ensaio da quantificagdo de CLA presente nos
nanoarranjos foi a ATCC 29213. Todas estas cepas também foram disponibilizadas
pelo laboratoério do Prof. Sampaio, oriundas do banco de amostras clinicas do grupo
Fleury, e a numeragao de controle interno das amostras clinicas esta descrita a seguir:
M1 (E3263161), M2 (F7163073), M3 (F6053131) e M4 (F4073131).

As cepas microbianas foram reativadas a partir de amostras congeladas (-
80°C), em microtubos contendo caldo TSB com 15% de Glicerol. Tais amostras
foram semeadas em placas com agar mueller-hinton (AMH), agar luria-broth (ALB)
ou ainda agar sabouraud (AS), no caso das leveduras, e incubadas por 24/48 horas
em estufa a 37°C (no caso das bactérias e leveduras) ou por 5-7 dias em estufa a
30°C (no caso das micobactérias). Algumas coldnias isoladas desta cultura foram
transferidas para um tubo contendo solucdo de D-glicose 0,264 M e/ou caldo
mueller-hinton II (MHB-II) para o preparo de uma suspensdo microbiana que foi
padronizada de acordo com o tubo 0,5 da escala de McFarland (Chapin e Lauderdale,

2007).
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2.3. Preparacio das particulas de DOD BF/CMC/PDDA por auto-
associaciao, conforme previamente descrito em (Melo et al., 2010)

As nanoparticulas (NPs) de DOD BF/CMC/PDDA foram preparadas
utilizando a dispersao dos fragmentos de bicamada (BF) do lipide cationico DOD
como base. Para a preparacdo de DOD BF, o p6 de DOD foi disperso em solucgdo de
D-glicose 0,264 M e submetido a processo de ultrassom por sonicagdo, com sonda de
titanio e ultrassom com poténcia de 90 W, por 20 minutos a 70 °C (Carmona-Ribeiro
et al., 1991; Carmona-Ribeiro, 1992). Este processo dispersa o p6 anfifilico em
solugdo aquosa através do fornecimento de alta energia na amostra, que produz
vesiculas de bicamada e as rompe, gerando os BF. O proprio processo de sonicagdo
aquece a amostra a temperaturas acima da transi¢ao de fase da bicamada de DOD
(transicao de fase de gel para liquido-cristalino da bicamada). Apds o preparo de
DOD BF, mas antes de prosseguir com a preparacao das NPs e a caracterizacdao da
amostra por espalhamento de luz dinamico (DLS), foi realizada a titulacdo com
nitrato de merctrio a fim de determinar a concentragao analitica de DOD (Schales e
Schales, 1941). Nesta titulagdo, os ions mercurio reagem com os ions brometo,
formando brometo de mercurio. O excesso de ions mercurio forma um complexo
com a difenilcarbazona (indicador), mudando a cor da solucdo de amarelo para
purpura.

A dispersao de DOD BF, a uma concentracao de 0,1 mM, interagiu com uma
solucdo de CMC, a 0,1 mg/mL de concentra¢do final, durante 20 minutos, para
obten¢do de um arranjo anidénico composto por DOD BF/CMC. A esta dispersao foi
adicionada uma solu¢ao de PDDA, em uma concentragdo final de 0,1 mg/mL, que
interagiu por mais 20 minutos, para obter o arranjo cationico final, composto por
DOD BF/CMC/PDDA, conforme previamente descrito em (Melo ef al., 2010). Apos
o preparo das NPs, as amostras foram caracterizadas por DLS. A producao das NPs
hibridas de DOD BF/CMC/PDDA, e sua caracterizagdo quanto ao didmetro médio e
potencial-zeta esta de acordo com os dados publicados anteriormente (Melo et al.,

2010).
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2.4. Preparacio das nanoparticulas de CLA/DOD pelo método da injecao
etandlica, estabilizadas por CMC e auto-associadas com PDDA

CLA ¢ um farmaco cuja solubilidade em agua ¢ de 0,33 mg/L. Em etanol,
CLA e o lipide DOD sao soluveis, portanto uma solucdo etanolica estoque foi
preparada pela co-solubilizagdo de CLA e DOD, e 250 uL desta solu¢do foi injetado
em solucdo aquosa, com auxilio de microsseringa, em volume final de 10 mL, sob
constante e vigorosa agitagdo e em banho-maria, a 50 °C, conforme método
previamente descrito para combinar farmacos hidrofobicos, pouco soliveis em agua,
com o lipide cationico DOD (Lima et al., 2016). A temperatura de aquecimento
utilizada neste método ndo ¢ suficiente para interferir com a atividade do
antimicrobiano. A inje¢do da solugdo etanolica em solu¢do aquosa dispersou
antimicrobiano e lipide combinados em particulados e/ou agregados
nanoestruturados.

Solugdo etandlica estoque foi preparada em trés diferentes proporcoes
molares de CLA/DOD: 1:1, 1:2 ¢ 2:1 (7:7 mM, 7:14 mM e 7:3,5 mM), e inicialmente
injetadas em solucdo de D-glicose 0,264 M, formando dispersdes de baixa
estabilidade coloidal. Assim, estas mesmas solugdes etanolicas estoque a diferentes
propor¢des molares de CLA:DOD foram injetadas em solugdo aquosa contendo o
polieletrolito anidnico e biocompativel CMC (a 0,1 mg/mL) como agente
estabilizante da dispersao, permitindo aumento da estabilidade coloidal da dispersao.
Entdo, a solugdo etanolica na propor¢cao molar de 2:1 CLA/DOD, contendo a menor
concentracdo de DOD, foi selecionada para ser injetada em solugdes de diferentes
concentragdes de CMC (0,005 a 1,0 mg/mL). A dispersdao contendo CLA/DOD/CMC
a 130/ 53/ 100 pg/mL, respectivamente, foi adicionada de solucdo do polieletrolito
cationico PDDA em diferentes concentragdes (0,005 a 1,0 mg/mL), sendo que a
concentra¢do de 100 pg/mL de PDDA foi escolhida para revestir as NPs anionicas de
CLA/DOD/CMC, produzindo NPs cationicas de CLA/DOD/CMC/PDDA. Apds a
injecdo, as dispersdoes foram caracterizadas por DLS, por até¢ 7 dias apds o seu
preparo, para acompanhar a estabilidade coloidal. Um esquema representando o
método de injecdo da solugdo etandlica de CLA/DOD em solucdo aquosa esta na

Figura 2.
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Desta maneira foram obtidas as NPs carreadoras de CLA pelo método da
injecdo etanolica: anidnicas formadas por CLA/DOD/CMC e catidnicas, de
CLA/DOD/CMC/PDDA, que foram posteriormente comparadas quanto a
incorporacdo de CLA, atividade antimicrobiana contra micobactéria de crescimento
rapido de importancia clinica, como Mycobacterium abscessus, e toxicidade frente a

macrofagos.

—T1— Solucio de CMC
=/ >—> Banho-maria a 50°C

&} L\_) . ’ s
Aquecedor/ agitador automatico

Figura 2. Injecdo de solugdo etandlica de CLA/DOD em solucdo aquosa de CMC para o
preparo das dispersdes de CLA/DOD/CMC.

2.5. Determinacio de diAmetro hidrodinAmico médio, polidispersidade e
potencial zeta das dispersdes por espalhamento de luz dinamico (DLS)

A caracterizacdo das dispersdes por DLS foi realizada em equipamento
ZetaPlus Zeta-Potential Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation, Holstville,
NY, USA), equipado com laser de 570 nm. O didmetro hidrodindmico médio (Dz) e
a polidispersidade (P) das amostras foram determinados por espalhamento quase-
elastico da luz, com detector de foto-correlagao de luz espalhada fixo em 90°. Como
as particulas sdo fontes secundarias de luz espalhada, e estdio em movimento
“Browniano”, produzem flutuagdes desordenadas na intensidade de luz espalhada,
com um procedimento temporal dependente do tamanho e forma da particula.
Quando a particula atravessa o feixe de luz incidente ocorre redugao da intensidade
de luz transmitida, que ¢ quantificada pelo decaimento da fun¢do de autocorrelagao

temporal das flutuagdes da intensidade da luz espalhada, tornando possivel medir
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diretamente o coeficiente de difusdo translacional, o qual estd inversamente
relacionado com o raio hidrodindmico da particula (Pecora, 2000). Para uma
dispersdo diluida, o didametro médio das particulas pode ser calculado através da
equagdo de Stokes-Einstein Dy = k,T / 6mn(t)d, em que k, ¢ a constante de
Boltzmmann (1,38054 x 107'® erh/deg), T ¢ a temperatura em Kelvin, n(t) é a
viscosidade do solvente e d, o diametro médio do particulado (Hanus e Ploehn, 1999;
Pecora, 2000). Portanto, para uma particula esférica ¢ possivel calcular o seu raio
hidrodinamico (Dz), o qual inclui uma camada de solvatagao.

Ja a determinacdao do potencial zeta ({) das particulas ¢ baseada pelo
“eletrophoretic light scattering”, pelo principio de que quando ¢ aplicado um campo
elétrico em particulas carregadas, estas movem-se para o pélo positivo ou negativo
do campo aplicado, causando mudanga na frequéncia da luz de laser espalhada
(Shaw, 1992). O sentido que elas tomam ¢ indicac¢ao do sinal da carga que carregam,
e a velocidade com que se movem ¢ proporcional ao valor da carga. Assim, ¢
determinado o potencial no plano de cisalhamento da particula, através da
mobilidade eletroforética (n) e da equagdao de Smoluchowski (= un/§, em quen ¢ a
viscosidade do meio e &, a constante dielétrica), admitindo um determinado tamanho
de particula na presenca de um campo elétrico (O'Brien e White, 1978). Todas as
medidas de potencial zeta foram feitas em pH da dgua (6.3-6.5) e sem uso de tampao.
A condutividade variou entre as dispersdes analisadas, sendo geralmente proxima ou
inferior a condutividade apresentada por uma solucdo de 1 mM de KCI (146,9

uS/cm) (Wu et al., 1994).

2.6. Determinacao de lise de microorganismos por extravasamento de
compostos fosforilados do intracelular e dosagem de fosforo inorganico
Foi avaliada liberagdo de compostos fosforilados intracelulares das cepas
ATCC e MR dos micro-organismos apés interacdo com NPs, DOD BF ou PDDA.
Todas as cepas microbianas foram reativadas a partir de amostras congeladas, e apds
crescimento em AMH (ou AS), algumas colonias isoladas foram transferidas para
uma solucao aquosa de NaCl 1 mM, e a turbidez desta suspensdo bacteriana foi
ajustada a uma absorbancia de aproximadamente 0,400, a 625 nm. No caso da

levedura (C. albicans), a turbidez foi ajustada em valores proximos a 1,000 de
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absorbancia. Aliquotas de 1,5 mL desta suspensdo foram transferidas para
microtubos e centrifugadas (6000 rpm/15 minutos) para formar um pellet de células.
O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em 0,5 mL da suspensao
do arranjo desejado. A mistura de micro-organismos € arranjos antimicrobianos
interagiu por lh. As suspensdes de DOD BF e PDDA que interagiram com as
células, estavam em diferentes concentragdes, variando de 2 até 10° mM de DOD ou
mg/mL de PDDA, respectivamente. J& as concentragdes de PDDA nas NPs variaram,
com uma diluicao seriada de fator 2, desde 1 até 1:128

Apo6s 1h de interagdo cé¢lulas-arranjos, as misturas foram novamente
centrifugadas (6000 rpm/ 15 minutos) para posterior determinagdo da concentragdo
de fosfato inorganico (P1) extravasado para o sobrenadante, de acordo com o método
colorimétrico previamente descrito (Carmona-Ribeiro, 2012). Como controle
positivo, Pi foi determinado a partir de suspensdes microbianas puras, em NaCl 1
mM, sem contato com os arranjos cationicos antimicrobianos, ¢ ainda sem serem
submetidas a segunda centrifugacdo (para remog¢do das células e analise do
sobrenadante). Como controle negativo, Pi foi também determinado no sobrenadante
destas suspensdes microbianas puras, apds entdo serem submetidas a segunda
centrifugacdo. Isto para analisar a possivel lise celular em auséncia de qualquer
agente litico ou antimicrobiano. As interagdes células-arranjos antimicrobianos
ocorreram em concentragdes celulares que variaram de 2x10®* a 6x10'"' UFC/mL para
as bactérias, e 7x10° a 1x10’ UFC/mL para as leveduras.

A determinacao de Pi procedeu-se conforme previamente descrito (Carmona-
Ribeiro, 2012). Em suma, duas aliquotas de 50 uL e uma de 100 pL. do sobrenadante
das amostras (ou da amostra em si, no caso do controle positivo) foram transferidas
para tubos de vidro, os quais foram submetidos a aquecimento em torno de 100°C até
completa evaporacao das aliquotas. Entdo os tubos foram resfriados até temperatura
ambiente e acrescentados de 0,3 mL de acido perclorico 70% para digestdo
molecular e liberacdo do fosfato inorganico. Entdo, os tubos foram fechados com
bolas de vidro, a fim de evitar a evaporagdo do acido, e aquecidos a 180°C, em um
banho seco, dentro da capela, por lh. Apods, os tubos foram resfriados até
temperatura ambiente, ¢ adicionados sequencialmente de 1 mL de agua ultrapura, 0,4

mL de uma solucao a 1,25% de molibdato de amoénio e 0,4 mL de uma solucao a 5%
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de acido ascorbico, sendo submetidos a uma cuidadosa agitacdo apos cada adi¢ao. Os
tubos, entdo, foram novamente fechados com as bolas de vidro e inseridos em banho
fervente por 5 minutos. Apds resfriarem a temperatura ambiente, procedeu-se com as
leituras de absorbancias de cada amostra, a 795 nm. Uma curva de calibragdo a partir
de tubos contendo aliquotas de 0, 10, 30, 50, 70, 90 ¢ 100 pL de uma solucao
padronizada de fosfato dissdédico — Na,HPO4 — a 1 mM, e submetidos ao mesmo
processo descrito acima, foi preparada a cada experimento de determinagao de Pi.

A lise celular bacteriana ¢ assumida como sendo linearmente relacionada a
porcentagem de extravasamento de compostos fosforilados detectados no
sobrenadante. Esta porcentagem ¢ calculada através da relagdo entre a concentracao
de Pi no sobrenadante da amostra e a concentragdo de Pi no controle positivo
(Martins et al., 1997):

% extravasamento de fosfato = 100 x [Pi(sobrenadante)/Pi(controle)]

Todos os arranjos de NPs, DOD BF ou PDDA que interagiram com as
células, para andlise do extravasamento de fosfato inorganico, foram previamente

preparados em solug¢do aquosa de NaCl 1 mM.

2.7. Determinac¢ao da incorporac¢iao de CLA nas CLA NPs

A CLA, sendo um farmaco com baixo valor de & ou seja, com baixa
capacidade de absorcdao de luz, ndo pdde ser determinada nos arranjos de DOD e
polimeros através de espectrofotometria. Os antimicrobianos da classe dos
macrolideos ndo possuem grupos cromoforos suficientes, que permitiriam a detecgao
direta por espectrofotometria. Além disso, esta classe de antimicrobianos absorve luz
em baixos comprimentos de onda, o que contribui para a presenga de muitos
interferentes. Por isso, para ser determinado espectrofotometricamente, precisariam
ser derivatizados ou complexados a outros compostos coloridos (Bekele e Gebeyehu,
2012). Por isso, diferentes estratégias para determinar a incorporagao de CLA nas
NPs foram utilizadas, tais como técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada com espectrometria de massas (HPLC-MS) (Snyder et al., 2009;
Rodriguez-Aller et al., 2013) para confirmar a presenga de CLA, ou ainda ensaio
microbiologico para determinacdo da CIM da CLA, para quantificar a CLA

incorporada aos arranjos.
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2.7.1. Dialise para remoc¢ao da CLA livre
Amostras de 10 mL de cada dispersdo, previamente preparada pelo método da

injecdo etanodlica, foram adicionadas em membranas de celulose e submetidas a
extensiva didlise (separadamente), em 100 mL de agua, durante 24 horas, com quatro
trocas da solugdo dialisante, a fim de remover todo o excesso de CLA nao

combinado as NPs.

2.7.2. Determinacio da incorporacio de CLA nas NPs por HPLC-MS
A técnica de HPLC ¢ utilizada para separar, identificar e quantificar

componentes de uma mistura, em que cada componente interage diferentemente com
os materiais adsorventes da coluna, levando a separacdo dos compostos conforme
estes saem da coluna, a velocidades distintas, isto €, em tempos de retengdo distintos
(Snyder ef al., 2009). Ja a técnica de MS ¢ utilizada para medir a relacdo massa/carga
(m/z) de particulas carregadas, sendo que a amostra ¢ ionizada, formando particulas
carregadas (ions) que sdo separadas de acordo com sua razdo m/z, e o sinal do ion
detectado ¢ mostrado em espectro de massa. Ao acoplar a técnica de MS ao HPLC, ¢
possivel a combinagdo das capacidades de separacdo dos componentes pelo HPLC
com a capacidade de analise de massas do MS. Tal combinagdo oferece maior
sensibilidade e especificidade para analisar componentes de particular interesse
(consequentemente de particular massa) (Rodriguez-Aller ef al., 2013).

Para serem analisadas por HPLC-MS, aliquotas de 100 puL das amostras,
antes ¢ apds a didlise, foram liofilizadas e, entdo solubilizadas em 30 pL de
acetonitrila (solvente da CLA) e o volume completado com agua para 100 pL. As
amostras foram avaliadas em equipamento de HPLC da Shimadzu modelo LC20AD
e espectrometro de massas modelo Esquire 3000 Plus, da Bruker. Para tal
determinagdo, foi utilizada coluna analitica para separagdo cromatografica Gemini
C18 (250 mm x 4,6 mm, 5u), em forno a 40°C e fluxo de 0,5 mL/min. O
comprimento de onda do detector foi fixado a 210 nm e o volume da injecdo foi de 5
uL. Para fase movel, foram utilizados solventes A e B, em que solvente A
corresponde a agua, acido formico 0,1% e acetato de amonio 5 mM, e solvente B ¢
metanol (Shin et al., 2008). A eluicdo de amostra ¢ feita em gradiente de solvente tal

que a fase movel contem proporgdes varidveis dos dois solventes. A curva de
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gradiente da fase movel, com as respectivas propor¢oes do solvente B (metanol), ao

longo do tempo da andlise esta demonstrada na Figura 3.
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Figura 3. Porcentagem de metanol (solvente B) presente na fase movel em fungdo do tempo
da realizagdo do cromatograma do HPLC.

O espectrometro de massas ¢ equipado com fonte electrospray, operando no
modo positivo, a uma voltagem de 4 kV e temperatura de 300 °C. A presenca da
CLA nas dispersdes é confirmada pela observagdo do pico [M+H]" da CLA a uma
relagdo massa/carga (m/z) por volta de 748 e pela fragmentagdo desse pico, gerando

fragmento em m/z de 590 (MM CLA: 747,95 g/mol) (Li et al., 2006).

2.7.3. Incorporacio de CLA nas NPs (% Inc) por determinacdo da CIM de CLA
CIM de CLA contra cepa ATCC 29213 de S. aureus ¢é de 0,12 a 0,5 pg/mL

(CLSI, 2015). Desta maneira, a CIM de CLA foi utilizada para estimar a % Inc nas
CLA NPs. Como controles, as CIM de DOD, CMC ou PDDA, ou das NPs sem CLA
(DOD/CMC e DOD/CMC/PDDA) contra S. aureus também foram determinadas. Em
placa de microdiluicdo com 96 pocos, cada linha continha 50 pL das CLA NPs ou
dos controles previamente diluidos seriadamente (fator 2), em MHB-II. Entao, 50 uL.
da suspensao bacteriana, previamente preparada de acordo com escala 0,5 McFarland
e diluida 1:100 em MHB-II, foi inoculada em cada po¢o da microplaca, que foi
incubada a 37 °C/ 18-24 h para posterior observacao visual dos pogos turvos e/ou
com a presenga de aglomerado de células bacterianas no fundo do pogo. A CIM ¢
considerada a menor concentracdo do composto que inibe completamente o

crescimento bacteriano. A Figura 4 ilustra um esquema da microplaca e a sequéncia
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da dilui¢do seriada dos controles e das NPs, antes da adicao da suspensao bacteriana.
A solugdo estoque de CLA (64 ug/mL) ap6s adicao do inoculo bacteriano foi diluida
para 32 pg/mL, sendo que o mesmo ocorre para todos os outros compostos isolados
ou NPs testados (concentracdes iniciais de 53, 100 e 100 pg/mL para DOD, CMC e
PDDA, respectivamente). Também foram realizados controle negativo (somente
MHB-II, sem bactérias) e positivo do experimento (somente bactéria em MHB-II,
sem antimicrobianos). Os experimentos foram realizados em duplicata. O valor da
CIM obtida para a solugdo estoque de CLA foi assumido como a quantidade de CLA
presente na diluicdo das CLA NPs que inibiu o crescimento bacteriano, sendo entdo
multiplicado por esta diluicdo para estimar a concentracdo de CLA presente na
dispersdo inicial das CLA NPs. Assim, com os valores de CLA presente nas CLA

NPs antes e ap0s a didlise, foi calculada a % Inc = 100 [CLA Japes diatise / [CLA Jantes
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Figura 4. Esquema da microplaca para determinagdo da CIM da CLA livre ou combinada as
NPs, para a cepa ATCC 29213 de S. aureus, em que um composto/NPs foi adicionado em
cada linha (A-H), e realizada dilui¢do seriada (fator 2) do poco 1 em dire¢do ao pogo 11. O
poco 12 foi mantido apenas com meio de cultura e D-glicose, para controle (C+).
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2.8. Determinacio da atividade antimicrobiana

2.8.1. Atividade de NPs de DOD BF/CMC/PDDA contra micro-organismos
multirresistentes por plaqueamento e contagem de viaveis
A atividade antimicrobiana das particulas hibridas e dos compostos catidnicos

de maneira isolada (DOD BF e PDDA) foi realizada em ensaios com 1 hora de
interacao entre 0,5 mL da suspensao microbiana padronizada e 0,5 mL de diferentes
diluigdes das NPs ou do PDDA. No caso das NPs, a atividade antimicrobiana foi
avaliada em fun¢do da concentragdo dos compostos cationicos hibridizados,
principalmente o PDDA, cuja localiza¢do no arranjo supramolecular ¢ mais externa.
ApoOs o tempo de interacdo, procedeu-se com o plaqueamento (semeadura em
superficie), em triplicata, em AMH ou AS, de 100uL de cada concentragdo dos
arranjos avaliados, diluidos em até 100.000 vezes, em solucdo de D-glicose 0,264 M.
As placas foram incubadas a 37°C/24 ou 48 horas para posterior contagem das
unidades formadoras de colonias (UFC). O controle positivo foi realizado pela
interacao de 0,5 mL da suspensdao microbiana e 0,5 mL de solu¢do de D-glicose
0,264 M, e posteriormente plaqueado apods diluicdo. A viabilidade celular
apresentada como a reducdo do log das células viaveis refere-se a um valor médio da
triplicata da contagem das UFCs + o desvio padrdo médio. As concentracdes
microbicidas minimas (CMM) foram consideradas como as menores concentragoes
de PDDA, tanto livre quanto hibridizado nas NPs, que causaram reducao do log das

células viaveis até zero.

2.8.2. Atividade de CLA NPs contra M. abscessus por determinaciao da CIM
CIM de CLA foi determinada pelo método da microdilui¢ao em caldo contra

cepas ATCC (M. abscessus ATCC 19977 e M. peregrinum ATCC 700686) e
isolados clinicos de M. abscessus (M1-M4) para todos os componentes, NPs sem
CLA e CLA NPs, antes e apos didlise. Microplaca foi preparada com 50 puL de cada
dispersdo e sua diluicao seriada de fator 2, em MHB-II. Entdo, colonias isoladas de
uma cultura fresca de cada cepa foram utilizadas para o preparo de uma suspensao
bacteriana ajustada de acordo com escala 0,5 de McFarland, diluiida em MHB-II em
1:100, e adicionada 50 pL desta suspensdo em cada pogo da microplaca. Controles

também foram realizados na auséncia de bactéria bem como na auséncia de
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antimicrobianos. Microplaca foi incubada a 30°C/ 72 h, embaladas em papel filme
para nao ocorrer desidratacdo do meio, para posterior determinagdo da CIM.

Experimentos foram realizados em duplicata.

2.9. Determinacio da atividade antimicrobiana de CLA NPs contra M.

abscessus infectando macrofagos

2.9.1. Cultivo de células THP-1 e diferenciacio em macrofagos
Células da linhagem de mondcitos humanos THP-1 (ATCC TIB-202™)

foram gentilmente cedidas pelo professor Mario H. Hirata (FCF-USP). As células,
estocadas em nitrogénio liquido, foram descongeladas e cultivadas em garrafas para
cultura de células (100 mm), em meio RPMI 1640 suplementado com 0,2 % de
bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino e ampicilina (100 pg/mL). As
culturas foram mantidas em estufa limpa, a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,,
por 5 a 10 dias, com adigdo e/ou troca de meio de cultura a cada 2-3 dias. O
antimicrobiano ampicilina foi utilizado no meio de cultura das células THP-1 para
evitar a contaminacao das células em expansao.

Entao foi realizada a contagem de células viaveis, utilizando o reagente Azul
de Trypan (1%), em camara de Neubauer, sendo entdo centrifugada (1000 rpm/5
minutos) e o pellet de células ressuspendido em RPMI suplementado, porém sem
ampicila, em volume suficiente para obter a concentragio celular desejada, de 1x10°
células/mL. Desta suspensdo foram distribuidas aliquotas de 1 mL em cada poco de
placa com 12 pogos. As células foram, entdo, estimuladas com 20 ng/mL de acetato
de forbol-miristato (PMA) durante 24 horas (37°C/ 5% CO2), que induz a
diferenciagdo das células em macréfagos ativos, que aderem ao fundo do pogo da
placa. Apds este periodo, o meio de cultura sobrenadante contendo PMA foi
substituido por RPMI suplementado (sem ampicilina), e as placas permaneceram
incubadas (37°C/5% CO2) por mais 72 horas antes de proceder com a infeccdo ou
com o ensaio de citotoxicidade (Oberley-Deegan et al., 2009; Daigneault et al.,
2010). Isto porque células THP-1 tratadas com PMA e, em seguida, repousadas na

auséncia de PMA apresentam aumento de volume citoplasmatico semelhante a
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macrofagos derivados de mondcitos € com adesdo muito mais firme (Daigneault et

al., 2010).

2.9.2. Infeccao dos macrofagos por M. abscessus e interagao com CLA NPs
Células de M. abscessus ATCC 19977 foram cultivadas (30°C/ 48 horas/ 150-

200 rpm) em caldo MHB-II suplementado com 0,1% de Triton-X, para evitar a
formagdo de grumos bacterianos. Entdo, esta suspensdo bacteriana foi padronizada
com escala 0,5 de McFarland, em meio RPMI suplementado com bicarbonato de
sodio e soro fetal bovino, sem ampicilina, seguida de diluigdo em RPMI (1:100) a
fim de obter uma concentracio de aproximadamente 1x10° UFC/mL. O meio
sobrenadante de cada pogo da placa com os macrofagos diferenciados foi removido
para proceder com a infeccdo dos macréfagos através da adigdo de 1 mL da
suspensdo diluida de M. abscessus (adi¢io de 1x10° UFC/mL por pogo contendo
1x10° macrofagos). A infecgdo dos macrofagos ocorreu durante 1 h, na proporgo de
10 bactérias para cada macréfago (multiplicidade de infecgdo — MOI — de 10:1)
(Oberley-Deegan et al., 2009). Apds esse tempo, o meio foi removido e as células
foram lavadas com tampao PBS estéril (dia 0), seguido da adicdo de 3 mL de meio
RPMI contendo: apenas RPMI (controle, na auséncia de antimicrobianos), CLA
livre, NPs sem CLA — DOD/CMC ¢ DOD/CMC/PDDA, ¢ CLA NPs antes e apds
dialise. CLA NPs antes da dialise foram testadas nas concentragdes de 3,25 ou 32,5
pug/mL de CLA. Apos diadlise, CLA/DOD/CMC NPs foram testadas nas
concentragoes de 0,4 ou 4,0 ug/mL de CLA, enquanto CLA/DOD/CMC/PDDA NPs,
nas concentracdes de 0,1 ou 1,0 ug/mL de CLA. CLA livre foi testada nas seguintes
concentragoes: 0,5, 2,0, 3,25 ou 32,5 pg/mL. As NPs sem CLA foram testadas nas
mesmas concentragdes de DOD, CMC e/ou PDDA que as CLA NPs. Macrofagos
infectados com M. abscessus e NPs interagiram por até 4 dias, sendo que nos dias 2,
3 ¢ 4 de interag¢ao foi realizada remoc¢do do meio de cultura e adigdo de 1 mL de
tampdo PBS gelado com 1% de Triton-X, por 5 minutos e homogeneizado até lisar
todas as células aderidas. Entdo, foi realizada diluicdo seriada (fator 10) e
plaqueamento de 100uL (em duplicata) para incubacao a 30 °C/ 5-7 dias, e contagem
de UFC/mL. Experimentos foram realizados em duplicata. Como um controle, foi

realizada determinacao da CIM de todos os componentes € NPs contra M. abscessus
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em meio RPMI, obtendo os mesmos valores de CIM que aqueles obtidos em meio

MHB-II.

2.10. Determinacio de toxicidade das NPs contra macroéfagos por
citometria de fluxo

A citometria de fluxo € um método capaz de analisar componentes estruturais
das células de maneira individual e simultaneamente, ¢ ainda analisar a expressao de
diferentes moléculas do interior ou da superficie celular. Utilizando a técnica de
separador de células por fluorescéncia ativada (Fluorescence-Activated Cell Sorting
— FACS), as células sdo geralmente marcadas com fluorocromos, e a fluorescéncia
emitida pela célula ¢ medida pelo desvio da luz incidente, que sdo especificas para
cada tipo de célula. E um método pratico que permite a contagem e a distingio do
tipo celular, bem como a detec¢do de biomarcadores (Pick et al., 2004).

Macrofagos ndo infectados foram adicionados de 3 mL de RPMI contendo
cada componente ou NPs, interagindo por 2, 3 ou 4 dias. Entdo, o meio de cultura
sobrenadante de cada poco foi coletado, e as células aderidas ao fundo do poco foram
lisadas com 100 pL de tripsina (37°C/ 5 minutos), até que estivessem visivelmente
desprendidas do fundo do pogo, e coletadas junto com o sobrenadante previamente
removido. Os macrofagos em meio RPMI mais a tripsina foram centrifugados (1000
rpm/ 5 minutos), o pellet ressuspendido em 1 mL de tampao PBS contendo 3% de
soro fetal bovino, para lavagem das células, e novamente centrifugados antes de
adicionar solugao de iodeto de propideo (PI) (1 mg/mL), que permaneceu em contato
com as c¢lulas por 5 min, em ambiente escuro e temperatura ambiente. Apds, as
células foram analisadas pela técnica de separador de células por fluorescéncia
ativada FACS, em citometro de fluxo FACS Canto II (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP, e os dados de 10000 eventos (células) por condi¢ao
foram coletados e analisados com auxilio do software FlowJo (Orlando, FL, USA).

PI ¢ uma molécula que se intercala em qualquer DNA, desde que a membrana
celular esteja permeével e/ou danificada, o que ¢ um indicativo de morte celular. Tal
propriedade deve-se ao fato de que marcadores de DNA de elevado peso molecular,

como o PI, ndo sdo passiveis de penetrar na célula intacta em decorréncia do seu
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tamanho, bem como ndao marcam células apoptdticas sem que estas apresentem
alteragdes na permeabilidade da membrana plasmatica, como ocorre nos estagios
finais de apoptose (Darzynkiewicz et al., 1992; Rieseberg et al., 2001). Portanto,
utilizando esta ensaio, ¢ possivel avaliar a integridade de membrana dos macrofagos,
que foi danificada possivelmente decorrente de apoptose tardia ou necrose celular,
nao sendo possivel diferenciar qual o tipo de morte celular presente.

Como controle negativo do experimento, os macrofagos permaneceram em
contato apenas com o meio de cultura RPMI, enquanto como controle positivo de
toxicidade, foi utilizado meio RPMI contendo 10% de DMSO, que permaneceu em
contato com as células aderidas durante 24 horas antes da andlise, o qual acarretou

danos as membranas de cerca de 60-70% dos macrofagos

2.11. Determinacio do crescimento de biofilme de M. abscessus na
presenca das CLA-NPs

Em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato, foram preparadas diluigoes
seriadas (fator 2) de CLA ou NPs, em 50 pL de volume final de meio de cultura
Sauton. Coldnias isoladas a partir de uma cultura fresca de M. abscessus ATCC
19977 foram utilizadas no preparo de uma suspensao bacteriana em meio Sauton,
ajustada de acordo com escala 0,5 de McFarland. Biofilmes bacterianos foram
formados pela imersao de “ponteiras” de uma tampa de microplaca de poliestireno
modificada nos pogos da microplaca de crescimento do biofilme, seguido de
incubagdo a 30 °C/ 72h/ 150 rpm, em um dispositivo de biofilme “Calgary” (Ceri et
al., 1999). Entdo, a tampa com as ponteiras foi lavada por trés vezes em tampao PBS
estéril, e as bactérias estruturadas em biofilme que se mantiveram presas as ponteiras
foram fixadas com metanol por 30 minutos, Apos, prosseguiu-se com coloragdo das
ponteiras com cristal violeta 1,0 % (p/v) por 1h, que entdo foram lavadas trés vezes
com tampao PBS estéril e finalmente descoradas em etanol 100% por 15 minutos
antes de proceder as leituras de absorbancia (em duplicata), a 570 nm, da solucao
etanodlica com o cristal violeta descorado (Howard et al., 2006). Os controles
realizados foram o crescimento do biofilme de M. abscessus na auséncia de
antimicrobianos, € 0 meio de cultura Sauton na auséncia de bactérias. O experimento

foi realizado em duplicata, e multiplas comparagdes entre os dados obtidos foram
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estatisticamente analisadas por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de

Tulkey, sendo que as diferengas foram consideradas significativas quando P<0,05.

2.12. Determinacio de morfologia por microscopia eletronica de

varredura (MEV)

2.12.1. MEYV das dispersdes DOD BF/CMC/PDDA-bactérias apos interacio
Suspensdes de P. aeruginosa MR e dispersoes de NPs (na concentragdo final

de 0,05 mM, 0,05 mg/mL e 0,05 mg/mL de DOD, CMC e PDDA, respectivamente)
ou somente PDDA (a 1,0 mg/mL) interagiram por 1 hora antes de serem
centrifugadas (12000 rpm/ 10 minutos). Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet das amostras foi submetido a uma desidratacao sequencial e em
concentragoes crescentes de etanol (de 30, 50, 70, 80, 90 e 100%), permanecendo por
15 minutos em cada concentracdo de etanol (Hoque ef al., 2012). Duas diferentes
densidades de células bacterianas foram utilizadas para interagir com NPs ou PDDA:
4,4x10° e 8,9x10° UFC/mL. Apods a desidratagdo, 5 uL das amostras células-arranjos
desidratadas foram adicionados sobre uma superficie de 6xido de silicio (wafer ou
bolacha de silicio), que secou a temperatura ambiente, em dessecador. Estas amostras
foram entdo revestidas com ouro e visualizadas por MEV com emissao de campo em
um aparelho Jeol JSM-7401F (Japan Electron Optics Laboratory, Tokyo, Japan),
operado a 5 kV, na Central Analitica do Instituto de Quimica da Univerisdade de Sao
Paulo. Suspensdes bacterianas na auséncia de agentes antimicrobianos foram

utilizadas como controles.

2.12.2. MEYV das dispersoes de CLA/DOD/polimeros
NPs de CLA/DOD/CMC e CLA/DOD/CMC/PDDA, apdés serem dialisadas,

permaneceram em contato por 18 horas com uma solucdo de OsO4 4% (m/m) (4
partes da amostra + 1 parte de OsO,4). Entdo, uma pequena aliquota (5 pulL) de cada
dispersdo foi adicionada sobre uma superficie de 6xido de silicio, que secou a
temperatura ambiente, em dessecador. Estas amostras foram entdo revestidas com
ouro para serem visualizadas por MEV com emissdo de campo em um aparelho Jeol

JSM-7401F (Japan Electron Optics Laboratory, Tokyo, Japan), operado a 1 ou 5 kV.
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3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho sdo divididos em duas vertentes principais: 1)
NPs de DOD BF/CMC/PDDA, que foram avaliadas quanto a atividade
antimicrobiana contra micro-organismos multirresistentes e elucidacdo do seu
mecanismo de agdo, sendo que a preparacdo destes arranjos pela técnica de auto-
montagem, bem como sua atividade contra micro-organismos referéncia (ATCC) e
toxicidade hemolitica ja haviam sido descritas anteriormente (Melo et al., 2010;
Melo e Carmona-Ribeiro, 2012), resultados de nosso projeto de mestrado; 2)
Arranjos carreadores de CLA, que foram preparados por injecdo de solugdo etanolica
de CLA/DOD em solugdo aquosa, caracterizados e avaliados quanto a sua atividade
contra M. abscessus. A Figura 5 ilustra, de maneira esquematica, todo o trabalho

realizado neste projeto.

Arranjos supramoleculares de lipide cationico, antibiéticos e polimeros:

preparacio, caracterizacao e atividade contra bactérias multirresistentes e
micobactérias de crescimento rapido

1

1

Arranjos carreadores de CLA:
NPs de DOD BF/CMC/PDDA Preparacgao por inje¢ao de solucdo

Prepara¢do por auto-montagem etandlica de CLA/DOD em solugdo

; aquosa
[ 1 |

NPs anionicas de CLA/DOD/CMC

Atividade contra Elucidagdo do NPs catidnicas de CLA/DOD/CMC/

patogenos mecanismo de PDDA
multirresistentes acao J
a antimicrobianos microbicida

J

Caracteriza¢do e comparagao
entre as NPs quanto a:

|

Atividade contra M.
abscessus:
CIM, intracelular
infectando
macroéfagos e na
formagao de biofilmes

Incorporacao de Toxicidade

contra

CLA

macrofagos niao
infectados

Figura 5. Resultados descritos nesta tese para NPs e suas respectivas atividades contra
micro-organismos.
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3.1. Propriedades fisicas de arranjos supramoleculares de DOD
BF/CMC/PDDA

Pelo método da sonicacao (Carmona-Ribeiro ef al., 1991), foram obtidos, em
solucdo isotdnica de D-glicose 0,264M, DOD BF, positivamente carregados, de Dz =
81 nm, P=0,172 e { =52 mV, a uma condutividade de 54 uS/cm. A Figura 6 ilustra
a distribui¢do de tamanho bimodal destes DOD BF e a ilustragdo esquematica de

DOD BF.
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Figura 6. Distribui¢ao de tamanho de DOD BF 2 mM em solucdo de D-glicose 0,264 M (A)
e representacao esquematica de DOD BF (B).

A partir de DOD BF, cationicos, foram construidos os arranjos
supramoleculares, pela técnica da auto-associacdo, em que as bicamadas foram
envolvidas pelo polieletrolito anionico CMC, em uma concentracio em que O0S
arranjos de DOD BF/CMC se encontrassem estaveis e negativamente carregados,
conforme previamente descrito (Melo et al., 2010). Desta forma, DOD BF
interagiram por 20 minutos com CMC, obtendo arranjos com Dz = 114 nm, P =
0,125 e { = -43 mV, a condutividade de 45 uS/cm. A Figura 7 ilustra a distribuicao
de tamanho e a ilustracao esquematica dos arranjos anionicos de DOD BF/ CMC em

concentragdes de DOD e CMC de 0,1 mM e 0,1 mg/mL, respectivamente.
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Figura 7. Distribuicdo de tamanho dos arranjos anidnicos compostos de 0,1 mM de DOD
BF ¢ 0,1 mg/mL de CMC em solugdo de D-glicose 0,264 M (A) e representacdo esquematica
de DOD BF/CMC (B).

A seguir, estes arranjos anionicos de DOD BF/CMC foram envolvidos pelo
polieletrolito cationico PDDA, em uma determinada concentracdo para que os
arranjos de DOD BF/CMC/PDDA fossem estaveis e positivamente carregados,
conforme ja estudado e descrito anteriormente (Melo et al., 2010). Desta forma, os
arranjos de DOD BF/CMC interagiram por 20 minutos com PDDA, na concentragdo
final de 0,1 mg/mL, obtendo assim as NPs hibridas e cationicas de DOD
BF/CMC/PDDA, com Dz =108 nm, P =0,131 ¢ { =37 mV, a uma condutividade de
106 uS/cm. Todas as dispersoes e solucdes utilizadas para a preparagao das NPs
foram preparadas em solucdo isotonica de D-glicose 0,264 M. A Figura 8 ilustra a
distribuicdo de tamanho e a ilustragdo esquemadtica das NPs de DOD
BF/CMC/PDDA nas concentracoes de 0,1 mM, 0,Img/mL e 0,1 mg/mL,
respectivamente. Assim, tais NPs obtidas estdo de acordo com aquelas obtidas

anteriormente, que apresentavam Dz = 108 nm e { = 30mV (Melo et al., 2010).
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Figura 8. Distribui¢cdo de tamanho das NPs hibridas compostas de 0,1 mM de DOD BF, 0,1
mg/mL de CMC e 0,1 mg/mL de PDDA, preparadas por auto-associagdo em solugdo de D-
glicose 0,264 M (A) e representacdo esquematica de DOD BF/CMC/PDDA (B).

3.2. Atividade antimicrobiana e mecanismo de acao de arranjos
supramoleculares de DOD BF/CMC/PDDA contra micro-organismos

multirresistentes

Apo6s a preparacao das NPs hibridas de DOD BF/CMC/PDDA, foi avaliada
sua atividade antimicrobiana contra isolados clinicos de micro-organismos MR, além
da determinagdo do extravasamento de compostos intracelulares fosforilados, o qual
indica a lise da estrutura celular microbiana, bem como a visualizacao da morfologia
das dispersdes apds interacdo NPs- ou PDDA-bactérias através de MEV. Para tais
determinagdes foram testadas as cepas de duas bactérias Gram-negativas, P.
aeruginosa MR e K. pneumoniae produtora de KPC (KPC+), uma de bactéria Gram-
positiva, MRSA, e uma de levedura, C. albicans resistente ao fluconazol. Para o
extravasamento de fosfato, também foram testadas as cepas ATCC destes micro-
organismos. Tanto a acdo antimicrobiana como o extravasamento de compostos
fosforilados ap0ds a interagao das células com cada componente cationico das NPs de
maneira isolada, DOD BF e PDDA, também foram avaliadas como controles. O
MEYV foi realizado apos interagdo de NPs ou PDDA com células de P. aeruginosa
MR. Importante ressaltar que ja foi anteriormente demonstrado que, para estas

mesmas NPs, a concentragdo microbicida do PDDA isoladamente foi igual ou muito
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proxima a concentracdo microbicida de PDDA, quando incorporado nas NPs (Melo
et al., 2010), contra cepas padrao de P. aeruginosa ¢ S. aureus. Na Figura 9 esta
demonstrada a atividade antimicrobiana das NPs contra as cepas bacterianas MR, em
comparac¢ao com os controles (DOD e PDDA livres). A partir do log do niamero de
UFC/mL viaveis, observa-se que PDDA livre ou hibridizado nas NPs causou uma
redugdo de oito ciclos logaritmicos de viabilidade celular (8-logs) para as trés
bactérias MR testadas (Figuras 9A-C), atingindo a CMM em baixas concentragoes.
Contra P. aeruginosa MR, o efeito de DOD BF foi semelhante ao do PDDA livre ou
nas NPs (Figura 9A). Entretanto, contra K. pneumoniae KPC+ ¢ MRSA, DOD BF
causou uma redugdo de 2- e 1-log, respectivamente, na viabilidade celular (Figuras
9B-C), em contraste com a excelente redu¢do de 8-logs de PDDA livre ou nas NPs.
As Figuras 9 D-F mostram o extravasamento de compostos fosforilados induzidos
pela interacdo dos arranjos cationicos com células bacterianas (ATCC e MR) em
fun¢do das concentragdes de DOD ou PDDA. Em baixas concentragdes de DOD ou
PDDA, nao se observa extravasamento de compostos fosforilados intracelulares, mas
acima de 6x10” mg/mL de PDDA o extravasamento aumenta com a concentragio de
PDDA para todas as cepas bacterianas testadas, resultado que esta associado com o

mecanismo de ac¢ao biocida das NPs.
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Figura 9. Viabilidade celular em fun¢do das concentragdes de DOD ou PDDA para P.
aeruginosa MR (5-7x10" UFC/mL) (A), K. pneumoniae produtora de KPC (4-5x10’
UFC/mL) (B) ou MRSA (8x10” — 3x10° UFC/mL) (C); extravasamento de compostos
fosforilados (%) em funcao das concentragdes de DOD ou PDDA para cepas ATCC ou MR
de P. aeruginosa (2x10° — 5x10'° UFC/mL) (D), K. pneumoniae (3x10°~1x10'° UFC/mL)
(E) ou S. aureus (5x10° — 6x10'" UFC/mL) (F). As interagdes ocorreram durante 1 hora, e as
CMM para PDDA nas NPs estdo indicadas por setas (A, B e C).

A Figura 10 mostra a importante atividade fungicida apresentada pelas NPs e

pelo PDDA livre contra isolado clinico de C. albicans fluconazol R. Pode-se

observar uma redugdo de 6-logs na viabilidade celular (CMM), o que contrasta com a

inatividade de DOD BF frente as leveduras.
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Figura 10. Viabilidade celular em funcdo das concentragdes de DOD ou PDDA para C.
albicans fluconazol R a 6-8x105 UFC/mL. As interagdes ocorreram durante 1 hora, e a
CMM para PDDA nas NPs esta indicada por seta.

Os valores das CMM para DOD livre, PDDA livre ou PDDA nas NPs contra

os micro-organismos MR testados estdo reportados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de CMM para DOD BF e PDDA livre ou PDDA nas NPs contra cepas de
micro-organismos MR. DOD BF esta presente nas NPs na concentracdo de *2,5 ou **8,0
pM.

Micro-organismos MR~ [DOD](uM) [PDDA]J(ug/mL) [PDDA]n.snes (1g/mL)

P. aeruginosa MR 10 1,5 2,5
K. pneumoniae KPC+  >1000 0,9 2,5
MRSA >1000 5,0 8,07
C. albicans fluconazol R >1000 0,8 2,5

DOD BF ¢ um agente bactericida apenas contra a cepa de P. aeruginosa MR,
em 10 uM. O PDDA livre mostrou excelente acao microbicida contra todas as cepas
testadas, em concentracdes bastante pequenas (Tabela 5), sendo que a cepa mais
sensivel ao PDDA foi a levedura, com CMM de 0,8 pg/mL de PDDA. J& quando o
PDDA estd presente nas NPs, ¢ efetivo contra os micro-organismos em
concentragdes discretamente maiores do que quando age livre, em solugdo, como

microbicida, tanto para as bactérias quanto para as leveduras (Tabela 5).
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Apesar da sensibilidade de deteccdo 10 nanomols de Pi (ou absorbancia de
0,1) do método utilizado para a determinagdo do extravasamento de compostos
fosforilados das células microbianas (Carmona-Ribeiro, 2012), ndo foi possivel
detectar tal extravasamento em suspensdes bacterianas contendo cerca de 10’
UFC/mL (ou 10° UFC/mL de suspensio fingica), que foi a concentragdo celular
utilizada na determinagdo da CMM. Desta forma, concentragdes celulares de 10 a
100 vezes maiores do que aquelas utilizadas na obtengdo dos resultados das Figuras
9A-C foram utilizadas para obtencao dos resultados demonstrados nas Figuras 9D-F.
A Tabela 6 mostra a quantidade total de Pi determinada pelo método descrito acima,
presente em amostras com duas quantidades de células diferentes dos micro-

organismos MR utilizados.

Tabela 6. Determinagdo de fosfato inorgénico (Pi) total para os micro-organismos MR em
duas quantidades de células distintas.

Micro-organismo Numero de células Absorbancia  Nanomols Pi
P. aeruginosa MR 2,1 x 107 0,052+ 0,003 5,2+0,3
1,6 x 10° 0,441 + 0,010 44,1+ 1,0
K. pneumoniae KPC+ 8,6 X 10° 0,045+0,010 4,5+1,0
1,2x 10° 0,216 £ 0,006 21,6+0.6
MRSA 9,1x 10° 0,032 £ 0,004 3,2+0,4
6,3 x 10" 0,260 + 0,001 26,0+ 0,1
C. albicans fluconazol R 8,9 x 10* 0,008 £0,002 0,8+0,2
3,3x 10° 0,401 + 0,010 40,1+ 1,0

A limitacdo da sensibilidade da técnica de determinagdo de Pi justifica a
necessidade de utilizar uma suspensdao microbiana com maior quantidade de células
para a deteccdo do extravasamento de compostos fosforilados. A partir disto, um
experimento adicional foi realizado para avaliar a atividade antimicrobiana do PDDA
livre e hibridizado nas NPs, interagindo por 1 hora com uma suspensdo microbiana
com a mesma quantidade de células utilizadas nas determinacdes de extravasamento
de fosfato (Figura 11). Para efeito de comparacdo, este experimento foi realizado

apenas contra células de C. albicans fluconazol R.
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Figura 11. Log de UFC/mL em fung¢do das concentracdes de DOD ou PDDA para a cepa de
C. albicans fluconazol R, a 5-6x10° UFC/mL (A); Porcentagem de extravasamento de
compostos fosforilados em fun¢do das concentragdes de DOD ou PDDA para as cepas
ATCC e fluconazol resistente de C. albicans a 7x10° — 1x10" UFC/mL (B). As interagdes
ocorreram por 1 hora.

Em uma faixa de concentracio de DOD ou PDDA, interagindo com uma
quantidade de células de 10 a 100 vezes maior do que aquela utilizada em
experimento anterior, observou-se reducdo de 2-logs na viabilidade celular (Figura
11A) e a deteccdo do extravasamento de compostos fosforilados (Figura 11B),
sugerindo uma inequivoca correlagdo entre morte celular e o extravasamento de Pi.
Para DOD BF, nem extravasamento (Figura 11B) ou efeito fungicida (Figura 10) foi
detectado em toda a faixa de concentragao de DOD testada.

As imagens obtidas por MEV das NPs em dispersdo, na auséncia de bactérias,
ou interagindo com cé¢lulas de P. aeruginosa MR estao demonstradas na Figura 12A-
C, e imagens da interagdo de PDDA livre com esta bactéria estdo na Figura 12D,E. A
imagem do controle, em que apenas a suspensao bacteriana estd presente ¢
demonstrada na Figura 12F. As NPs, antes de entrarem em contato com as cé€lulas
bacterianas, possuem uma forma discoidal e alta polidispersidade (Figura 12A), em
concordancia com os dados obtidos por DLS. No entanto, ao passo que a quantidade
de células bacterianas presentes na amostra aumenta (da Figura 12B para a 12C), as
NPs integras praticamente desaparecem, sugerindo que elas se desarranjem apds a

exposicao as bactérias, ocorrendo uma disassociacdo de DOD BF, com liberacao das
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camadas poliméricas externas. O PDDA, como a camada mais externa das NPs, ¢é
atraido eletrostaticamente pelas cargas negativas dos compostos da estrutura da
parede celular microbiana (lipopolissacariedos para as Gram-negativas e acidos
teicoicos para as Gram-positivas), ocorrendo uma certa competicdo com a sua
combinagdo com o CMC. Assim, o PDDA acaba sendo liberado das NPs para ficar
em contato com as células bacterianas, ¢ estando livre pode exercer seu efeito

antimicrobiano maximo.

Figura 12. Imagens obtidas por MEV da NPs (A); das NPs interagindo com 4,4x10” (B) ou
8,9x10° UFC/mL (C) de P. aeruginosa MR. Imagens de MEV da interagdo de PDDA (a 1,0
mg/mL de concentragio final) com 8,9x10° UFC/mL (D-E) de P. aeruginosa MR; imagem
das células de P. aeruginosa MR apos interagdo com D-glicose 0,264 M. As concentragdes
finais das NPs utilizadas nas interacdes com as células de P. aeruginosa MR foram 0,05 mM
DOD, 0,05 mg/mL CMC e 0,05 mg/mL PDDA.

Além disso, a relacdo NPs/células parece ser importante para a visualiza¢ao
de fibras nas micrografias, associadas ao desaparecimento das NPs integras. A uma
baixa relagdo NPs/células, aumentam o numero de fibras visualizadas nas imagens,
sugerindo a participacdo dos biopolimeros da parede celular na formagao de fibras e
feixes espessos que estdo saindo das superficies celulares, mas parecem ser capazes
de manter um certo nivel de organizacdo em multicamadas (Figura 12C). A

importancia do PDDA na retirada de material da parede celular esta melhor ilustrada
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nas Figuras 12D-E, em que o PDDA livre interage com as células e ha uma clara
presenca de fibras e feixes nas imagens. A imagem da amostra controle mostra a
presenga somente das células bacterianas, evidenciando a auséncia de fibras (Figura
12F). Mas ¢ importante destacar que em uma relagao NPs/células alta, as condi¢des
experimentais sdo completamente diferentes daquelas utilizadas na determinacao da
atividade antimicrobiana (baixa relagdo NPs/células). No entanto, quando héd a
presenca de muitas células nas imagens obtidas por MEV, ¢ dificil observar as NPs
integras, fibras e feixes. Desta forma, as melhores condi¢des para visualizagcdo por
MEV da interacdo das NPs com as células microbianas foram obtidas em uma alta

relagdo NPs/células.

3.3. Propriedades fisicas das NPs de CLA/DOD/CMC e
CLA/DOD/CMC/PDDA

A fim de aproveitar as propriedades de solubilidade em etanol de ambos os
compostos hidrofébicos, CLA e lipide cationico DOD, foram preparadas solugdes
etanodlicas com ambos os compostos co-solubilizados em 3 diferentes proporgdes
molares, e injetadas em solugcdo aquosa de D-glicose 0,264 M, sob agitagdao e
aquecimento, cujas concentragdes finais de CLA, DOD e etanol, e o aspecto visual

das dispersoes, no dia do preparo e 7 dias ap0ds o preparo estao na Tabela 7

Tabela 7. Estabilidade coloidal dos arranjos de CLA/DOD preparados proximos a propor¢ao
equimolar de CLA:DOD. Antimicrobiano e lipide solubilizados em etanol foram dispersos
em solugdo de D-glicose 0,264 M, obtendo as concentragdes finais de CLA, DOD e etanol
demonstradas abaixo.

Propor¢ao molar [CLA] [DOD] [Etanol] Estabilidade coloidal
CLA:DOD (mM /pg/mL) (mM /pg/mL) (%) Dia 0 Dia 7
1:1 0,17/130 0,170/110 2,5 Limpido  Floculado
2:1 0,17/130 0,085/53 2,5 Floculado -
1:2 0,17 /130 0,350 /220 2,5 Limpido  Floculado

As particulas de CLA:DOD na propor¢do molar 1:1 em D-glicose, que
estavam limpidas visualmente logo apos seu preparo, apresentaram Dz = 319 + 13
nm, P = 0,39 + 0,07 e { = 30 + 2 mV. No entanto, este arranjo perdeu estabilidade
apds 24 horas do seu preparo, apresentando aumento nos valores de Dz e P, além de

precipitacdo. Ja a dispersao composta pela propor¢cao molar de 1:2 CLA:DOD, que
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também estava visivelmente limpida apos seu preparo, quando caracterizada por
DLS apresentou Dz =275 = 15 nm, P = 0,29 + 0,01 e { = 38 £ 2 mV, mas ao longo
do tempo também perdeu a estabilidade coloidal.

Como as dispersoes de CLA/DOD proximas a propor¢do equimolar
apresentaram baixa estabilidade coloidal (Tabela 7), o polieletrélito anionico CMC
presente na solucdo aquosa foi capaz de combinar-se com os cationicos CLA e DOD
injetados na solucao etandlica, harmonizando as NPs de CLA/DOD/CMC, formando
dispersodes coloidalmente estaveis por, no minimo, 7 dias apds o seu preparo (a 2,5 %
de etanol). Assim, os dados obtidos por DLS das dispersodes injetadas de CLA/DOD,
a diferentes proporcdes molares, em solugdo aquosa de CMC (0,1 mg/mL) estdo
demonstrados na Tabela 8. Como os valores de Dz, P e { obtidos 7 dias apos o
preparo das dispersdes foram muito semelhantes aos valores obtidos logo apos seu
preparo, foram reportados na Tabela 8 apenas os resultados de DLS obtidos das

dispersdes recém preparadas.

Tabela 8. Estabilidade coloidal e propriedades fisicas (Dz, P e {) dos arranjos de
CLA/DOD/CMC preparados proximos a propor¢ao equimolar de CLA:DOD em 100 pug/mL
de CMC, 0,264 M de D-glicose ¢ 2,5 % de etanol.

Proporcao [CLA] [DOD] Dz P ¢ Estabilidade
molar (pg/mL) (pg/mL) (nm) (mV) coloidal
CLA:DOD Dia 0 Dia 7
1:1 130 110 139+1 0,20+0,01 -25+1 Limpido Limpido
2:1 130 53 144+1 0,22+£0,01 -33+2 Limpido Limpido
1:2 130 220 274+2 0,28+0,01 +17+1 Limpido Limpido

As NPs de CLA/DOD/CMC, estaveis, podem apresentar cargas negativas ou
positivas, dependendo da propor¢ao molar de CLA/DOD. A dispersdao com { positivo
ocorreu a CLA:DOD 1:2, embora o valor de  seja baixo (17 = 1 mV) (Tabela 8).

A solugdo etandlica de CLA:DOD contendo a menor concentragdo de DOD
(propor¢ao molar de 2:1) foi escolhida para ser injetada em uma faixa de
concentragdes de CMC, obtendo dispersdes que foram caracterizadas de acordo com
Dz, { e P, demonstradas na Figura 13 A-C. A dispersao contendo a menor propor¢ao
de DOD foi escolhida a fim de reduzir a eventual contribuicao de DOD a toxicidade
dos arranjos formados. Na presenca de 0,1 mg/mL de CMC na solu¢do aquosa,
foram obtidos arranjos particulados com Dz inferior a 200 nm, baixa

polidispersidade e negativamente carregados. Assim, as NPs anidnicas
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(CLA/DOD/CMC) obtidas na concentragdo de 0,1 mg/mL de CMC foram
posteriormente combinadas com o polieletrélito cationico PDDA em uma faixa de
concentracgoes, que foram caracterizadas por DLS e os resultados estdao na Figura 13
D-F. A dispersao de CLA/DOD/CMC adicionada de uma solucdo de PDDA a 0,1
mg/mL formou arranjos nanoparticulados (Dz < 200 nm), baixa polidispersidade e
potencial zeta positivo. As setas na Figura 13 indicam as NPs anidnicas de
CLA/DOD/CMC e cationicas de CLA/DOD/CMC/PDDA que foram avaliadas
quanto a incorporacao de CLA, atividade contra M. abscessus e toxicidade contra os
macrofagos THP-1. As caracterizagdes por DLS foram realizadas por até¢ 7 dias apos

o preparo das dispersoes, que apresentaram alta estabilidade coloidal.
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Figura 13. Didmetro médio (Dz), potencial zeta ({) e polidispersidade (P) das dispersdes de
CLA/DOD/CMC (A, B, C) ou CLA/DOD/CMC/PDDA (D, E, F), em fungdo da
concentracdo de CMC ou PDDA. Concentracdes finais de CLA, DOD e etanol sdo 130
pg/mL, 53 pg/mL e 2,5 %. As concentragdes de CMC ou PDDA selecionadas para
combinacdo nas NPs estdo demonstradas por setas.
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Ambas as NPs de CLA/DOD/CMC e CLA/DOD/CMC/PDDA, preparadas
nas concentracdes selecionadas, foram dialisadas apds suas preparagdes, para
remover o excesso de CLA além de todo o etanol presente na dispersdo. Apos
dialise, as dispersdes também foram caracterizadas por DLS para monitorar suas
estabilidades coloidais. As distribui¢des de tamanho das NPs anidnicas e cationicas,
antes e apods dialise, bem como das NPs controle, preparadas na auséncia de CLA
(DOD/CMC ou DOD/CMC/PDDA) estao na Figura 14, e os valores de Dz, P e {
destas dispersdes estdo na Tabela 9. A condutividade destas dispersdes foi de 50 ou
46 uS/cm para as NPs anidnicas ou cationicas sem CLA, enquanto foi de 64 ¢ 24
uS/cm para as anidnicas antes e ap6s didlise, e 158 e 129 uS/cm para as catidnicas,

antes e apos dialise, respectivamente.
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Figura 14. Distribui¢cdes de tamanho da dispersdo de DOD/CMC (A) e das NPs anionicas de
CLA/DOD/CMC antes (B) ou apo6s didlise (C), e da dispersio de DOD/CMC/PDDA (D) e
das NPs cationicas de CLA/DOD/CMC/PDDA antes (E) ou apds dialise (F). As dispersdes
sem CLA e antes da dialise continham 2,5 % de etanol.
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Comparando as propriedades fisicas das NPs sem CLA ¢ das CLA NPs, ¢
possivel observar que os arranjos sdo nanoestruturados, com polidispersidade
relativamente baixa, apresentando distribui¢ao bimodal de tamanho de particula, em
que a carga das NPs ¢ dependente da natureza do polieletrolito revestindo
externamente o particulado (Figura 14, Tabela 9). A dialise das CLA NPs resultou

em pequena alteragao nos valores médios de Dz, P e { (Tabela 9).

Tabela 9. Composi¢ao e propriedades fisicas (Dz, P e {) dos arranjos obtidos por injecdo de
solugdo etandlica de CLA/DOD em solucdo aquosa de CMC, a 2,5% de etanol, antes (ad) ou
ap6s dialise (dd). Alguns arranjos foram adicionados de solugdo de PDDA. PD:
posteriormente determinado.

Arranjo [CLA] [DOD] [CMC] [PDDA] Dz P ¢ (mV)
(ug/mL) (pg/mL) (pug/ml) (ug/mL) (nm)
DOD/CMC 0 53 100 - 15341 0,1940,01 -34+1
CLA/DOD/CMCyq 130 53 100 - 15041 0,1940,01 -3242
CLA/DOD/CMCyq PD 53 100 - 12141 02240,01  -43+5
DOD/CMC/PDDA 0 53 100 100 14841 0,16+0,01 2241
CLA/DOD/CMC/PDDA,; 130 53 100 100 13841  0,16+0,01 241
CLA/DOD/CMC/PDDAy  PD 53 100 100 16841  0,1240,02 481

3.4. Morfologia dos arranjos de CLA/DOD/CMC e
CLA/DOD/CMC/PDDA

As imagens obtidas por MEV dos arranjos anionicos ¢ cationicos, dialisados

para remogdo da CLA livre, estdo na Figura 15.

Figura 15. Imagens obtidas por MEV dos arranjos aniénicos de CLA/DOD/CMC (A, B) e
cationicos de CLA/DOD/CMC/PDDA (C, D), ambos apos dialise.
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Os arranjos apresentam-se dispersos e nanoparticulados, sendo que os
arranjos anionicos de CLA/DOD/CMC aparentam uma morfologia mais arredondada

(Figura 15B) do que os arranjos cationicos de CLA/DOD/CMC/PDDA (Figura 15D).

3.5. Incorporaciao da CLA nas CLA NPs

3.5.1. Confirmacao da presenca de CLA por HPLC-MS
O cromatograma de pico base (BPC), que monitora apenas o pico mais

intenso do espectro, e o espectro de massas do BPC, obtido por HPLC-MS para os

arranjos dialisados de CLA/DOD/CMC estdo na Figura 16.
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Figura 16. Cromatograma de pico base (BPC) (A) ao longo do tempo de elui¢do e espectro
de massa (B) para o pico eluido por volta dos 15 minutos resultou em dois picos, da
molécula inteira de CLA em m/z 748.7 e seu fragmento em m/z 590.5 (B), obtidos a partir da
dispersdo dialisada de CLA/DOD/CMC.

O BPC de CLA ¢ observado entre 14-18 minutos de eluicdo da amostra
(Figura 16A), e o pico do MS detectado em m/z de ~ 748 e seu fragmento em m/z de
~590 confirma a presenga de CLA (Figura 16B). Tais resultados foram obtidos para



RESULTADOS | 81

todos os arranjos analisados, diferindo apenas com relagdo a intensidade de sinal
detectada nos picos, que foi maior para as amostras nao dialisadas (Tabela 10).

Desta forma, a presenga de CLA nas CLA NPs ¢ confirmada por HPLC-MS,
mesmo com a didlise removendo grande parte da CLA inicialmente ligada aos
arranjos, ¢ a permanéncia de CLA nas CLA NPs dialisadas, mesmo que
aparentemente em baixas concentragdes fica evidente. Importante destacar que nao
foi possivel quantificar CLA nas NPs pela metodologia utilizada por HPLC-MS, pois
o erro a ser considerado em cada amostra era relativamente grande (= 10 pg/mL).
Mas ainda assim, as NPs dialisadas de CLA/DOD/CMC apresentaram maior
intensidade de sinal detectados nos picos do HPLC-MS do que as NPs de
CLA/DOD/CMC/PDDA (Tabela 10).

Tabela 10. Intensidade dos picos detectados para CLA por HPLC-MS, antes (ad) ou apos
dialise das CLA NPs (dd).

Arranjo Intensidade maxima dos picos de CLA
BPC pico m/z 748 do MS
CLA/DOD/CMC,q 7,0x10’ 4,5x10°
CLA/DOD/CMCyq 1,5x10° 9,0x10"
CLA/DOD/CMC/PDDA,;  4,0x10’ 1,2x10°
CLA/DOD/CMC/PDDAy  1,2x10* 1,1x10°

3.5.2. Quantificacido de CLA por CIM
A determinacao da CIM de CLA contra a cepa referéncia de S. aureus ATCC

29213 foi realizada para quantificar a concentragdo de CLA presente nas CLA NPs,
antes e apos a didlise. Como o valor obtido da CIM de CLA livre foi assumido como
o valor de CLA presente na diluicdo das NPs que inibiu o crescimento de S. aureus,
desta maneira foram calculadas as concentragdes de CLA que, de fato, estavam
presentes nas CLA NPs, antes e apds didlise, permitindo ainda o calculo da
porcentagem de incorporacdo de CLA as NPs dialisadas (% Inc). Como controles, a
inibicao do crescimento de S. aureus também foi determinada para cada componente
de maneira isolada (DOD, CMC, PDDA). A CIM de CLA livre e dos compostos de
maneira isolada, bem como as concentra¢des de CLA combinadas as NPs e a % Inc
estdao na Tabela 11. Como a CIM obtida para a CLA livre foi de 0,5 ng/mL (Tabela
11), dentro dos limites aceitaveis estabelecidos pelo documento A100-S25 (CLSI,
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2015), tal valor foi utilizado para calcular a concentragdo de CLA nas CLA NPs
(Tabela 11).

Tabela 11. CIM de CLA, DOD, CMC ¢ PDDA contra S. aureus ATCC 29213, [CLA] nas
CLA NPs antes (ad) e apds dialise (dd), e porcentagem da incorporagdo de CLA nos arranjos
(% Inc).

Arranjo CIM (upg/mL) [CLA]nas NPs (pg/mL) % Inc
Solugdo padrao CLA (64 pg/mL) 0,5

DOD BF 63 pg/mL >31,5

CMC 100 pg/mL > 50,0

PDDA 100 pg/mL 6,2

CLA/DOD/CMCy 128

CLA/DOD/CMCyqy 16,0 12,5
CLA/DOD/CMC/PDDA 4 128
CLA/DOD/CMC/PDDAy 4,0 3,1

Para ambas as CLA NPs ndo dialisadas, anionicas ou catidnicas, foi
determinada a presenca de 128 pug/mL de CLA, enquanto para as CLA NPs
dialisadas, foi quantificada a presenca de 16,0 pg/mL de CLA nas anionicas, ¢ de 4,0
pug/mL nas catidnicas, sendo a % Inc nas CLA NPs anionicas quatro vezes maior do
que nas cationicas (Tabela 11). As CIMs obtidas para os controles mostram que o
lipide cationico DOD e o polimero CMC nédo apresentam atividade antimicrobiana
contra S. aureus. Para CMC tal resultado ja era esperado, pois sabe-se que ¢ um
composto inerte. Ja o lipide DOD, que gpresenta atividade contra S. aureus em
solucdes de baixa forga i6nica tal qual D-glicose 0,264 M (Campanha et al., 1999;
Melo et al., 2010), esta inatividade observada provavelmente deve-se a presenca do
meio de cultura MHB-II, cuja for¢a i6nica pode variar de 0,9 a 2,29 mM, podendo
exercer efeito de blindagem das cargas positivas de DOD, e consequentemente
reduzindo sua efetividade antimicrobiana.

Na Tabela 12 estao reportados os valores de cada componente presente nas
CLA NPs bem como nas NPs controle (sem CLA) no ponto em que as mesmas
inibiram o crescimento de S. aureus (Cepa ATCC 29213). As NPs anionicas sem
CLA (DOD/CMC) nao apresentam atividade antimicrobiana nem mesmo nas
maiores concentracdes testadas (Tabela 12). O PDDA livre apresenta CIM de 6,2
pug/mL (Tabela 11), enquanto as NPs cationicas, na auséncia CLA

(DOD/CMC/PDDA) ou na presenga de baixas concentragdes de CLA (NPs apods
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dialise), inibiram o crescimento de S. aureus na presenca de 12,5 pg/mL de PDDA
(Tabela 12), o que significa que o PDDA pode contribuir com efeito antimicrobiano
adicional aquele atribuido a presenga de CLA nas CLA/DOD/CMC/PDDA NPs. No
entanto, a atividade antimicrobiana do PDDA contra S. aureus parece ser

insignificante na presenca de altas concentracdes de CLA (Tabela 12).

Tabela 12. Concentragdo dos componentes das NPs no ponto da inibi¢do do crescimento
bacteriano de S. aureus ATCC 29213. ad: antes da dialise; dd: apos didlise.

Arranjo [CLA] [DOD] [CMC] [PDDA]
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
DOD/CMC - > 26,5 > 50,0 -
CLA/DOD/CMC,yq 0,5 0,2 0,4 -
CLA/DOD/CMCgyq 0,5 1,6 3,1 -
DOD/CMC/PDDA - 6,6 12,5 12,5
CLA/DOD/CMC/PDDA 4 0,5 0,2 0,4 0,4
CLA/DOD/CMC/PDDA 0,5 6,6 12,5 12,5

3.6. Atividade antimicrobiana das CLA NPs contra M. abscessus

3.6.1. CIM de CLA
As CIMs dos compostos de maneira isolada, das NPs sem CLA bem como

das CLA NPs, antes e apos didlise, foram determinadas contra as cepas ATCC de M.
abscessus € M. peregrinum, e quatro cepas de isolados clinicos de M. abscessus (M1-
M4) e os resultados estdo na Tabela 13. Como CMC ¢ um polimero inerte, a CIM do

mesmo nao foi determinada.

Tabela 13. CIM dos compostos isolados ¢ de seus arranjos, antes (ad) ou apoés a didlise (dd),
contra duas cepas referéncia (M. abscessus ATCC 19977 e M. peregrinum ATCC 700686) e
quatro isolados clinicos de M. abscessus (M1, M2, M3 e M4). O asterisco refere-se a [DOD]

(ng/mL).
Arranjos CIM de CLA / CIM de PDDA (pg/mL)
ATCC ATCC Ml M2 M3 M4
19977 700686
CLA 0,250/ - 0,125/ - 0,031/ - 0,031/ - >32,0/ - >32,0/ -
DOD* >27,0 >27,0 >27,0 >27,0 >27,0 >27,0
PDDA - /50,0 - /13,0 - />50,0 - /6,0 - /13,0 - /50,0
DOD*/CMC >27,0 >27,0 >27,0 >27,0 >27,0 >27,0
CLA/DOD/CMC,q4 0,250/ - 0,125/ - 0,063/ - 0,063/ - >128/ - >128/ -
CLA/DOD/CMCgyy 0,125/ - 0,125/ - 0,063/ - 0,125/ - >16/ - >16/ -
DOD/CMC/PDDA - />50,0 - />50,0 - />50,0 - /6,0 - /13,0 - /50,0

CLA/DOD/CMC/PDDA 4 0,125/0,1  0,063/0,5 0,063/0,5 0,063/0,5 >128/>50 >128/>50
CLA/DOD/CMC/PDDAy  0,250/6,3  0,250/6,3  0,125/3,1  0,250/6,3 >4/>50 >4/ >50
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As CIMs de CLA para CLA livre ou CLA nas NPs contra M. abscessus, M.
peregrinum ¢ cepas M1 e M2 sdo sempre muito menores do que aquelas obtidas para
os compostos isolados DOD e PDDA, ou para as NPs sem CLA (DOD/CMC,
DOD/CMC/PDDA). Ja contra as cepas clinicas resistentes a CLA (M3 e M4), CLA
foi inativo nas maiores concentragdes testadas, mesmo quando combinada as NPs
(Tabela 13). As CIMs de CLA determinadas para as CLA NPs foram proximas as
CIMs de CLA livre (Tabela 13). PDDA livre mostrou atividade contra a cepa ATCC
de M. peregrinum (CIM de 13,0 ug/mL) e contra duas amostras clinicas de M.
abscessus (M2 e M3), inclusive uma cepa resistente a CLA (M3) (Tabela 13). Porém
quando combinado nas CLA NPs, tal atividade ¢ insignificante, prevalecendo a
atividade das baixas concentra¢des de CLA.

Desta maneira, ¢ possivel observar que nas NPs, a CLA ¢ a responsavel pelo
desempenho da atividade antimicrobiana, € que nem DOD ou mesmo PDDA foram
capazes de aumentar a poténcia antimicrobiana das NPs. Mas ¢ preciso ressaltar que
a cepa ATCC de M. abscessus ¢ bastante sensivel a CLA (CIM de 0,250 pg/mL),
com CIM de CLA muito menor do que aquela estabelecida para cepas de

micobactérias de crescimento rapido (2,0 pg/mL) (CLSI, 2011).

3.6.2. Atividade contra M. abscessus intracelular infectando macrofagos

Macrotagos THP-1 foram infectados com M. abscessus, a uma MOI de 10:1,
durante 1 hora. Ap6s o tempo de infeccao, as células foram lavadas para remocgao das
bactérias ndo fagocitadas, para s6 entdo interagir com a CLA, livre ou combinada as
NPs por até 4 dias, e os resultados estdo na Figura 17. As NPs controle, sem CLA
(DOD/CMC e DOD/CMC/PDDA), também interagiram com macrofagos infectados,
permitindo o crescimento bacteriano intracelular equivalente aquele apresentado por
M. abscessus na auséncia de antimicrobianos (apenas meio RPMI) (Figura 17).

Uma porcentagem de 36,4 % (2,4x10° UFC/mL) das células de M. abscessus
que foram expostas aos macrofagos foram internalizadas, e consideradas como o

total (100 %) de bactérias intracelulares viaveis (dia 0).
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Figura 17. Viabilidade intracelular (%) de M. abscessus, a partir de 2,4x10° UFC/mL, em
fun¢do do tempo apos infecgdo dos macrofagos THP-1. Macrofagos infectados interagiram
por até 4 dias com o meio de cultura RPMI (linha pontilhada), CLA livre, CLA/DOD/CMC
ou CLA/DOD/CMC/PDDA NPs. NPs sem CLA apresentaram viabilidade bacteriana
semelhante a obtida na presenca de meio de cultura apenas (ndo mostrado). Experimentos
realizados em duplicata.

As células de micobactérias, na auséncia de qualquer antimicrobiano, sdao
capazes de crescer e multiplicar no interior de macréfagos, aumentando em 3-logs o
namero de bactérias intracelulares viaveis, atingindo um total de cerca de 10°
UFC/mL, ap6s quatro dias de incubagdo (Figura 17). Tal crescimento bacteriano
intracelular ¢ substancialmente inibido por CLA livre ou CLA NPs: dentre as duas
concentragoes de CLA testadas (3,25 e 32,5 pg/mL), a maior dose apresentou a
maior atividade inibitoria contra M. abscessus intracelular, praticamente mantendo a
mesma porcentagem inicial de células vidveis ao longo dos 4 dias de incubagdo, ao
passo que a concentragdo de 3,25 pg/mL de CLA, livre ou combinada nas NPs, foi

menos potente que a maior dose de CLA, mas ainda assim capaz de evitar a
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multiplicacdo intracelular de M. abscessus em 2-logs (Figura 17). Portanto, a
atividade inibitéria do crescimento intracelular de M. abscessus ¢ dependente da
concentracdo de CLA, livre ou nas NPs.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 17, CLA livre ¢ capaz de
penetrar o interior de macréfagos e ali desempenhar sua atividade inibitéria. Mas
também ¢ possivel verificar que as CLA NPs sdo eficientes em liberar e entregar
CLA para exercer sua atividade antimicrobiana no interior dos macrofagos.

Na Figura 18 estdo os resultados da viabilidade intracelular de M. abscessus
que interagiram com CLA livre em baixas concentracdes (foram testadas as
concentragdes de CLA de 0,5 e 2,0 pg/mL, em virtude de serem, respectivamente, o
dobro da CIM obtida neste trabalho para a cepa ATCC de M. abscessus bem como a
CIM estabelecida pelo CLSI para micobactérias de crescimento rapido) ou com as
CLA NPs apos didlise. As CLA NPs dialisadas foram testadas nas mesmas
concentracoes de DOD, CMC e PDDA que as NPs antes da dialise (Figura 17).
Assim, para as NPs dialisadas de CLA/DOD/CMC foram avaliadas as atividades nas
concentracgoes finais de CLA de 4,0 ¢ 0,4 pg/mL, enquanto para as NPs dialisadas de
CLA/DOD/CMC/PDDA foram testadas as concentracdes finais de CLA de 1,0 ¢ 0,1
ug/mL (Figura 18). Deve-se destacar que a comparacdo direta entre os efeitos das
NPs dialisadas com aqueles ocasionados pela CLA livre ¢ um pouco dificultada em
virtude das diferentes incorporagdes de CLA nas NPs, j& que foram mantidas as
mesmas concentragdes de DOD, CMC e/ou PDDA em todos os arranjos testados,
com ou sem CLA. Por aproximacao, as NPs dialisadas de CLA/DOD/CMC (diluidas
a 4,0 ou 0,4 png/mL de CLA) podem ser comparadas com as concentragdes de 3,25 ou
0,5 pg/mL de CLA livre. Ja para as NPs cationicas, apos didlise, tal comparacao por
aproximacao ¢ mais dificil, pois ambas as concentracdes de CLA testadas em
combinagdo com CLA/DOD/CMC/PDDA (1,0 e 0,1 pg/mL) mais se aproximam da
concentracao de 0,5 pg/mL de CLA livre.
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Figura 18. Viabilidade intracelular (%) de M. abscessus, a partir de 2,4x10° UFC/mL, em
funcdo do tempo apos infeccdo dos macrofagos THP-1. Macrofagos infectados interagiram
por até 4 dias com o meio de cultura RPMI (linha pontilhada), CLA livre, ou com as NPs de
CLA/DOD/CMC ou CLA/DOD/CMC/PDDA apés dialise. Experimentos realizados em
duplicata.

Ao longo dos 4 dias de incubacao, as NPs anidnicas carreando 4,0 pg/mL de
CLA mostraram a maior atividade, enquanto as que carreavam 0,4 ug/mL de CLA
bem como a CLA livre nas duas doses aqui demonstradas (0,5 e 2,0 pg/mL)
apresentaram desempenho equivalente. As NPs cationicas de
CLA/DOD/CMC/PDDA nao inibiram a multiplica¢do intracelular de M. abscessus
nas duas concentracdes testadas, permitindo a multiplicagdo intracelular em cerca de
3-logs, assim como o crescimento bacteriano na auséncia de antimicrobianos (RPMI)
ou ainda na presenca das NPs controles (anionicas ou catidnicas), destacado na figura
pela linha pontilhada (Figura 18). Assim, com excecdo das CLA NPs catidnicas

dialisadas, ¢ possivel reafirmar que a atividade inibitdria do crescimento intracelular
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de M. abscessus ¢ dependente da concentragdo de CLA, e que a atividade
apresentada por 4,0 pg/mL de CLA nas CLA NPs anionicas dialisadas (Figura 18) ¢
semelhante aquela desempenhada pela CLA na maior concentragdo testada (32,5
pg/mL) (Figura 17). E de uma maneira geral, as NPs anidnicas apresentaram

atividade igual ou superior a das NPs cationicas.

3.7. Toxicidade de CLA e CLA NPs contra macrofagos

Os efeitos de CLA livre, das NPs controle sem CLA e também das CLA NPs,
antes ou ap6s a didlise, sobre a integridade de membranas de macrofagos THP-1
estdo nas Figura 19 ou 20, respectivamente. Na auséncia de qualquer composto
antimicrobiano (apenas meio RPMI) ao longo de 4 dias de incubacdo ha cerca de
75% dos macréfagos com a integridade de membrana preservada. Como indutor de
danos aos macrofagos, foi adicionado 10% de DMSO ao meio RPMI para interagir
com as cé€lulas nas ultimas 24h antes da avaliacao por citometria de fluxo, deixando
cerca de 35, 30 e 25% de macrofagos com integridade de membranas preservada
apo6s 2, 3 e 4 dias de interagdo, respectivamente (Figuras 19 e 20).

CLA apresenta toxicidade contra os macrofagos dose-dependente, e deveria
ser utilizada em baixas concentragdes (< 3,25 pg/mL) para permitir alta porcentagem
de sobrevivéncia celular, ja que alta concentracdo de CLA (32,5 pg/mL), livre ou
combinada as NPs, induziu danos na grande maioria dos macrofagos, restando menos
de 20% de células integras apds 4 dias de exposicao (Figura 19). J4 a concentracao
de 3,25 pg/mL de CLA combinada as NPs anionicas ndo dialisadas ndo foi toxica aos
macrofagos. Porém a mesma concentracdo de CLA combinada as NPs cationicas
acarretou cerca de 80% de perda da viabilidade de macrofagos apds 4 dias de

interacao (Figura 19).
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Figura 19. Viabilidade de macréfagos THP-1 (%) a partir de 1x10° macrofagos/pogo e
analise por citometria de fluxo, na presenca de RPMI (linha pontilhada), CLA livre, NPs
controles (DOD/CMC e DOD/CMC/PDDA) e CLA NPs antes da dialise. Meio de cultura
RPMI adicionado de 10% de DMSO interagiu com os macrofagos por 24h antes da analise.

Na verdade, as NPs catidnicas, dialisadas ou nao, em todas as concentragoes
testadas foram altamente toxicas aos macrofagos (Figuras 19 e 20), o que
provavelmente ocorre devido a presenca do PDDA, mesmo que em baixas
concentragoes (2,50 pg/mL PDDA). Isto porque as NPs cationicas controle, sem
CLA, (DOD/CMC/PDDA) também induziram toxicidade aos macrofagos
semelhante  aquelas induzidas pelas NPs cationicas carreando CLA
(CLA/DOD/CMC/PDDA) (Figuras 19 e 20).

As NPs anidnicas controle, sem CLA (DOD/CMC), na concentragao de DOD
de 13,25 pg/mL induziu danos as membranas de cerca de 50% dos macrofagos,
enquanto na concentracdo de 1,32 pg/mL de DOD, cerca de 70% das células

apresentam membranas preservadas (Figuras 19 e 20). Desta maneira, as NPs
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dialisadas de CLA/DOD/CMC, mesmo com baixa concentracio de CLA (4,0
ug/mL), apresentam toxicidade importante contra os macrdéfagos, provavelmente
decorrente da presenca de 13,25 pg/mL DOD, ja que as concentragdes de CLA livre
de 2,0 pg/mL (Figura 20) e de 3,25 pg/mL (Figura 19) apresentam, em média,
toxicidade contra os macrofagos semelhante aquela que ocorre em meio RPMI,
apenas. Com a reducgdo na concentracdo de DOD combinada nestas CLA NPs, sua

toxicidade também ¢ reduzida (Figura 20).
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Figura 20. Viabilidade de macréfagos THP-1 (%) a partir de 1x10° macrofagos/pogo e
analise por citometria de fluxo, na presenca de RPMI (linha pontilhada), CLA livre, NPs
controles (DOD/CMC e DOD/CMC/PDDA) e CLA NPs apoés da dialise. Meio de cultura
RPMI adicionado de 10% de DMSO interagiu com os macrofagos por 24h antes da analise.



RESULTADOS | 91

3.8. Formacao de biofilme de M. abscessus na presenca de CLA e CLA
NPs
A Figura 21 mostra o efeito de CLA e CLA NPs, antes da diélise, na

formacgao de biofilmes de M. abscessus.
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Figura 21. Formacao de biofilme de M. abscessus (ATCC 19977) na presenga de CLA livre,
CLA/DOD/CMC ou CLA/DOD/CMC/PDDA NPs durante 72h. Absorbancias representam
valores médios + desvio padrdo médio de duplicata de leituras para dois experimentos.
Asterisco significa P<0,05 comparado com controle (biofilme M. abscessus), determinado
utilizando analise de variancia seguida do teste de Tulkey.

Em todas as concentracdes de CLA testadas, tanto CLA livre quanto CLA
NPs inibiram significativamente a formagdo de biofilmes de M. abscessus em
comparacdo com a formagdo de biofilme na auséncia de antimicrobianos (P<0,05)
(Figura 21). A inibigdo da formag¢do de biofilmes de CLA livre e CLA nas NPs
anionicas foi semelhante em todas as concentracoes testadas. As NPs cationicas de

CLA/DOD/CMC/PDDA, principalmente nas maiores concentracoes de CLA (e
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consequentemente de PDDA), foram menos eficientes na inibi¢do da formacao de
biofilmes de M. abscessus (Figura 21).
A Figura 22 mostra o efeito de CLA e CLA nas NPs dialisadas na formacgao

de biofilmes de M. abscessus.
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Figura 22. Formacao de biofilme de M. abscessus (ATCC 19977) na presenga de CLA livre,
ou de CLA nas NPs dialisadas de CLA/DOD/CMC ou CLA/DOD/CMC/PDDA, durante
72h. Absorbancias representam valores médios £ desvio padrio médio de duplicata de
leituras para dois experimentos. Asterisco significa P<0,05 comparado com controle

(biofilme M. abscessus), determinado utilizando analise de varidncia seguida do teste de
Tulkey.

As baixas concentragdes de CLA nas NPs anidnicas dialisadas inibiram
significativamente a formacao de biofilmes, assim como CLA livre. No entanto, as
NPs cationicas dialisadas ndo afetaram a formagao de biofilmes de M. abscessus
(Figura 22). Esse resultado reforca a importdncia dos arranjos anidnicos para
entregar a CLA aos macrdéfagos ja que apenas estes inibem significativamente a

formagao dos biofilmes e apresentam baixa toxicidade contra os macrofagos.
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4. DISCUSSAO

4.1. Atividade antimicrobiana e mecanismo de acao das NPs de DOD
BF/CMC/PDDA contra micro-organismos MR

A atividade antimicrobiana de um composto determinada pela porcentagem
de células viaveis ndo permite a distingdo entre um agente antimicrobiano potente,
que causa uma reducdo de 8-logs, por exemplo, com um agente antimicrobiano
moderado, que causa uma reducdo de 3-logs. Isto porque uma reducdo de 3-logs na
viabilidade celular representa uma reducao de 99,9% das células viaveis. Compostos
que causam reducdo de 3-logs na viabilidade celular podem ser considerados como
microbicidas eficazes para uso como desinfetantes (Lilly et al., 1979; Veldhuizen et
al., 2013). Entretanto, o fato do PDDA livre ou hibridizado nas NPs causar uma
reducdo de 8-logs na viabilidade celular bacteriana é notavel (Figuras 9A-C),
podendo ser considerado como potente antimicrobiano. Ja as dispersdes de DOD BF
podem ser consideradas com moderada atividade antimicrobiana, visto que causa
uma reducdo de aproximadamente 2- ou 1-log, respectivamente, contra K.
pneumoniae KPC+ (Figura 9B) ou MRSA (Figura 9C), o que corresponde a uma
redugdo de 98% ou 92% na viabilidade celular destes micro-organismos. No entanto,
a suspensao de DOD BF foi tao efetiva contra células de P. aeruginosa MR quanto
PDDA livre ou hibridizado nas NPs (Figura 9A). Esta diferenga no potencial
antimicrobiano de DOD BF contra as duas bactérias Gram-negativas testadas, P.
aeruginosa MR e K. pneumoniae KPC+, provavelmente ocorreu em virtude da
caracteristica de producdo de material capsular apresentada pela cepa de K.
pneumoniae KPC+ utilizada neste trabalho, o que difere da cepa de P. aeruginosa
MR testada. J4 a baixa eficiéncia antimicrobiana de DOD BF contra a bactéria Gram-
positiva MRSA pode ser explicada pelo sistema sensor apresentado por espécies de
Staphylococcus, que ao detectar a presenga de compostos antimicrobianos com carga
positiva, desencadeia a D-alanilagdo dos é&cidos teicoicos e a lisilagdo do
fosfatidilglicerol, reduzindo a carga negativa da superficie celular, e
consequentemente dificultando a atragdo e adsor¢cdo de compostos antimicrobianos

cationicos (Otto, 2009). Além disso, particulas positivamente carregadas (Merchat et
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al., 1996) ou agentes que aumentam a permeabilidade da membrana externa sao
agentes reconhecidamente mais eficazes contra bactérias Gram-negativas (Nitzan et
al., 1992).

O fato do PDDA, quando hibridizado nas NPs, ser microbicida em
concentragdes discretamente maiores do que quando estd livre em solugdo pode ser
explicado em virtude da neutralizagdo parcial das cargas positivas do PDDA como
camada mais externa das NPs, que precisa ligar-se as cargas negativas da camada de
CMC. Desta forma, nem todas as cargas positivas do PDDA estdo disponiveis para
interagir com as células. As NPs foram mais efetivas contra as bactérias MR Gram-
negativas e as leveduras, enquanto que a cepa de MRSA foi a que apresentou a maior
CMM de PDDA nas NPs (Tabela 5).

A inatividade de DOD BF bem como a potente atividade do PDDA, tanto
livre quanto hibridizado nas NPs, contra células de C. albicans resistente ao
fluconazol (Figura 10) estdo de acordo com resultados de trabalho anterior contra
cepa ATCC de C. albicans (Melo e Carmona-Ribeiro, 2012). Todavia, quando
aumenta a concentracdo celular de C. albicans fluconazol R que interage com o
PDDA livre ou presente na camada mais externa das NPs, ocorre uma esperada
redu¢do do potencial antifingico de PDDA (Figura 11A), ja que a CMM deve
aumentar conforme aumenta a concentragdo celular. Além disso, pode ainda ter
ocorrido agregacao celular induzida pelo PDDA, protegendo as células mais internas
do agregado do efeito antimicrobiano. De fato, o PDDA ¢ comumente utilizado
como um floculante de bactérias no tratamento de agua (Zhao e Zhang, 2013). Além
disso, a floculagio de bactérias em altas concentragdes celulares (a partir de 10°
UFC/mL para bactérias) induzida por arranjos catidnicos ja foi anteriormente
descrita (Sicchierolli ef al., 1995).

O maximo de morte microbiana e o inicio do extravasamento de compostos
fosforilados ocorrem por volta da mesma concentracio de PDDA, tanto para as
bactérias (Figura 9) quanto para as leveduras (Figuras 10 e 11), em ambas as
concentragdes celulares, o que nos leva a concluir que a morte celular esta
diretamente ligada com a ruptura da membrana e o extravasamento de compostos
intracelulares. De fato, a lise celular tem sido associada com a morte microbiana

causada por CAQs (Salton, 1968; Denyer, 1995), NPs funcionalizadas com quitosana
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(Jeon et al., 2014), dendrimeros de poli(amidoamina) (Calabretta et al., 2007;
Devarakonda et al., 2007), polimeros sensiveis a luz, como os polieletrolitos
cationicos conjugados a base de poli(fenileno-etinileno) (Wang et al., 2011),
hidrogéis de peptideos com alto contetido de arginina auto-associados (Veiga et al.,
2012) e outros peptideos antimicrobianos (Stromstedt et al., 2010; Pasupuleti et al.,
2012).

Apesar da morfologia celular bacteriana, ap6s interagdo com NPs ou PDDA,
ndo ser avaliada em concentragdes celulares proximas aquelas em que foram
determinadas as CMMs, foi possivel concluir que a estrutura das NPs ¢ desmontada
conforme tais arranjos supramoleculares sdo expostos a crescentes concentragdes
celulares microbianas (Figura 12). Além disso, as imagens obtidas por MEV também
permitiram a visualizacdo de feixes formados entre os polimeros componentes das
NPs (CMC e PDDA) e os biopolimeros presentes na parede € membrana microbiana,
0s quais parecem estar saindo da estrutura celular microbiana (Figura 12), resultado
que estd de acordo com o extravasamento de compostos fosforilados, que sugere a
penetracao do PDDA, livre ou a partir das NPs, na parede € membrana celular. Desta
forma, o mecanismo de agdao das NPs de DOD BF/CMC/PDDA parece ocorrer
através da liberacdo das camadas poliméricas da estrutura das NPs apds entrar em
contato com o0s micro-organismos, com a consequente associagdo entre estas
camadas e os biopolimeros microbianos, ocorrendo a inser¢do da estrutura linear do
PDDA na parede celular e membrana do micro-organismo € a subsequente ruptura
destas estruturas.

Outros autores também ja evidenciaram a penetragdo de cadeias poliméricas
cationicas na membrana microbiana (Tiller et al., 2001; Milovic et al., 2005). Para
hidrogéis antimicrobianos, por exemplo, a uma alta relagdo de polimero/células, os
polimeros catidnicos causam um efeito esponja, succionando pedacos da parede
celular microbiana, negativamente carregada, para dentro da camada de hidrogel (Li
et al., 2011). Além do mais, compostos que matam micro-organismos por contato,
rompendo ou perturbando a estrutura celular microbiana, parecem ndo atingir a
atividade metabdlica do micro-organismo, a qual esta frequentemente associada com
o desenvolvimento de resisténcia (Ling et al., 2015). No caso de peptideos cationicos

antimicrobianos, alguns mecanismos de resisténcia ja foram reportados, como a
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regulacdo positiva da atividade proteolitica, a liberacdo de polissacarideos
polianionicos extracelulares para a remocdo eletrostaticamente direcionada dos
peptideos catidnicos, € a reducdo da carga negativa da superficie (Nizet, 2006).
Embora tais mecanismos de resisténcia ainda ndo tenham sido demonstrados, em tais
niveis de sofistica¢do, para NPs cationicas e auto-associadas, ndo ha garantia de que
tais mecanismos nao sejam também articulados, futuramente, pelas células
microbianas frente a antimicrobianos catidénicos em geral.

O fato das NPs liberarem seus componentes e desaparecerem para exercer seu
efeito antimicrobiano refor¢a a idéia de que DOD BF seja importante apenas na
estruturacdo das NPs, servindo como um suporte para as camadas poliméricas
subsequentes, € o0 PDDA sendo a camada mais externa ¢ o composto biocida do
arranjo, em concordancia com os resultados obtidos na determinacdo da viabilidade
celular (Figuras 9, 10 e 11). Além disso, mesmo apods o processo de desidratagdo e
secagem das amostras para realizacdo do MEV, as NPs mantiveram um formato
discoidal, o que mostra que as camadas consecutivas de CMC e PDDA estabilizam
DOD BF, que ¢ discoidal (Figura 12). As NPs de DOD BF/CMC/PDDA sd3o mais
interessantes para serem utilizadas como antimicrobianos in vivo do que o PDDA
livie em solugdo. Isto porque as NPs, ao serem injetadas na circulagdo, sdo
rapidamente opsonizadas e envolvidas por proteinas do soro, permanecendo estaveis
na circulacdo até os macrofagos as fagocitarem. Sendo fagocitadas, as NPs se co-
localizam com os micro-organismos patogénicos, assim podendo exercer sua funcao
biocida dentro dos proprios macréfagos (Gregoriadis, 1995; Gulyaev et al., 1999;
Bakker-Woudenberg ef al., 2005). No entanto, a atividade in vivo das NPs de DOD
BF/CMC/PDDA ainda precisa ser estudada. Um estudo anterior demonstrou a
interacao de bicamadas catidnicas com proteinas séricas, revelando a estabilizacao
coloidal que sistemas cationicos semelhantes ao das NPs atingiram in vivo (Carvalho
e Carmona-Ribeiro, 1998). Desta forma, ndo ¢ esperada, in vivo, a inativacao do
sistema microbicida apresentado neste trabalho.

Além disso, os danos causados as membranas de macrofagos THP-1 por
baixas concentracdes de PDDA (Figuras 19 e 20) refor¢am a necessidade de realizar
estudos in vivo com tais NPs contendo PDDA. Por outro lado, estas NPs

antimicrobianas ja poderiam ser utilizadas, ex vivo, por exemplo no desenvolvimento
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de materiais e superficies biocidas para uso nas areas médico-hospitalar,
biotecnoldgica ou alimenticia, sem que ocorram maiores danos decorrentes de sua
potencial toxicidade. Sabe-se, por exemplo, que NPs a base de poli(metacrilato de
metila), que incorporaram PDDA em sua estrutura no momento da polimerizacdo,
ndo sdo capazes de liberar o PDDA da particula, mas mesmo assim exercem
atividade antimicrobiana e baixa toxicidade contra hemacias (Sanches et al., 2015).
NPs antimicrobianas que nao liberam o principio ativo do arranjo, bem como
polimeros antimicrobianos podem ser utilizados para desenvolver superficies e/ou
revestimentos que exercam agao biocida pelo contato com micro-organismos sem, no
entanto, liberar o agente responsavel pela atividade antimicrobiana, podendo ser
utilizados em ambientes hospitalares e na industria de tintas, por exemplo (Tiller et
al., 2001; Timofeeva e Kleshcheva, 2011; Carmona-Ribeiro ¢ de Melo Carrasco,
2013).

Particularmente, a atividade das NPs de DOD BF/CMC/PDDA contra
bactérias Gram-negativas MR ¢ interessante, visto que as possibilidades de
tratamento de infec¢des causadas por tais micro-organismos sao cada vez mais
restritas (Curcio, 2014). Além disso, novos compostos antimicrobianos, como a
teixobactina, mostram um bom desempenho biocida contra bactérias Gram-positivas,
mas ndo sao tdo efetivos contra as Gram-negativas (Ling et al., 2015). Por isso,
merece devido destaque a excelente atividade antimicrobiana contra patdgenos MR,
apresentada pelas NPs de DOD BF/CMC/PDDA contra bactérias Gram-positivas,

Gram-negativas e leveduras.

4.2. Atividade antimicrobiana das NPs de CLA/DOD/CMC e
CLA/DOD/CMC/PDDA contra M. abscessus

CLA ¢ um macrolideo com baixa solubilidade em dagua, propenso a
combinar-se com lipides em decorréncia de sua natureza hidrofobica (Salem e
Duzgunes, 2003; Alhajlan et al., 2013; Liu et al., 2013). Possui um grupamento
amino tercidrio em sua estrutura (pK 8,99) (McFarland et al., 1997) que concede
carater catidnico a molécula em pH proximo ao fisiologico, o que favorece sua
combinagdo com polimeros anidnicos como PLGA (Mohammadi et al., 2011) e

CMC (este trabalho). A inje¢dao de solugdo etanolica contendo CLA/DOD em agua
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nao produziu arranjos coloidalmente estaveis (Tabela 7), possivelmente porque a
interacao hidrofobica entre o lipide cationico e CLA nao ¢ suficiente para superar a
repulsdo eletrostatica entre CLA e DOD, ambos positivamente carregados. Para obter
estabilidade coloidal, a inje¢dao da solucdo etandlica contendo CLA/DOD em solugao
aquosa de CMC forneceu um microambiente lipofilico e anidnico para a CLA
(Tabela 8), estabilizando as NPs de CLA/DOD/CMC obtidas. De fato, quando um
método semelhante foi utilizado para a indometacina, um composto anidnico e
hidrofobico, pela inje¢do de solugdo etanolica de DOD/indometacina em agua,
observou-se a formagdo de dispersdes estaveis, possivelmente devido ao efeito
aditivo da atragdo eletrostatica e da interacdo hidrofobica (Lima et al., 2016). De
uma maneira consistente, a incorporacdo de CLA nas NPs catidnicas de
CLA/DOD/CMC/PDDA ¢ muito menor (3,1 %) do que nas NPs anidnicas de
CLA/DOD/CMC (12,5 %) provavelmente devido a repulsdo eletrostatica entre o
antimicrobiano catidénico e as NPs cationicas (Tabela 11), embora ambas as CLA
NPs apresentem boa estabilidade coloidal em solugdo aquosa (Tabela 9, Figura 13).
A melhor incorporagdo de CLA em arranjos negativamente carregados do que
naqueles positivamente carregados ja havia sido anteriormente relatada ao comparar
a incorporagao de CLA em lipossomos de diferentes cargas (Alhajlan et al., 2013)
(Tabela 3). Além do mais, a atracdo eletrostatica entre arranjos catidnicos e
ciprofloxacina, que ¢ um antimicrobiano negativamente carregado, também parece
ser importante para sua maior incorporacao (Hosny, 2010).

O etanol inicialmente presente nas dispersdes de CLA/DOD/polimeros
(2,5%) poderia causar alteracOes na bicamada lipidica do DOD, tais como
interdigitagcdes. Sendo um alcool de pequena cadeia, o etanol pode modular
propriedades das membranas lipidicas, podendo torna-las mais fluidas e permeéaveis,
reduzindo a organizagdo das cadeias lipidicas (Patra ef al., 2006). As moléculas de
etanol, apOs entrarem em contato com a bicamada, ligam-se as cabecas polares dos
lipides, aumentando a area de superficie destes grupamentos polares, gerando uma
desordem nas cadeias lipidicas e, consequentemente, aumentando a fluidez da
membrana (Vierl et al., 1994; Feller et al., 2002). Além disso, a por¢ao hidrofobica
das moléculas de etanol podem ligar-se a cauda hidrofobica do lipide, favorecendo a

inducdo da formacdo de estruturas ndo-bicamada e/ou interdigitagdo (Simon e
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Mcintosh, 1984; Gurtovenko e Anwar, 2009). Mas geralmente, tais efeitos nas
bicamadas lipidicas sdo causados pela presenca de concentragdes maiores de etanol
na dispersao (~30,5% v/v) (Gurtovenko e Anwar, 2009). De qualquer forma, o
processo de dialise, ao qual as dispersdes foram submetidas para remocao da CLA
nao incorporada, remove também todo o etanol que inicialmente estava presente nas
dispersdes, ndo mais exercendo qualquer influéncia sobre a estrutura das bicamadas
de DOD.

Portanto, foram obtidos dois sistemas nanoestruturados, pelo método da
injecdo etandlica: arranjos anidnicos de CLA/DOD/CMC e arranjos catidnicos de
CLA/DOD/CMC/PDDA (Tabela 9), estaveis mesmo apods a didlise (Figura 14) que
foram comparados quanto a incorporacao de CLA, quanto a atividade antimicrobiana
contra M. abscessus e quanto a toxicidade frente a macrofagos THP-1 nao
infectados.

Arranjos antimicrobianos, carreadores de CLA, em combinagdo com
polimeros, preparados pelo método da injecdo de solucdo orginica em solvente
aquoso, ja foram descritos na literatura (Mohammadi et al., 2011; Moghaddam et al.,
2013; Pan-In et al., 2014). CLA co-solubilizada com o polimero biocompativel
PLGA em acetona foi nanoprecipitada em solucdo aquosa contendo o alcool
polivinilico (PVA) como agente estabilizante da dispersdo, em trés diferentes
propor¢coes molares farmaco:polimero (1:1, 1:2 e 1:3). As NPs resultantes
apresentaram valores de Dz de 280, 223 e 189 nm, potencial zeta de -6, -10 ¢ -14 mV
e eficiéncia de encapsulamento de CLA, determinada por HPLC, de 57, 73 e 80%,
respectivamente, para as dispersdes de CLA:PLGA 1:1, 1:2 e 1:3. Tais NPs
apresentaram liberagdo inicial elevada da CLA, seguida de um platd durante um
periodo de 24 horas, e atividade antimicrobiana contra S. aureus mais eficiente do
que CLA livre (Mohammadi et al., 2011). NPs de etilcelulose carreando CLA, de
449 nm e 86% de eficiéncia de encapsulamento, mostraram excelente atividade in
vitro ¢ in vivo contra Helycobacter pylori (Pan-In et al., 2014). Tais NPs foram
preparadas por um método inverso ao da inje¢do etanolica apresentada neste
trabalho. De acordo com Pan-In ef al., 4gua foi injetada em uma solugdo organica de
acetona, na qual foram previamente solubilizadas CLA e etilcelulose, formando as

NPs por indugdo anti-solvente (Pan-In ef al., 2014).
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A visualiza¢ao da morfologia dos arranjos preparados pela inje¢ao de solucao
etanolica de CLA/DOD em solugdo aquosa de CMC, com ou sem adicdo de PDDA,
como estruturas nanoparticuladas (Figura 15), foi essencial para complementar a
caracterizagcdo deste novo sistema desenvolvido para carrear farmacos hidrofobicos
em combinagdo com lipides e polimeros. A reticulacdo da camada mais externa das
NPs utilizando tetroxido de 6smio como agente fixador impediu a desassociacdo do
arranjo que, de outra maneira poderia acontecer apds a secagem das amostras para
serem analisadas por MEV (Figura 15), jd& que os cationicos CLA e DOD
possivelmente repeleriam-se do arranjo ao secar a dispersdao. Manter a estrutura das
NPs com auxilio de agente de fixagdo para realizar as microscopias eletronicas ¢
importante, visto que o MEV realizado para sistema semelhante de dispersdo, porém
sem ser submetido ao processo de reticulagdo com tetroxido de 6smio, ndo permitiu a
visualizagdo de NPs auto-associadas em decorréncia de sua desassociacdo no
momento da secagem (Lima et al, 2016). Além disso, quando NPs de DOD
BF/CMC/PDDA foram desidratadas sequencialmente com etanol, tal fixacdo nao foi
necessaria para visualizacao dos arranjos por MEV (Figura 12A).

A deteccao de CLA por HPLC-MS foi apenas qualitativa, em funcao do
elevado erro a ser considerado em cada amostra se quantificado por esta técnica (>
10 pg/mL). Mas ainda assim tanto a deteccdo qualitativa de CLA por HPC-MS
(Figura 16, Tabela 10) quanto a analise quantitativa da atividade contra S. aureus
evidenciaram a incorporagdo de CLA nas NPs (Tabela 11). A concentracao de CLA
determinada para as NPs antes da dilise a partir do MIC de CLA foi de 128 pg/mL,
concordando com 130 pg/mL de CLA utilizados na preparagdo das NPs (item 2.4).
J4 nas NPs dialisadas, CLA/DOD/CMC incorporou maior porcentagem de CLA
(12,5 % - 16,0 pg/mL) do que as NPs de CLA/DOD/CMC/PDDA (3,1 % - 4,0
pg/mL) (Tabela 11). De fato, a maior incorporacdo de CLA em arranjos anionicos do
que em cationicos ja havia sido anteriormente reportada (Alhajlan et al., 2013), e ¢
perceptivel ao compararmos arranjos carreadores de CLA de diferentes cargas
(Tabela 3). No caso das CLA NPs descritas neste trabalho, a menor incorporagao de
CLA nas NPs cationicas sugere que a combinagdo do polimero catidnico PDDA nas

NPs possa exercer algum tipo de competicao, repelindo eletrostaticamente a CLA do
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arranjo. Ambas as NPs de DOD/CMC/PDDA e CLA/DOD/CMC/PDDA (apds
dialise) inibiram o crescimento de S. aureus em uma concentracdo de 12,5 pg/mL
(Tabela 12) de PDDA, mostrando que o PDDA pode contribuir com a atividade
antimicrobiana mais do que a CLA nas NPs cationicas dialisadas, quando hé baixa
concentracdo de CLA (4,0 pg/mL), podendo esta ser ainda menor (Tabela 11).
Entretanto, a toxicidade apresentada pelas NPs cationicas contra os macrofagos,
mesmo dialisadas, possivelmente exclui sua utilizagdo como carreadores para CLA
in vivo (Figuras 19 e 20).

As CIMs de CLA para as CLA NPs anidnicas ou catidnicas foram proximas
as CIMs de CLA livre contra M. abscessus (Tabela 13). Portanto, a concentracao de
CLA nas NPs ¢ a determinante da poténcia antimicrobiana de tais arranjos contra M.
abscessus, pois nem DOD ou PDDA nas NPs foram eficientes em concentragdes tao
baixas quanto a CLA em inibir o crescimento de M. abscessus. Cepas resistentes a
CLA permaneceram resistentes as CLA NPs (Tabela 13), j4 que devem possuir o
gene de resisténcia indutivel aos macrolideos — erm — funcional e ndo afetado pelas
NPs (Koh et al., 2011). De fato, as quatro cepas de amostras clinicas (M1-M4) foram
identificadas como M. abscessus subsp. abscessus. Sabe-se que a maioria das cepas
pertencentes a esta subespécie de M. abscessus possui o gene erm funcional,
conferindo resisténcia intrinseca aos macrolideos. Assim, mediante os resultados
fenotipicos obtidos pela CIM de CLA (Tabela 13) ¢ possivel dizer que as amostras
clinicas M3 e M4 possuem o gene erm funcional. J4 as cepas M1 e M2, sensiveis in
vitro a CLA, podem nao ter expressado ainda sua resisténcia por nado ter entrado em
contato prévio com macrolideos, ou ainda podem fazer parte da excecao, em que
cerca de 15 % dos isolados de M. abscessus subsp. abscessus apresentam mutacao no
gene erm tornando-o nao funcional (Brown-Elliott et al., 2015; Griffith et al., 2015)

Deve-se destacar que o PDDA, livte ou nas NPs sem CLA
(DOD/CMC/PDDA) mostrou atividade contra uma cepa resistente a CLA (M3) na
concentracdo de 13,0 pg/mL (Tabela 13). Tal resultado pode ser possivelmente
decorrente do efeito de atragado eletrostatica entre o PDDA, em forga i0nica baixa, e
0os componentes anionicos das paredes ¢ membranas das bactérias (Carrasco et al.,
2015). No entanto, tal mecanismo nao foi eficiente contra todas as cepas de M

abscessus testadas, resistentes ou ndo a CLA (Tabela 13). De fato, a fraca atividade
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ou até inatividade do PDDA frente a micobactérias foi recentemente relatada
(Timofeeva et al., 2015), em concordancia com os resultados obtidos neste trabalho
(Tabela 13). Além disso, CAQs, como o PDDA, foram considerados como
desinfetantes com atividade apenas bacteriostatica contra micobactérias (McDonnell
e Russell, 1999). A atividade bactericida de CAQs contra cepa de M. smegmatis ja
foi descrita, porém contra cepas de M. abscessus, os CAQs testados ndo foram tao
eficientes, restando de 5 a 10% de células viaveis, suficientes para multiplicarem-se e
restabelecer novamente a infec¢do/contaminagdo, por isso os CAQs, tal como o
PDDA, nao podem ser considerados como desinfetantes capazes de prevenir
infeccdes por estes patogenos (Cortesia et al., 2010).

A interagdo da superficie anidonica da membrana de bactérias com compostos
catiOnicos antimicrobianos inicia-se por atracao eletrostatica. Entdo, como no caso de
peptideos catidnicos, por exemplo, eles acumulam-se na superficie da membrana de
bactérias, onde conseguem se ligar, produzindo alteragcdes como adelgacamento da
membrana, formag¢do de poros, alteracdo de carga na superficie, etc, podendo
adentrar a célula e interagir com alvos intracelulares (Fjell ef al., 2012). Na interacao
com micobactérias, estes peptideos aumentariam a permeabilidade da membrana
celular pela criagdo de poros ou interrompendo a sintese da parede celular (Mendez-
Samperio, 2008). No entanto, ja foram demonstrados mecanismos de resisténcia
bacteriana a compostos catidonicos (Nuri et al., 2015), como a modificacdo da
superficie bacteriana, tornando-a menos negativamente carregada, o que
consequentemente atrairia menos os antimicrobianos positivamente carregados, além
de tornar a célula menos permedvel a estes compostos (Peschel, 2002; Nizet, 2006);
enzimas que degradam (Sieprawska-Lupa et al., 2004) ou bombas de efluxo (Warner
et al., 2008) que expulsam peptideos catidnicos, por exemplo; ou ainda a producao
de moléculas ou vesiculas que aprisionam estes compostos catidnicos, prevenindo
que estes alcancem a bactéria (Manning e Kuehn, 2011).

As CLA NPs possuem importante atividade bacteriostatica intracelular ao
longo de 4 dias (Figuras 17 e 18). CLA livre ¢ capaz de penetrar nos macrofagos,
agindo em bactérias intracelulares, porém seu efluxo ¢ rapido, dificultando uma
atividade intracelular sustentada (Carlier et al., 1987; Tulkens, 1991). CLA

combinada em NPs poderiam favorecer a retengdo de CLA no interior dos
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macrofagos e o tratamento sustentado de infec¢des intracelulares. E por isso a
utilizacdo de antimicrobianos como a CLA em sistemas de entrega, como ¢ o caso
dos arranjos supramoleculares descritos neste trabalho, seria uma estratégia bastante
interessante na pratica clinica, particularmente contra processos infecciosos
intracelulares. Porém, serdo necessarios posteriores testes in vivo para avaliar a
atividade intracelular das CLA NPs.

Apesar da inibi¢dao do crescimento intracelular de M. abscessus (3-logs) por
CLA livre ou nas NPs a 32,5 pg/mL (Figura 17), tal concentragdo de CLA ¢ toxica
aos macrofagos (Figura 19), e consequentemente inadequada para utilizagdes in vivo.
Em concentragdes menores de CLA (< 3,25 pg/mL), hd a inibicdo de
aproximadamente 2-logs no crescimento intracelular de M. abscessus (Figuras 17 e
18), mas importante redugdo na toxicidade aos macréfagos (Figuras 19 e 20). Porém,
as NPs catidnicas ainda sdo muito toxicas aos macrofagos, mesmo em baixas
concentragdes de CLA, possivelmente em decorréncia da presenca do PDDA (a 25,0
ou 2,5 pg/mL) (Figuras 19 e 20). Curiosamente, altas concentracdes de PDDA ou
DOD (1000 ou 631 pg/mL, respectivamente) livres ou auto-associadas em NPs ndo
causam hemolise apos 1h de interacdo arranjos-hemacias (Carmona-Ribeiro e
Carrasco, 2013) mas apresentam toxicidade contra os macréfagos (Figuras 19 e 20).
Além disso, a toxicidade de DOD contra fibroblatos de ratos, normais ou
transformados, apds 30 minutos de interacdo, induziram 20% ou 0% de morte celular
(10* células/mL, a 63,1 pg/mL de DOD), e a 631 pug/mL de DOD houve morte de
50% dos fibroblatos (Carmona-Ribeiro et al., 1997). Entretanto, este trabalho mostra
que DOD a 13,25 pg/mL e PDDA a 2,5 ug/mL, interagindo continuamente com
macrofagos por até 4 dias, causam danos substanciais as membranas da maioria das
células (Figuras 19 e 20).

Uma alternativa para a composi¢do de NPs catidnicas carreadoras de CLA
seria a substituicdlo do PDDA por polimeros com atividade mais seletiva e
biocompativel, necessariamente apresentando baixa toxicidade a células, como os
macrofagos, por exemplo, podendo ou nao apresentar atividade antimicrobiana
adicional a CLA. Polimeros derivados do PDDA, com grupamentos de amdnio
secundario ou terciario, ja& demonstraram importantes efeitos antimicrobianos,

inclusive contra micobactérias, sem no entanto causar alta toxicidade (Timofeeva e
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Kleshcheva, 2011; Timofeeva et al., 2015), e poderiam ser utilizados como
alternativa ao PDDA na preparagao de arranjos cationicos carreadores de CLA.

As CLA NPs, principalmente as anidnicas, também mostraram ser capazes de
inibir significativamente o crescimento de M. abscessus na forma de biofilmes, nas
concentragdes de CLA testadas (Figuras 21 e 22), enquanto as CLA NPs catidnicas
impediram tal crescimento de M. abscessus somente nos arranjos ndo dialisados
(Figura 21). As NPs dialisadas de CLA/DOD/CMC/PDDA nao inibiram a formagao
do biofilme de M. abscessus (Figura 22). Os biofilmes sdo estratégias utilizadas por
estes patogenos, e por micobactérias em geral, para causar infecgdes persistentes e
invasivas (Howard et al., 2006; Greendyke e Byrd, 2008), e evitar a sua formacao
parece ser uma exigéncia para o sucesso do tratamento de infec¢des causadas por M.
abscessus in vivo. Como a completa erradicacdo de infecgdes intracelulares ¢
raramente alcancada com tratamentos baseados apenas em medicamentos
antimicrobianos (Abed e Couvreur, 2014), os resultados descritos neste trabalho
podem, ao menos, contribuir com novas NPs antimicrobianas capazes de reduzir a
contagem bacteriana intracelular e o crescimento/formagdo de biofilmes. Por isso, €
possivel escolher as NPs anionicas de CLA/DOD/CMC, nao dialisadas, mas diluidas
a uma concentragdo de CLA de 3,25 ug/mL, como o principal arranjo descrito neste
trabalho por apresentar boa atividade inibitdria contra o crescimento de M.
abscessus, quer seja in vitro, infectando macrofagos ou formando biofilmes, e com
baixa toxicidade contra as células testadas (macrofagos THP-1).

O uso de DOD como carreador de farmacos hidrofobicos ¢ descrito na
literatura ha alguns anos, apresentando melhor solubilizagdo nos fragmentos de
bicamada de DOD (Vieira e Carmona-Ribeiro, 2001; Pacheco e Carmona-Ribeiro,
2003; Vieira et al., 2006), do que em dispersdes lipossomais do lipide (Vieira e
Carmona-Ribeiro, 2001; Pacheco e Carmona-Ribeiro, 2003; Barbassa et al., 2011). A
solubilizacdao da anfotericina B, um antifingico muito pouco soluvel em 4gua, ocorre
nas bordas hidrofobicas do BF, que interagem com a por¢do poliénica do
antimicrobiano, deixando a por¢do hidroxilada da anfotericina B livre para interagir
com o ambiente aquoso externo (Vieira e Carmona-Ribeiro, 2001). Desta forma,
DOD BF disponibilizam uma grande area de superficie que pode ser utilizada como

sitio de solubilizacdo de farmacos hidrofobicos. O arranjo de DOD BF/anfotericina B
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foi tdo efetivo in vivo quanto a anfotericina livre no tratamento de candidiase
sistémica (Lincopan et al., 2003). A solubilizagdo de outro antifingico hidrofobico, o
miconazol, em DOD BF, produziu dispersdes com alta estabilidade coloidal, sendo
que em altas concentracdes de farmaco e baixas concentragdes de BF, ficou
demonstrado o revestimento das particulas de miconazol com os fragmentos de
bicamada de carga oposta. Ja em altas concentragdes de BF, a solubilizacao do
farmaco ocorre em sua forma monomérica nas bordas do BF (Pacheco e Carmona-
Ribeiro, 2003), sendo que a concentragdo fungicida minima contra C. albicans foi 4
vezes menor para o arranjo de DOD BF/miconazol em comparagdo com o farmaco
livre (Vieira et al., 2006). Um outro exemplo de uso de DOD BF como veiculo para
antimicrobiano hidrofobico (rifampicina) mostrou, inclusive, efeito sinérgico de
DOD e farmaco contra Mycobacterium smegmatis (Barbassa et al., 2011). Ao
contrario dos antifingicos descritos acima, a rifampicina apresentou alta
porcentagem de incorporacao tanto em DOD BF (75%) quanto em DOD LV (81%),
o que pode ser justificado pela presenca de efeitos eletrostaticos e hidrofobicos
solubilizando a rifampicina na bicamada do lipossomo (Barbassa et al., 2011).

No caso dos arranjos preparados por inje¢do de solucdo etandlica, descritos
neste trabalho, para serem carreadores do antimicrobiano hidrofobico CLA, a
presenca de DOD contribuiu apenas com efeito estrutural as CLA NPs, permitindo
que estas pudessem se auto-associar com o polimero de carga oposta CMC,
estabilizando a dispersdo. Portanto, nesta combinagdo o lipide catidnico ndo exerceu
qualquer efeito antimicrobiano contra as cepas de M. abscessus testadas, e para ndo
induzir toxicidade aos macrofagos, DOD deve estar presente nas NPs em baixas
concentragoes (~1 pg/mL) (Figuras 19 e 20).

Até o nosso conhecimento, nenhum arranjo carreando CLA, descrito na
literatura, seja na forma de lipossomos como na forma de NPs, foi avaliado contra M.
abscessus. Por 1sso, a obtencao de novos arranjos supramoleculares carreando CLA,
a base de lipide catidnico e polimeros, apresentando importante inibicdo do
crescimento de M. abscessus, quer seja infectando o interior de macrdéfagos ou
formando biofilmes, € ainda sem causarem maiores danos a células, como os
macrofagos, sdo importantes para vislumbrar possiveis futuras contribuigdes ao

tratamento clinico de infecgdes causadas por M. abscessus.
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A preparagdo e caracterizagdo de novos arranjos supramoleculares de lipide
cationico, antibidticos e polimeros, bem como sua atividade contra bactérias
multirresistentes ou micobactérias de crescimento rapido foi o objetivo deste

trabalho. Com os resultados obtidos, concluimos:

1. As NPs de DOD BF/CMC/PDDA sao arranjos antimicrobianos de amplo espectro
de acdo contra micro-organismos MR, como bactérias Gram-negativas, Gram-
positivas e leveduras. Além disso, estas NPs podem se dissociar na presenca dos
micro-organismos, liberando as camadas poliméricas externas para interagir com a
parede e membrana microbianas, causando rompimento das mesmas e consequente
extravasamento de compostos fosforilados intracelulares (Carrasco et al., 2015).

2. A combinacdo, em um mesmo arranjo supramolecular, de lipide (DOD) e
polimero antimicrobianos (PDDA), mesmo na auséncia de um antimicrobiano
tradicional, podem representar estratégias eficientes contra micro-organismos MR
(Carrasco et al., 2015), principalmente visando aplicagdes ex vivo, ja que foi
verificado o potencial toxico do PDDA contra macréfagos.

3. Pelo método de injegdo de solucdo etanolica em solugdo aquosa, foram obtidos os
arranjos supramoleculares anionicos e cationicos carreadores do antimicrobiano
CLA: CLA/DOD/CMC e CLA/DOD/CMC/PDDA, respectivamente, ambos
coloidalmente estaveis e nanoparticulados.

4. CLA NPs anionicas ou cationicas incorporaram, respectivamente, 12,5 ou 3,1 %
de CLA. Apesar da aparente baixa incorporacao, estas NPs foram efetivas em inibir
o crescimento intracelular de M. abscessus ou a formagao de biofilmes.

5. A concentragdo de CLA ¢ determinante na poténcia antimicrobiana das CLA NPs,
pois nem DOD ou PDDA nas NPs apresentaram efeito bacteriostatico contra M.
abscessus em concentragdes tao baixas quanto a CLA.

6. CLA NPs contendo 32,5, 13,25 ou > 2,5 ug/mL de CLA, DOD ou PDDA,
respectivamente, acarretaram danos as membranas de alta porcentagem de
macrofagos, apesar de exercerem efeito bacteriostatico intracelular. Portanto, as NPs

devem ser compostas por baixas concentragdes de CLA e DOD (£ 3,25e¢ <13
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png/mL, respectivamente) e sem PDDA para induzirem baixa toxicidade aos
macrofagos.

6. NPs anidnicas carreadoras de CLA (CLA/DOD/CMC) apresentaram melhor
atividade antimicrobiana contra M. abscessus, seja infectando o interior de
macrofagos ou evitando a formagao de biofilmes, com menor indugdo de toxicidade
aos macrofagos do que as NPs cationicas (CLA/DOD/CMC/PDDA).

7. As inibi¢des do crescimento intracelular e da formagdo de biofilmes de M.
abscessus causadas por um Unico arranjo supramolecular, sem induzir maiores
danos aos macrofagos, pode representar uma possivel futura estratégia de tratamento
para infec¢Oes causadas por estes patogenos. No entanto, somente testes in vivo

podem confirmar o potencial de aplicacao clinica destas CLA NPs.
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Os arranjos supramoleculares antimicrobianos preparados neste trabalho
mostraram-se bastante promissores por fornecerem atividades contra micro-
organismos bastante refratdrios a tratamentos, como os multirresistentes a
antimicrobianos e M. abscessus. Apesar da toxicidade do polimero antimicrobiano
PDDA contra macréfagos THP-1, visto em ensaios preliminares, as NPs combinadas
com PDDA podem ser incorporadas em materiais e/ou superficies, fornecendo
propriedades antimicrobianas de rapida agdo, de amplo espectro de atividade,
gerando inumeras possibilidades de aplicacdes ex vivo, nas areas farmacéutica,
médica e biotecnoldgica, etc. Entretanto a escolha do material polimérico para
insercao destas NPs deve levar em conta a disponibilidade e/ou liberagao destas NPs
para exercer seu efeito antimicrobiano, além da especificidade de cada uso/aplicacao
desejados. Além disso, a substituicio do PDDA por um outro polimero catidnico
com atividade mais seletiva e biocompativel seria uma alternativa para a composi¢ao
de NPs carreadoras de CLA.

Ja as NPs anionicas carreadoras de CLA devem ser testadas in vivo, para
verificar seu potencial efeito antimicrobiano quando administradas em um organismo
vivo, além de ser realizado completo e sistematico estudo de sua toxicidade. Além
disso, essas NPs podem ser utilizadas no desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas para administracdo topica (cremes/pomadas/logdes) ou pulmonar
(inalacao/nebulizagao) visando o possivel tratamento contra infecgdes de pele/tecidos

moles ou pulmonares causadas por M. abscessus.
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